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1. Cil metodiky

Cilem této metodiky bylo vytvofit postupy pro ziskani, diagnostiku a namnoZeni nematofagni houby

Arthrobotrys oligospora za Ucelem jeji aplikace jako bioagens proti fytoparazitickym hadatkim.

2. Vlastni popis metodiky

2.1. Literarni prehled

2.1.1. Uvod

Skodlivé organismy patii v fadé pfipad k faktorlim vyrazné limitujicim péstovani zemédélskych
plodin. Jak karanténni, tak nekaranténni skiidci mohou zplsobovat ekonomicky vyznamné ztraty,
zejména pak pri absenci aplikovatelnych metod ochrany rostlin. Velmi problematickou skupinou jsou
v tomto ohledu fytoparazitickd hadatka. Tito mikroskopicti Skddci jsou casto schopni preZivat po
dlouhy c¢as v padé a dlouhodobé tak negativné ovliviiovat vynos a kvalitu péstovanych plodin. Mezi
nejvyznamnéjsi hadatka patfi zejména cystotvorné druhy, napf. karanténni zastupci - hadatko
bramborové (Globodera rostochiensis) a hadatko naZloutlé (Globodera pallida) nebo hadatka rodu
Heterodera a z nich nejvyznamnéjsi druhy hadatko fepné (Heterodera schachtii) a hadatko ovesné
(Heterodera avenae). Zna¢né Skody mohou ovsem zpUsobovat i halkotvorné ¢i volné Zijici druhy
hadatek. Vsoucasnosti zplsobuje na nasem uUzemi nejzavainéjsi skody halkotvorny druh
Meloidogyne hapla. Skodlivost tohoto druhu je vsoucasné dobé& takovd, 7e se pFitomnost
Meloidogyne hapla stava limitujicim faktorem péstovani zejména kofenové zeleniny na piscitych
pudach v oblasti Polabi. Na téchto lokalitach byly rovnéz zaznamenany prekvapivé intenzivni pfiznaky
zplUsobené Meloidogyne hapla na ranych brambordach, coZ vypovida o pfitomnosti ¢etné a velmi
agresivni populace. Z volné Zijicich druh( hadatek vykazuje zna¢nou odolnost k nepfiznivym vnéjsim
podminkam napf. hadatko zhoubné (Ditylenchus dipsaci). Tento karanténni druh Skodici lokalné na
porostech cibulovin je schopen prezivat v anabiotickém stavu v padé rfadu let (Decker, 1969).

Ochrana zemédélskych plodin pfed fytoparazitickymi hadatky je znesnadnéna nemoznosti presné
lokalizace téchto Skodlivych organism( v padé. Distribuce jednotlivych druhl v pldnim profilu se sice
liSi, obecné mlzeme u druhl poskozujicich polni a zahradni plodiny predpokladat pFitomnost
maximalniho poctu jedincl do cca 25 cm hloubky ornice. Pfi snaze o Géinny zasah pomoci pfislusnych
chemickych prostfedkd je na tuto skuteénost nutno brat ohled, proto je nezbytné pouziti

maximalnich pfipustnych davek chemické latky a jeji kvalitni zapraveni do pédy. U&nnou ochranu
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proti fytoparazitickym hadatklim také znesnadriuje sortiment nematocidd v registru povolenych
pripravkd na ochranu rostlin. Momentalné pripada v Uvahu pouze pouZiti Basamid granulatu (Ucinna
latka dazomet), jehoz aplikace s sebou nese riziko kontaminace spodnich vod a jeho pouziti
neprichazi v ivahu v systémech produkce biopotravin. Fyzikalni metody jako napt. proparovani pldy,
ozonizace jsou pouZitelné a rentabilni jen u malych ploch a objem( puady, a jejich vyuZitelnost pro
polni porosty je z ekonomického hlediska nemyslitelnd. Nepfimé ochranné postupy vyuZivajici
specialné navrzené osevni sledy a péstovani rezistentnich ¢i tolerantnich odrid jsou vyuzZitelné pouze
Castecné. Vtomto pfripadé jsou komplikaci casto velmi Siroké okruhy hostitelskych rostlin
fytoparazitickych hadatek a nedostatek vhodnych rezistentnich odrid. VSechny tyto skutecnosti maji
za nasledek momentalni absenci Gcinnych ochrannych prostredkl proti Skodlivym fytoparazitickym
hadatkdm. Z tohoto dlvodu je nutné hledat nové postupy, jez by se v této oblasti daly vyuZit a byly

zaroven vyuzitelné v integrovanych systémech rostlinné vyroby.

2.1.2. Ochrana pomoci nematofagnich hub

Celosvétovym trendem je v poslednich zhruba 25 letech vyvoj biologickych metod ochrany rostlin.
V pripadé fytoparazitickych hadatek se pozornost zaméfila na vyzkum moZnosti pouZiti
nematofagnich padnich hub. Tyto organismy skytaji znacny potencidl pravé pro poufZiti
v integrovanych systémech produkce rostlin, coz bylo potvrzeno vyvojem v soucasnosti komeréné
dostupného pfipravku KlamiC® na béazi nematofdgni houby druhu Pochonia chlamydosporia

(Hernandez a Hidalgo Diaz, 2008).

Vlastni mechanismus ataku hadatek houbami je znacné rozmanity. Vedle lapani dospélych hadatek
pomoci zvlastnich struktur existuji i nematofagni houby infikujici vajicka hadatek. V této oblasti byla
dosud znacnd pozornost vénovana houbé druhu Pochonia chlamydosporia, ktera se vyskytuje v pidé
a kolonizuje kofeny rostlin. Houba nasledné napada vajecné vaky tvorené halkotvornymi
fytoparazitickymi hadatky r. Meloidogyne, vajicka jsou zni¢ena a Zivotni cyklus hadatka je pferusen
(Hirsch et al., 2001). Vyznam aplikace nematofagni houby nemusi spocivat pouze v eradikaci
fytoparazitickych hadatek. Pro péstitele dulezitym efektem muze byt i pouhé zpomaleni nastupu
napadeni péstované plodiny hadatky, cehoz bylo dosazeno napt. pravé pomoci druhu Pochonia

chlamydosporia (Van Damme et al., 2005).

DuleZité je rovnéz sledovani schopnosti daného druhu nematofagni houby kolonizovat kofenovy

systém rostliny, ktera je pfedmétem ochrany. Nékteré houby jako napt. Arthrobotrys oligospora jsou
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schopny chemotropicky reagovat na pritomnost kofenl vhodnych rostlin a tuto schopnost pouZzit pro

jejich kolonizaci (Bordallo et al., 2002).

Obecné plati, Ze vyssi vyskyt hadatek r. Meloidogyne v plidé ma za nasledek i jejich vyssi vyskyt
v kofenech hostitelskych rostlin, coz vede rovnéZ kvysSimu zastoupeni nematofagnich hub
v rhizosfére. Bylo zjisténo, Ze rlist nematofagni houby druhu Pochonia chlamydosporia na kofenech
Ize stimulovat pridanim hadatek, jejichz minimalni potfebné mnozZstvi je v pfipadé rajcete a kapusty
500 jedincd. Schopnost zvySovat kolonizaci korenli myceliem nematofagni houby v pfitomnosti
fytoparazitickych hadatek se nicméné lisi v zavislosti na druhu hostitelské rostliny (Bourne a Kerry,

1998).

Zastoupeni nematofagnich hub v pldé je ovlivnéno fadou rlznych faktorl. Za nejvyznamnéjsi je
mozné povazovat teplotu a vlhkost pldy, dale potom i pddni druh a typ. V pfipadé nematofagni
houby Hirsutella minnesotensis bylo zjisténo, Ze tento druh preferuje chladnéjsi, sussi a tézsi pady
(Xiang et al., 2010). Vyskyt nematofagnich hub v pidé je mozné ovlivnit pfidanim organickych latek.
V pfipadé druhu Dactylellina haptotyla mélo pfidani susenych listd révy vinné za nasledek zvyseni
zastoupeni biomasy mycelia v pQdé i zesileni nematofagni aktivity tohoto druhu, i kdyz se ucinek lisil
v zavislosti na rocniku. U nematofagnich hub druhQ Arthrobotrys oligospora a Arthrobotrys
eudermata mélo stejné opatreni za nasledek pouze narlist biomasy, nematofagni aktivita zvySena

nebyla (Jafee, 2002).

Bylo zjisténo, Ze aktivita rliznych biotypl nematofagnich hub se mize liSit. Manzanilla-Lopez et al.
(2009) byli schopni pomoci PCR fingerprintingu rdznych izolatld nematofagni houby druhu Pochonia
chlamydosporia var. chlamydosporia rozlisit 3 rizné biotypy, pficemz biotypy oznacované jako A a B
preferovaly halkotvorné druhy hadatek, zatimco biotyp C napadal spi$e druhy cystotvorné. U¢innost
nematofagnich hub se rovnéz lisila v zavislosti na kombinaci vyskytu biotypl. Pokud byly v pldé
pfitomny vSechny biotypy zaroven, byl nematocidni Ucinek nizsi nez v pfipadé pritomnosti pouze

jednoho biotypu.

Dullezitym faktorem pfi snaze o vyuZiti nematofagnich hub jako agens pro komercni biologickou
ochranu je také perzistence a reprodukce daného druhu v pidé. Doba, po kterou je nematofagni
houba v pQdé schopna prezivat zavisi na piddnim druhu a obsahu organickych latek. U nematofagni
houby druhu Paecilomyces lilacinus bylo zjisténo, Ze doba kolonizace je delsi na jilovitych padach a
pfitomnost hadatek ¢i jejich hostitelskych rostlin na tuto dobu nemeéla zadny vliv (Rumbos et al.,

2008). Vyzkum nematofagnich hub se zaméfil i na problematiku entomoparazitickych hadatek rodu
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Steinernema a Heterorhabditis. V pfipadé nematofagni houby Gamsylella gephyropaga byla zjisténa
redukce poctu hadatek téchto rodl az o 92 %, u houby druhu Arthrobotrys oligospora se pocet
had4atek snizZil v priméru o 82 % (El-Borai et al., 2009). Skutecnost, Ze vyskyt entomoparazitickych
hadatek muze byt pritomnosti nematofagnich hub negativné ovlivnén, je nutno vzit v dvahu pfi

navrhu integrovanych postuptd ochrany rostlin.

2.1.3. Testovani nematofagni aktivity ptdnich hub

Prvnim krokem pfi testovani nematofagni aktivity mikroskopickych hub je zpravidla jejich izolace
z pldnich vzorkd, hostitelskych rostlin hadatek ¢i samotnych hadatek. lzolaci z pidy je moiné
realizovat rozetfenim vodni suspenze puUdnich ¢astic na pevné Zivhé médium obsahujici
chloramfenikol (Gené et al., 2005). Pti izolaci z hostitelskych rostlin je moZné napf. umistit kofenové
halky na Zivné médium a po 7 - 30 dnech inkubace pozorovat a urcit narostlé kolonie hub (Singh et
al., 2007). Jinym pristupem je izolace hub ze samotnych hadatek. Timto zplisobem lze napf. ziskat
izolaty vyse uvedené houby druhu Pochonia chlamydosporia (Hidalgo-Diaz et al., 2000). Bylo zjisténo,
ze u halkotvornych druhll hadatek se skladba pfitomnych druhl nematofagnich druhlG hub lisi
v zavislosti na stari halek (Singh et al., 2007). Vyse uvedenymi zpUsoby je mozné ziskat vétsi pocet

izolatl a postupné testovat jejich nematofagni aktivitu.

Primarni screening probiha vétSinou v in vitro podminkach. Napftiklad je mozné studovat nepfimé
ucinky filtrdtd houby na Zivotaschopnost hadatek. Timto zplsobem byla zjisténa toxicita filtratd
z nematofagnich hub druhl Paecilomyces lilacinus, Stagonospora heteroderae, Neocosmospora
vasinfecta a Fusarium solani vici larvam druhého vyvojového stupné hadatka Heterodera glycines,
zatimco filtraty z Exophiala pisciphila, Fusarium oxysporum, Gliocladium catenulatum, Pyrenochaeta
terrestri a Pochonia chlamydosporia nemaji na vyvoj Heterodera glycines negativni vliv (Chen et al.,
2000). Pfimé pusobeni mycelia nematofagni houby se testuje rovnéz. Testovana houba je péstovana
v Petriho misce na prislusném kultivaénim médiu a nasledné je na narostlé mycelium napipetovana
suspenze sterilizovanych hadatek. Jiz po nékolika hodindch je zpravidla moZné u houby
mikroskopicky pozorovat tvorbu lapacich organ( a urcit pocet jimi zachycenych hadatek (Singh et al.,

2007). Pro rychly screening lze rovnéz poufZit sklickové kultury (Zouhar et al., 2010).

Informace ziskané timto zplisobem mohou slouZit jako prvotni kritérium pro vybér druhi
nematofagnich hub pro dalsi biologické testy. Tato faze je zpravidla provadéna pomoci nddobovych
pokusll. Nejprve je zapotrebi ziskat dostate¢né mnoiZstvi biologického materidlu, to znamena

vyvinout postup kultivace vybranych druhl nematofagnich hub ve vétsim objemu. PouZitelnych
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metod existuje celd fada. Pfi snaze o vyufZiti jiz dfive popsanych postupl je viak zapotfebi vidy je
optimalizovat pro dany druh houby a podminky pracovisté. Zplsob optimalni kultivace se navic mize
liSit i v zavislosti na daném izolatu nematofagni houby. Pro masovou kultivaci nematofagnich hub je
mozné vyuzit rostlinny materidl. Napf. pro kultivaci houby druhu Arthrobotrys dactyloides byly
testovany péstebni substraty vytvorené z hrachu, cizrny, pelusky, ¢ocky, ryZe, pSenice, jeCmenu,
kukufice a ciroku, pficemz nejlepsi vysledky byly zjistény u substrat( z hrachu a jemene (Kumar et
al., 2005). Kultivaci nematofagnich hub je také mozné realizovat na médiu pfipraveném smichanim
bézného kultivaéniho média a rostlinného materialu. Al-Hazni et al. (1982) pro tento ucel pouzili
smés Czapkova média s kukuficnou moukou. Dals$i moznosti je napf. pouziti kukuficného agaru

(Kumar a Singh, 2006).

2.1.4. Kultivace hub pro komer¢ni vyuziti

K velkoobjemové kultivaci hub Ize pfistoupit fadou rdznych zplsob(. Vtomto sméru existuji data
tykajici se zejména kultivace entomopatogennich hub, protoZe biologickd ochrana proti hmyzu je
komercéné dostupna jiz fadu let. Mnoho vysledk( bylo ziskdno i u hub pouZivanych jako ochranny
prostfedek proti napadeni rostlin jinymi patogennimi houbami. V kazdém pfipadé je vidy nezbytné
nutné presny postup kultivace optimalizovat s ohledem na konkrétni druh houby. Casto se Ii§i i
postupy pro kultivaci riznych druhll pochazejicich ze stejného rodu. Tato skutec¢nost byla zjisténa
napf. v pfipadé kultivace entomopatogennich hub druhl Cordyceps militaris a Cordyceps sinensis

(Kim a Yun, 2005). V tomto ohledu je pak pfiprava funkéni metodiky zcela nezastupitelna.

Pro velkoobjemovou kultivaci je mozné pouzit kapalné, pevné, nebo dvoufazové produkéni systémy.
Napt. pro produkci entomopatogenni houby druhu Verticillium lecanii je mozné poufZit rizna tekuta
média obsahujici extrakty z brambor a mrkve ¢i melasy, jako pevné médium je mozné poufZiti obilek
psenice, jeCmene, Zita nebo ryze. Pti pouZiti tohoto druhu pevného média se k obilkdm pridava malé
mnozstvi uhli¢itanu vapenatého a siranu vapenatého, ¢imz se predejde slepovani obilek a zmenseni
celkového povrchu kultivaéniho média. V pfipadé vyse uvedeného druhu Verticillium lecanii vsak bylo
nejlepSich vysledkl dosazeno u dvoufazového produkéniho systému vyuZivajiciho kombinaci
tekutého média obsahujiciho kvasni¢ni extrakt a pevnou fazi tvofenou rozdrcenymi obilkami ryze
(Derakhshan et al., 2008). Existuji i snahy o navrhy komplexnich technologii napf. pro dievozpracujici
pramysl, kde je produkce hub pro biologickou ochranu soudasti vyuZiti odpadnich produktl (Ramona

a Line, 2002).
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Nezbytnou soucasti optimalizace velkoobjemové kultivace je samoziejmé nastaveni podminek. U
kultivace nematofagnich hub bylo napf. zjisténo, Ze osvétleni znacné omezuje rlst druhd
Paecilomyces lilacinus, Lecanicillium lecanii a Metarhizium anisopliae. Na druhou stranu kultivace za
svétla md u nematofagnich hub druhl Paecilomyces lilacinus, Pochonia chlamydosporia a
Lecanicillium lecanii za nasledek zvySenou sporulaci (Gao et al., 2009). Optimalizaci délky a intenzity
osvétleni, teploty, vihkosti a v pripadé kultivace v tekutych médiich amplitudy michani suspenze je
tak nutné u kazdého druhu houby vénovat zna¢nou pozornost. Techniku optimalizovanou pomoci
maloobjemové laboratorni kultivace je nutné ovéfit v poloprovoznich podminkach. Tento postup je
usnadnén pouzitim profesionalniho kultivacniho zafizeni, protoZze moderni biofermentory umoznuiji

snadné nastaveni vSech zakladnich nezbytnych parametrd a in situ sterilizaci kultivaéniho média.

2.1.5. Arthrobotrys oligospora

Arthrobotrys oligospora Fresen. 1850
fise: Fungi

oddéleni: Ascomycota

podkmen: Pezizomycotina

tfida: Orbiliomycetes

podtfida: Orbiliomycetidae

fad: Orbiliales

Celed” Orbiliaceae

rod: Arthrobotrys

Kirk (2010).

Rod Arthrobotrys byl popsan Cordou v roce 1839 na zakladé typového zastupce Arthrobotrys superba
Corda 1839. Tento pocetny rod zahrnuje saprofytické druhy, ktefi jsou schopni za urcitych podminek
formovat na saprofyticky Zijicim myceliu lapaci struktury a pomoci téchto struktur parazitovat jiné
organismy. Nejznamé;jsim a nejvice prostudovanym druhem tohoto rodu je predevsim Arthrobotrys
oligospora . Tento druh byl poprvé popsan Freseniem v roce 1850. Nematofagni aktivity této houby si
vSak povsimnul a zaznamenal Zopf v roce 1888 (Gray, 1987). Arthrobotrys oligospora patti mezi
nejbéznéjsi a kosmopolitné vyskytujici se druhy nematofagnich hub. Vyskytuje se v pldach rlznych
typl lesl, v padach lesostepi, v obdélavanych plidach, v padach pastvin a travnikG. Arthrobotrys
oligospora je soucasti rhizosféry nékterych plodin jako je je€men, fazol, cukrova fepa, sdja atd.

BéZnym materialem pro izolaci tohoto druhu je rozloZeny rostlinny material, listy, kofeny, kompost,

raSelina a hnQj (Domsch et al., 1980).
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Arthrobotrys oligospora patfi do skupiny nematofagnich hub, které vytvareji lapaci struktury,
skupina tzv. ,dravych” hub. Kromé tvorby typickych lepivych siti formuje tento druh vramci
parazitismu dalsi struktury slouZici k ziskavani Zivin - konidiové pasti, hyfové spiraly a apresoria.
VSechny tyto struktury jsou utvareny v ramci morfologické adaptace houby jako odezva na okolni

podminky prostfedi (Nordbring-Hertz et al., 2006; Rubner A. (1996).

Lepivé sité jsou tvoreny komplexem trojrozmérnych lepivych siti. Evoluéné se vyvinuly z lepivych
vétvi. Sité se formuji ze vzpfimenych postrannich vétvi vyristajicich z vegetativni hyfy, staceji se a
spojuji s nosnou hyfou. Dalsi postranni hyfa se vytvari z nosné hyfy ¢i smycky (oka) a vytvari dalsi
smycku, dokud se nevytvofi sit spojenych ok mimo nosnou hyfu. Cel3 sit je pokryta tenkou vrstvou
adhezivni latky, na niz se hadatko ptichyti, zaplete do vldken a uvizne v siti (Gray, 1987). Na rozdil od
vegetativnich hyf hyfy téchto siti maji v cytosolu organely - energeticka téliska obsahujici kataldzu a
oxidazu D-aminokyseliny. Tyto téliska jsou translokovdny po penetraci kutikulou hadatka do
vyzivovaci hyfy a zfejmé sehrdvaji roli jako moziny doplnék energie (Nordbring-Hertz, 2004).
Morfogeneze lepivych siti je indukovana pritomnosti hadatek, nizkym obsahem Zivin v prostredi a
chemickym plsobenim latek tzv. nemint (Jansson a Nordbring-Hertz, 1980). V pevnych a tekutych
nutricné chudych Zivnych médiich je tvorba siti podporena pridanim jednoduchych peptidl
s vysokym podilem nepoldrnich a aromatickych aminokyselin nebo pridanim aminokyselin téchto

peptidl (Nordbring-Hertz et al., 2006).

Lapaci pasti se mohou rovnéz formovat bez predchozi tvorby vegetativni hyfy pfimo na klicici konidii,
pak hovofime o tzv. konidiovych pastech. Tyto struktury byly pozorovany v kravském hnoji (Dackman
a Nordbring-Hertz, 1992), rhizosfére (Persmark a Nordbring-Hertz, 1997), nikdy vsak v Cisté kulture
bez pfitomnosti pfirozeného substratu (hnlj, pdda) (Dackman a Nordbring-Hertz, 1992). Tvorba
konidiovych pasti je indukovana nizkym obsahem Zivin v prostfedi a kompetici o Ziviny s dalSimi
mikroorganismy. Tyto pasti se tedy vytvareji, aby houba prekonala nepfiznivé fungistatické podminky

v pldé, a funguji rovnéz jako prezivajici struktury (Nordbring-Hertz, 2004).

Druh Arthrobotrys oligospora neni hostitelsky specializovan na urcité druhy hadatek. Zachytava a
jako zdroj vyZivy vyuziva volné Zijici, fytoparazitické i zooparazitické druhy hadatek. Interakce houby s
hadatkem je umoZnéna pfitomnosti lektinu AOL, ktery se vaze na sacharidové receptory (N-
acetylgalactosamin) na povrchu téla hadatka. Trojrozmérné lepivé sité jsou pokryty vrstvou
mimobunécnych vlakének, které se po kontaktu s hadatkem orientuji kolmo k hostiteli tak, aby

usnadnily ukotveni a invazi hadatka. Po adhezi s hadatkem Arthrobotrys oligospora vytvari klicici
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vladkno, které penetruje kutikulu hadatka mechanickym tlakem a plsobenim hydrolytickych enzym(,
predevsim subsitilinu (PIl) ze skupiny serinovych protedz. Subtilisin sehrava jako virulenéni faktor
fadu vyznamnych funkci pfi procesu patogeneze. Imobilizuje haddatka, hydrolyzuje proteiny kutikuly a
tkani, ovliviiuje diferenciaci lepivych siti a ma nematotoxicky Gc¢inek (Ahman et al., 2002). Po
penetraci kutikulou hostitele se klicni vlakno zvétsuje a vytvari infekéni vacek. Soucasné s tvorbou
infekéniho vacku a nasledné znéj formujici se vyZivovaci hyfy dochdzi v houbé krozsahlym
ultrastrukturdlnim a fyziologickym zménam. Energetickd téliska jsou degradovana v bunkach sité i
infekéniho vacku. V pribéhu asimilace Zivin a tvorby jejich zasob jsou vytvareny ve vyzivovaci hyfé
tukové kapénky. V cytoplazmé houby se vytvari velké mnoistvi lektinu AOL, ktery se hromadi
v rostouci vyzivovaci hyfé. Posléze je tento zdsobni protein transportovan do dalSich c¢asti mycelia
mimo télo hadatka a slouZi jako zdroj energie pro nasledny rdst mycelia (Rosén et al., 1997,

Nordbring-Hertz et al., 2006).

Arthrobotrys oligospora patti i mezi druhy schopné mykoparazitismu, k cemuz vyuziva hyfové spiraly,
které se vinou kolem hyf hostitelské houby, napf. Rhizoctonia solani. Morfologie téchto spiral je
podobna lepivym sitim. Spirdly vSak neobsahuji téliska typickd pro lepivé sité, rovnéz nepenetru;ji
houbového hostitele. Ovinutim kolem hostitelovy hyfy zplQsobuji proliferaci bunécné stény a rozklad

cytoplazmy (Persson et al., 1985). Podrobna mikro a makromorfologie viz podcast 2.2.2.1..

Ve vztahu k rostlinam, v jejichz rhizosféfe Arthrobotrys oligospora Zije, je tato houba endofytnim
druhem. Béhem penetrace je formovano apresorium a houba interceluldarné a intracelularné
kolonizuje rhizodermis a kdru kofene, nepronikd ale do stfedniho vélce ksvazkim cévnim.
Arthrobotrys oligospora rostlinu neposkozuje, naopak indukuje obranné reakce rostliny a muze
podpofit rezistenci rostliny k hadatkim nebo patogenim, coZz davd moZnost vyuZit tuto houbu

v biologické ochrané proti fytoparazitickym hadatkim (Bordallo et al., 2002).

11



Arthrobotrys oligospora jako alternativni bioagens proti Meloidogyne hapla

2.2. Vlastni metodika

2.2.1. Ziskani izolatu Arthrobotrys oligospora

2.2.1.1. Priprava Caenorhabditis elegans

Pro hledani hub snematofagni aktivitou je vhodné pouZit jako ,navnadu“ hadatka druhu
Caenorhabditis elegans vtomto ohledu je mozZné obratit se na nasSe pracovisté, které poskytne
kulturu tohoto hadétka (izolat izolat Kostr2009/1) pro dalsSi mnozeni. Toto haddtko je mozné

kultivovat na bakterialnich kulturach.

Pfiprava bakterii pro vyzivu Caenorhabditis elegans dle prace - Stiernagle (1999).

Material:

¢ vychozi kultura Escherichia coli klon OP50

e LB agar (pH 7,5): 10 g tryptonu, 5 g kvasni¢ného extraktu, 5 g NaCl, 15 g agaru, doplnit
destilovanou vodou na 1 |; sterilizace v autoklavu (121 °C, 20 min)

e tekuté LB médium (pH 7,0): 10 g bakteriologického tryptonu, 5 g kvasni¢éného extraktu, 5 g NaCl,
doplnit destilovanou vodou na 1 |; sterilizace v autokldvu (121 °C, 20 min)

¢ sterilni Petriho misky (60, 90 mm)

¢ 50 ml sterilni centrifugac¢ni zkumavky s vickem

¢ bakteriologické ocko

Postup:

Vychozi kultury Escherichia coli klon OP50 preockujeme na sterilni LB agarové plotny. Timto
zpUsobem ziskame jednotlivé kolonie bakterii, kterymi sterilnim zplUsobem inokulujeme 30 ml
sterilniho tekutého LB média v 50 ml zkumavkach. Bakterie inkubujeme na horizontalni tfepacce (250
rpm) pres noc pri teploté 37 °C. Petriho misky i tekuté médium obsahuijici bakterie Escherichia coli je
mozné skladovat pfi teploté 4 °C po dobu tfi mésicl. Tekuté kultury bakterii dale pouZijeme pro
pfipravu kultivacnich médii pro mnoZeni Caenorhabditis elegans, pficemZ pro tento ucel

doporucujeme pouZiti NGM média.

Pfiprava NGM média (Nematode Growth Medium) pro Caenorhabditis elegans..
Material:

* namnozené bakterie Escherichia coli OP50 v tekutém médiu
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e destilovand voda

* Nadl

e agar

¢ bakteriologicky pepton

e 1M CaCl, ; sterilizace v autoklavu (121 °C, 20 min)

* roztok cholesterolu v etanolu (5mg/ml); po pfipravé sterilizovat filtraci filtrem Whatman 1,2
mikrometru GF/C

e 1M MgSOQ,; sterilizace v autoklavu (121 °C, 20 min)

e pufr 1M KPO, (108,3 g KH,PO,, 35,6 g K;HPO,, rozpustit v 1 | vody, pH 6,0); sterilizace v autoklavu
(121 °C, 20 min)

e 2| Erlenmeyerova barika

¢ sterilni Petriho misky (60, 90 mm)

¢ mikropipety, sterilni polypropylenové spicky

* hlinikova félie

e parafilm

¢ nematologicka jehla

Postup:

Smichdme 3 g NaCl, 17 g agaru a 2,5 g peptonu v Erlenmeyerové barnce a doplnime do 1 |
destilovanou vodou. Zivné médium sterilizujeme po dobu 40 min pfi teploté 121 °C. Bariku ochladime
na teplotu cca 55 °C, pfiddme 1 ml 1M roztoku CacCl,, 1 ml cholesterolu v etanolu, 1 ml 1M roztoku
MgS0, a 25 ml 1M roztoku pufru KPO, a dlikladné promichdme. Pfipravené médium rozlijeme do
Petriho misek ptiblizné do 2/3 jejich objemu. Pfed pouZitim ponechdme misky 2-3 dny stat pfi
laboratorni teploté z ddvodu indikace pripadné kontaminace a odpareni prebytecné vlhkosti. Do
stfedu Petriho misky pak pipetujeme 500 pl tekuté kultury bakterii. Takto pripravené Zivné plotny lze
skladovat v laboratorni teploté po dobu tfi tydnd a kontinudlné je pouzZivat pro mnoZeni
Caenorhabditis elegans.. Jiz druhy den je moiné pridat k bakteriim pomoci nematologické jehly
jednotlivé hadatka Caenorhabditis elegans (cca 20 ks gravidnich samicek) predem promyta
v destilované vodé. Misky zafixujeme parafilmem a inkubujeme pfi pokojové teploté (cca 22°C) do

namnozeni dostatecného mnozstvi had'atek, coz trva zpravidla 1 tyden.
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2.2.1.2. Priprava had'atek Caenorhabditis elegans

Material:

e hadatka Caenorhabditis elegans.

¢ destilovana voda

* sterilni destilovand voda

¢ kadinka

e sito (25 um)

e Baermannova metoda: stojan, nalevka sgumovou hadi¢kou, polyamidové sitko, svorka,
tfivrstevné kapesnicky

¢ 10 % vodny roztok tetracyklinu

¢ mikropipeta, sterilni polypropylenové Spicky, sklenéna spicka

¢ mikrozkumavky

¢ mikroskopické podlozni skli¢ko

Postup:

Hadatka Caenorhabditis elegans axenicky kultivovand na NGM médiu plavime i sagarem
Baermannovou metodou. Suspenzi hadatek odpustime do kadinky a nékolikrat promyjeme pres sito
(25 um), abychom ze suspenze odstranili vétsi ¢ast bakterii Escherichia coli. Hadatka v malém
mnozstvi destilované vody slijeme ze sita do kadinky, rozdélime do 2 ml mikrozkumavek a
centrifugujeme pfi 6500 x g po dobu 10 min. Sklenénou Spickou odpipetujeme vétsSinu vody a
k hadatkim pridame tetracyklin, tak aby jeho vyslednd koncentrace byla 0,01% (w/v). Suspenzi
jemné promichame, opét centrifugujeme pri 6500 x g po dobu 10 min a roztok tetracyklinu
odpipetujeme sklenénou Spickou. K hadatkim pridame sterilni destilovanou vodu a suspenzi jemné
promichame. Néasledné opét centrifugujeme (6500 x g, 10 min) a odpipetujeme vétsiny vody. Tento
krok opakujeme dvakrat. Ze zbytku sterilni ddH,0 odebereme 1 pl a vtomto objemu spocitame
mnozstvi hadatek. Vyslednou koncentraci suspenze hadatek upravime na 1000 hadatek/100 pl

pridanim sterilni destilované vody.

2.2.1.3. I1zolace a kultivace Arthrobotrys oligospora z pudniho vzorku

Material:

e pldnivzorek

e hadatka Caenorhabditis elegans.
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e vazenky

* 1,5% vodni agar s pfidavkem 0,05% (w/v) chloramfenikol (WA-CH)
e ovesny agar (OA)

e agar se sladovym extraktem (MEA)

e sterilni Petriho misky (90 mm)

¢ mikropipeta, sterilni polypropylenové Spicky

e parafilm

Postup:

V pripadé Arthrobotrys oligospora se jedna o druh vyskytujici se jako nematofag i saprofyt v riznych
typech pld a substratd. Presto, pro dosazeni Uspésné izolace Arthrobotrys oligospora , pldni vzorek
doporu€ujeme vybrat na zdkladé hypotézy, Ze pfFitomnost nematofdgni houby je podporena
pritomnosti jejiho hostitele, tedy hadatka. Lopatkou odebereme z rlznych mist a hloubek zhruba 0,5
kg pldy, které je pro izolaci dostacujicim mnoZstvim. Pidu promichdame, nechdame prosusit
v laboratornich podminkach a odvazime po 1 g pudy. Vlaminarnim boxu toto mnoiZstvi pUdy
rovnomeérné rozprostfeme na vodni agar (WA-CH) v Petriho misce. K podpofeni rlistu nematofagnich
hub jako ndvnadu do kazdé Petriho misky pfiddme sterilné pipetou 1000 ks hadatek Caenorhabditis
elegans. Petriho misky zafixujeme parafilmem, inkubujeme ve tmé pfi pokojové teploté (22 °C) a
prabéziné sledujeme pomoci stereomikroskopu, zda dochazi k rdstu konidiofor( Arthrobotrys spp..
Jednotlivé konidie pfeneseme na pevné zivné médium (v testech se nejlépe osvédcily OA nebo MEA)
pomoci injekéni jehly. Jehlu oZzehnutou nad plamenem ochladime v Zivném médiu tak, aby na hrotu
jehly ulpélo malé mnozZstvi Zivného média, které by umoznilo zachyceni konidie na Spic¢ku jehly. Toto
malé mnoZstvi agaru umistime na Zivnou pQdu do stfedu Petriho misky. Petriho misky zafixujeme
parafilmem a inkubujeme v termostatu pfi teploté 22 °C. Po narGstu sporulujici kolonie houby,
pfipravime mikroskopicky preparat konidioforu a houby zafadime do rodu a druhu dle klice Cooke a
Godfrey (1964), Domsch et al. (1980), Rubner (1996), De Hoog (1985). Druh Arthrobotrys oligospora
také doporucujeme identifikovat pomoci CAPs (Cleaved Amplified Polymorphic Sequences) analyzy
(viz. nize). Dle potfeby kultury Arthrobotrys oligospora pfeockovdvame na nové Zivné médium (OA)
prenesenim mycelia sterilni ockovaci jehlou.

Pro kultivaci Arthrobotrys oligospora byla kromé OA pouZita a testovdna i nasledujici media - PDA,
MEA, mMEA, YMA, SDA, CDA a CMA (Himedia) a byl sledovan vliv média na tvorbu mycelia a
sporulaci. Nejrychlejsi rast mycelia Arthrobotrys oligospora byl pozorovan na ovesném agaru (OA),
dale na agaru se sladovym extraktem (MEA) a agaru s kvasnicnym a sladovym extraktem (YMA).

Sporulace mycelia na téchto médiich byla patrna po delsi dobé inkubace zhruba za 14 dni od
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naockovani houby na média. Nejlépe druh Arthrobotrys oligospora vytvarel konidiofory rostouci
pfimo ze substratu (média) na Czapkové dox agaru (CDA), kukuficném agaru (CMA) a ddle na
modifikovaném agaru se sladovym extraktem (mMEA) po jednom tydnu inkubace.

Bramborovo-dextrézovy agar (PDA) a Sabouraud(iv agar (SDA) nejsou pfili§ vhodné pro kultivaci

Arthrobotrys oligospora z hlediska tvorby mycelia i tvorby konidii.

2.2.1.3.1. SloZeni a pfiprava pevnych kultivacnich médii

Material:

OA — ovesny agar (oat meal agar) (Himedia)

sloZeni: g/
¢ ovesna mouka 60
* agar 12,5

PDA - bramboro-dextrézovy agar (potato dextrose agar) (Himedia)

sloZeni: g/l
e bramborovd infuse 2200 g 4
e dextréza 20
e agar 15

MEA — agar se sladovym extraktem (malt extract agar base) (Himedia)

sloZeni: g/l
¢ sladovy extrakt 30
¢ mykologicky pepton 5
e agar 15

MMEA — modifikovany agar se sladovym extraktem (modified malt extract agar base) (Himedia)

sloZeni: g/l
* masovy pepton 0,78
e maltdéza 12,75
e dextrin 2,75
e agar 15
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YMA — agar s kvasni¢nym a sladovym extraktem (yeast malt agar) (Himedia)

sloZeni: g/l
* masovy pepton 5
e kvasni¢ny extrakt 3
¢ sladovy extrakt 3
e dextréza 10
e agar 20

SDA - Sabourauduyv agar (Sabouraud Dextrose Agar) (Himedia)

sloZeni: g/l
¢ mykologicky pepton 10
* dextréza 40
e agar 15

CDA - Czapk(v agar (Czapek dox agar) (Himedia)

sloZeni: g/l

e sacharéza 30

¢ dusi¢nan sodny 2

¢ hydrogenfosforecnan draselny 1

e siran hofe¢naty 0,5
e chlorid draselny 0,5
e siran Zeleznaty 0,01
e agar 15

CMA — kukuri¢ny agar (corn meal agar) (Himedia)

sloZeni: g/l

¢ kukufi¢nd infuze z 50g 3

e agar 15
Postup:

Pouzitd média pfipravime z dehydratovanych kultivacnich médii (Himedia). Pfesné podle navodu
uvadéného vyrobcem odvazime potfebné mnozZstvi dehydratovaného média do vhodné
Erlenmeyerovy bariky a doplnime pozadovanym mnoZstvim ddH,0. Média sterilizujeme v autoklavu

pfi teploté 121 °C po dobu 20 minut a rozlijeme do 90 mm Petriho misek.
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2.2.1.3.2. SloZeni a pfiprava tekutych kultivacnich médii

Optimalni pro kultivaci Arthrobotrys oligospora v tekutych podminkach bylo tekuté ME médium,
které pfipravime z jednotlivych latek (Himedia). Navazené latky nasypeme do Erlenmeyerovy banky a
doplnime potfebnym mnozstvim ddH,0. Médium sterilizujeme v autoklavu pfi teploté 121 °C po

dobu 20 minut.

ME - tekuté médium se sladovym extraktem (malt extract liquid medium)

sloZeni: g/l
sladovy extrakt 30
mykologicky pepton 5

2.2.2. Diagnostika Arthrobotrys oligospora

2.2.2.1. Diagnostika pomoci svételné mikroskopie

K determinaci jednotlivych druhl nematofagnich hub je mozné pouzit klice, ktery sestavili Cooke a
Godfrey, (1964) nebo zjednoduseného klice dle Wang a Mc Sorley, (2003) ¢i kli¢d Rubner (1996) a De
Hoog (1985), které podrobné popisuji morfologii vSech zastupcl skupiny Arthrobotrys. Mycelium
Arthrobotrys oligospora je hyalinni, tvorené hyfami s prehradkami. Konidiofory jsou vzpfimené,
nevétvené, vyrlstaji ze substratu nebo vzdusného mycelia. Délka konidioforu je zavisla na poctu
jednotlivych pater tvofenych hroznem konidii. Délka k prvnimu patru konidii je 350-450 um, Sirka
konidioforu na jeho bazi je 8-10 um, postupné se zuzuje pod prvnim patrem konidii na 2-6,5 um.
Postupnym prodluzovanim osy konidioforu se mohou vytvaret posloupné dalsi patra konidii a délka
konidioforu mize dosahnout 800 um. Konidie se v patfe vytvareji na kratkych tupych zoubkach
v hroznu (preslenu). Konidie jsou obracené vejcitého aZ hruskovitého tvaru a jsou dvoubunécéné.
Velikost konidii se pohybuje v rozmezi 18-41 x 8-16,5 pum v zdvislosti na druhu Zivného média. Bazalni
burka konidii je mensi, distalni burika konidie mlzZe byt 1,5-2x delsi neZ burika bazalni (Domsch et al.,
1980). Dostacujici pro sledovani mikromorfologickych diagnostickych znakl ve vodnim nativnim

preparatu je 400 ndsobné zvétseni.
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2.2.2.2. Diagnostika na trovni nukleovych kyselin

2.2.2.2.1. I1zolace DNA

Pro izolaci DNA lze doporucit komercéné dodavany kit firmy Qiagen (QlAamp DNAeasy plant mini kit).

Tento kit svoji dostupnou cenou a jednoduchosti provedeni umoziiuje aplikaci metody izolace DNA

pomoci hydroxyapatitové matrix i v laboratofich, kde tato technika neni osvojena.

10.

Petriho misku s narostlou kulturou izolatu houby uréeného pro testovani zalijeme tekutym
dusikem a mycelium z cca 4 cm’ snadno seskrabeme pomoci vysterilizované nerezové
laboratorni Skrabky do predem vychlazené tfeci misky a homogenizujeme s pfiddvanim
dusiku aZ do vytvoreni jemného bilého prasku.

Do ptipraveného prasku, ktery prfemistime do 2 ml mikrozkumavky pfipipetujeme 400 ul
pufru AP1 (spolecné s RNAsou), nechdme postupné rozpustit, kratce vortexujeme a
inkubujeme pfi teploté 65 °C po dobu 30 min.

Ptipipetujeme 130 ul pufru AP2, promichame v ruce a ihned vloZime do ledu.

Centrifugujeme pfi 20 000 x g po dobu 5 minut a supernatant prepipetujeme do nové 2 ml
mikrozkumavky (pozor na hrubé nedistoty v peleté).

Pfipipetujeme 1,5 ndsobné mnozZstvi pufru AP3/E a zamichame pozvolnym pipetovanim.

Do filtra¢ni kolonky (DNeasy mini spin column) postupné prevedeme cely objem z kroku 5,
postupujeme po 650 pl, které centrifugujeme vidy po dobu 1 minuty pfi =2 6000 x g. V tomto
kroku dochazi k navazani DNA na hydroxyapatitové jadro kolonky. Filtr vidy vyjmeme a
tekutinu ze zkumavky vylijeme.

Do kolonky nyni pfipipetujeme 500 ul promyvaciho pufru AW a centrifufujeme po dobu 2
minut pfi 20 000 x g, tento krok dvakrat opakujeme a pro odstranéni veskerého promyvaciho
pufru centrifugujeme jesté jednou po dobu 5 minut pfi 20 000 x g.

Filtr pfemistime do nové, sterilni mikrozkumavky a pfimo na filtr napipetujeme 100 ul
eluéniho pufru AE. Kolonku uzavieme a inkubujeme v laboratorni teploté po dobu nejméné
15 minut (v tomto kroku dojde k uvolnéni navdzané DNA z frity kolonky).

Pro uvolnéni eluované DNA centrifugujeme po dobu 2 minuty pfi = 6000 x g.

Takto izolovana DNA je pfipravena pro amplifikaci pomoci PCR.
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2.2.2.2.2. CAPs markery Arthrobotrys oligospora

Prvnim krokem pro aplikaci CAPs marker( (Cleaved Amplified Polymorphic Sequences - délkovy
izolované nukleové kyseliny. Pro poskytnuti referenéniho materidlu pro diagnostiku Arthrobotrys
oligospora lze oslovit pracovisté autor( této metodiky, ¢i renomované sbirky mikroorganismu.
Pozitivni kontrola by méla byt nedilnou soucasti kazdé detekce. Pro amplifikaci doporucujeme
primery nasedajici univerzalné na cistron ribozomalni DNA obsahujici mezerniky 1 a 2 a gen pro
subjednotku ribozomu 5,8 S.

ITS15- TCCGTAGGTGAACCTGCGG - 3’

ITS4 5°- TCCTCCGCTTATTGATATGC- 3’

White et al. (1990)

Reakéni podminky:

1. pufr pro Tag polymerazu (Fermentas) 2,5 ul (1x)

2. MgcCl, 1,5l (1,5 mM)

3. Tag polymeraza (Fermentas) 0,5 ul (2,5 U)

4. dNTP (Fermentas) 0,25 ul (0,4 mM kazdého nukleotidu)
5. primer mix 0,4 ul (0,4 uM kazdého primeru)

6. izolovana DNA 1,0-10 ul

7. ddH,0 doplnit do 25 pl

Koncentraci DNA doporucujeme v pripadé nelspésné amplifikace upravit. Idedlni je postup s vyuZitim

koncentracni fady nukleové kyseliny. Pro nasledné restrikéni stépeni vyuzijeme 50 pul PCR produktu a

je tedy nutné ptipravit u kazdého vzorku minimalné t¥i reakce pro amplifikaci DNA fragmentu.

Program pro termocyklér:

N oo U ok~ w N

94 °C 3 minuty
94 °C 2 minuty
60 °C 30 sekund
72 °C 2 minuty
30 x od kroku 2.
72 °C 4 minuty
4°C

20



Arthrobotrys oligospora jako alternativni bioagens proti Meloidogyne hapla

Program byl optimalizovdn v podminkach nasi laboratofe na termocykléru MJ Research PTC 200.
Vysledky amplifikace DNA fragmentl zkontrolujeme pomoci horizontdlni agardzové elektroforézy
(1% gel) (Obr. 1.) a poté pristoupime k dalsi analyze. PCR produkty pfipravime pro nanaseni do gelu.
Do mikrozkumavek odpipetujeme 5 pl PCR produktu a pfiddme 1 pl barviva pro elektroforetickou
separaci (nanaseci barvivo — Loading dye). Barvivo kromé barev obsahuje i glycerol, ktery umozni

nanaseni produktu do jamek elektroforetického gelu.

Ptiprava 1% agardzového gelu:

Material:

¢ horizontalni elektroforeticka souprava
e elektricky zdroj

e Erlenmeyerova barka

e vaienky

e agardza

e TBE pufr (5x) (TBE (1x) - 89 mM Tris, 89 mM kyselina boritd, 2,5 mM EDTA, pH 8)

Postup:

Navazime agardzu dle poZadovaného objemu gelu a ptesypeme do Erlenmayerovy barky. Agardzu
promichame s poZadovanym mnoZstvim TBE (1x) pufru a mirné povarime v mikrovinné troubé za
pribéziného promichavani. Po Uplném rozpusténi agardzy v pufru banku ochladime pod proudem
vody na 50-60 °C. Pfipipetujeme ethidium bromid (0,5 pg/ml), opatrné zamichame a nalijeme do
pfedem pripravené vanicky s hfebenem. Po ztuhnuti gelu vyjmeme hreben, vani¢ku vlozime do

elektroforetického aparatu a zalijeme ji pripravenym elektroforetickym pufrem (TBE (1x)).

Pro determinaci Arthrobotrys oligospora je nezbytné podrobit amplifikovany fragment restrikénimu
Stépeni Ctyfi vybranymi restrikénimi endonukledzami (RE). Pro tento ucel jsou etablované tyto
restriktazy : Alul, Hinfl, Rsal, Tagl (Fermentas).

Do sterilni mikrozkumavky napipetujeme 10 pl PCR produktu. Pfidame 1,1 ul Y+/Tango pufru (10x),
0,8 pl restrikéni endonukleazy a dikladné promichame. Inkubujeme 9-12 h pfi teploté (37 °C) vhodné
agarézovém gelu, nebo skladovat pfi — 20 °C.

Po restrikénim Stépeni porovname motivy vzniklych fragment( s markery uvedenymi v Obr. 2.
V pripadé shody pripraveného restrikéniho profilu s markerem lze usuzovat na pfitomnost

Arthrobotrys oligospora . Jestlize se pripraveny profil lisi, jedna se o jiny druh.
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Obr. 1. Elektroforeticka separace PCR produktl po amplifikaci s primery ITS1 a ITS4.

Amplifikované fragmenty 12 kmenl izolovanych hub

Obr. 2. Elektroforeticka separace produktl restrikéniho Stépeni pro druh Arthrobotrys oligospora .
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2.2.3. Kultivace v tekutém médiu

Kultivace v tekutém médiu byla vybrana pro svoji jednoduchost a v pfipadé Arthrobotrys oligospora i
vhodnost pro ziskani velkého mnoiZstvi biologického materidlu vyuZitelného pti ochrané proti M.
hapla. Vychozim materidlem pro kultivaci je vidy nova sporulujici kultura houby. Po ziskani kultury
Arthrobotrys oligospora je tedy vhodné otestovat podminky vaseho pracovisté pro kultivaci
v tekutém médiu a to nejprve pomoci kultivace v tfepané kultufe s vyuZitim Erlenmayerovych banék
vybavenych disruptory. V této metodé si ovéfite kultivovatelnost vaseho izolatu v tekutém médiu.
ME médium ptipravime dle navodu (viz. vyse) a to v objemu 500 ml ve 2 | Erlenmayerové barice
vybavené disruptory a sterilizujeme v autoklavu pfi teploté 121°C po dobu 20 minut. Po vychladnuti
média jej ockujeme stérem spor narostlych na pevném mediu. Médium s Arthrobotrys oligospora
kultivujeme pfi teploté 22 °C ve tmé po dobu 7 dni. Kultivaci daného druhu provéfime pomoci

svételné mikroskopie, pfipadné vysetim 100 pl suspenze mycelia v médiu na pevny agar a naslednym
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mikroskopickym pozorovanim spor. Dbame na sterilitu prostfedi a zejména pak pfipadné
kontaminace.

Pokud kmen vami izolované Arthrobotrys oligospora roste v tekutém médiu bez potizi, Ize pfistoupit
k velkoobjemové kultivaci s vyuzitim fermentoru. V této praci jsme pouZili 8 | standardni aerovany
bioreaktor firmy Chemap, nyni MBR, s vnitini cirkulaci a mozZnosti predbéiné sterilizace média.
Fermentace pfi teploté 22 °C probihala za tmy po dobu 305 hodin. K inokulaci 8 litri média jsme
pouzili spory narostlé na pevném agaru z jedné Petriho misky. Je mozné pouzit i vyssi davku, rlst
houby se tim urychli. Pro konkrétni bioreaktor je nutné podminky otestovat. Houbu Ize poté filtrovat
a susit a Zivotaschopnost vysledného produktu je nutné otestovat opétovnou kultivaci na pevném
médiu. V nasi praci jsme prokdzali nezménénou Zivotaschopnost Arthrobotrys oligospora po 60

dnech skladovani v laboratorni teploté.

2.2.4. Zavér

Tato metodika pfispéje k dalSimu studiu metod ochrany za vyuZziti nematofagni houby Arthrobotrys
oligospora , kterou je moiné vyuZit jako pfirozeny nepratelsky organismus v biologické ochrané
rostlin proti hadatkim. V budoucnu by mél byt vyzkum zcela jisté zaméren i na vyuziti této
nematofagni houby v biologické ochrané. Cilem dalSiho vyzkumu by méla byt optimalizace davky a

zplsobu aplikace i vélenéni poufZiti tohoto bioagens do systému integrované ochrany rostlin.

3. Srovnani ,,novosti postupia“

Metodika shrnuje postupy izolace, detekce, determinace a kultivace Arthrobotrys oligospora za
ucelem vyuziti tohoto organismu v praxi. Postupy uvedené v metodice nebyly v tomto rozsahu, formé

a kontextu v Ceské republice zvefejnény.

4. Popis uplatnéni certifikované metodiky

Tato metodika je uréena zejména pro privatni organizace cinné v oboru vyvoje biologickych
prostiedk(l ochrany zemédélskych plodin pred Skodlivymi organismy. Uplatnéni postupl navrzenych
v metodice Ize predpokladat pfi ziskavani, urovani a kultivace Arthrobotrys oligospora pti vyvoji

novych postupl ochrany rostlin pred hadatkem Meloidogyne hapla.
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9. Prilohy

9.1. Seznam pouzitého materialu

nazev firma katalogové Cislo
Agar powder, Bacteriological Himedia RM026
Agar, powder Himedia CR301
Agarodza pro elktroforetickou separaci DNA  Serva 11404
Alul Fermentas ER0011
CaCl, Lach-ner 30097-AP0
Corn meal agar (CMA) Himedia M146
Czapek dox agar (CDA) Himedia MO075
Czapek dox broth (CZB) Himedia MO076
ddH,0 (deionizovana voda) - -

dNTP Fermentas R1121
EDTA Sigma aldrich E5134
Etanol Merck 603-002-00-5
Etidium bromid Sigma Aldrich E1510
Hinfl Fermentas ER0801
Chloramfenikol Kulich 3000281
Cholesterol Sigma-Aldrich C8503
K,HPO, Lach-ner 30060-APO
KH,PO, Lach-ner 30016-AP0O
Kyselina borita Sigma Aldrich B7901

LB agar Serva 48502

LB medium Serva 48501
Loading dye Fermentas R0631
Malt extract agar base (MEA) Himedia M137
MgSO, Lach-ner 30175-AP0
Modified malt extract agar base (mMEA) Himedia M995
Molekuldrni marker Fermentas SMO0383
Nacl Lach-ner 30093-AP0O
Oat meal agar (OA) Himedia M146
Potato dextrose agar (PDA) Himedia MO096
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Potato dextrose broth (PDB) Himedia
Primery Sigma aldrich
QIAmp DNeasy plant mini kit Qiagene

Rsal Fermentas
Sabouraud Dextrose Agar (SDA) Himedia

Taql Fermentas
Taq polymeraza Fermentas
Tetracycline hydrochloride Sigma-Aldrich
TRIS Sigma aldrich
Yeast malt agar (YMA) Himedia

M403

konkrétni sekvence
69104

ER1121

MO063

ER0671

EP0402

T8032

T1503-500G

M424
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9.2. Obrazova priloha

Obr. 1. Lapaci struktury houby Arthrobotrys oligospora .
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Obr. 3. Konidiofory s konidiemi houby Arthrobotrys oligospora .

Obr. 4. Konidie houby Arthrobotrys oligospora
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Obr. 5. Barmanova nalevka.

Obr. 6. Erlenmeyerova barika vybavena disruptory.
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Obr. 7. Arthrobotrys oligospora De Hoog 1985.
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