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1. Cil metodiky

Cilem této metodiky bylo vytvofit postupy pro ziskdvani, urovani a testovani nematofagni aktivity

hub a poskytnout je organizacim aktivnim v oblasti zemédélského vyzkumu a vyvoje.

2. Vlastni popis metodiky

2.1. Literarni prehled

2.1.1. Nematofagni houby

VyuZiti antagonistickych vztah(l mezi organismy za ucelem udrZeni jednoho z nich pod ekonomickym
prahem skodlivosti je zdkladnim principem biologickych metod ochrany rostlin. Pouzivani
biologickych prostfedk( ochrany rostlin v integrovanych systémech produkce komodit v poslednich
letech celosvétové vzrista. DUvodl pro tento rozvoj je hned nékolik. PoZadavky spolecnosti na
kvalitu potravin jsou stale prisnéjsi a tlak kladeny na vyrobu biopotravin roste. Obliba konzumace
potravin pochazejicich z produkce bez vyuZziti komercnich pesticidli mezi spotrebiteli nepochybné
vzristd. Ekologicka kritéria jsou rovnéz vyznamnym aspektem, ktery hovofi pro vyuZziti bioagens
v ochrané rostlin. V pfipadé fytoparazitickych hadatek je vyuziti pesticidl (nematocidd) zpravidla
vazano na neselektivni sterilizaci padniho profilu. Uzivani téchto prostfedkd ochrany se legislativné
upravuje jiz fadu let a trend, kterym se tato opatfeni ubiraji je jasny - pouZivani vysoce toxickych
pesticidli se omezuje. Hledani novych alternativnich zplsob( ochrany na Urovni bioagens je jednou
z cest, kterd by mohla vést k feSeni neutésené situace v ochrané rostlin pred fytoparazitickymi

hadtky.

Taxonomicky rozmanitou skupinou organism(, ktera vyuzivd hadatka jako zdroj vyZivy, je skupina
nematofagni hub skytajici celou fadu rod( a druhq, jejichz nematofagni aktivita jiz byla popsana

v fadé védeckych praci.

Pravdépodobné prvnim popsanym druhem, i kdyZ bez znalosti jeho potencidlni nematofagni aktivity,
je druh Dactylium candidum Nees (1816), dnes znamy jako Dactyllelina candidum (Nees) Yan Li

(2006). Lohde vroce 1874 popsal houbu parazitujici na hlistici rodu Anguillula a nazval ji
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Harposporium anguillulae. Nejbéznéji vyskytujicim se druhem nematofdgni houby je Arthrobotrys
oligospora izolovany a popsany Freseniem v roce 1850, jehoZ nematofagni aktivitu vSak pozoroval az

Zopf v roce 1888.

Skupina nematofagnich hub je tvorena celou fadou rGznorodych druh(, fakultativnich ¢i obligatnich
parazitQ, ktefi vyuZivaji jako zdroj pfijmu Zivin vajicka Ci jina vyvojova stadia hadatek (MORTON et al.,
2004). Je znamo okolo 200 druhld nematofagnich hub. Vétsina tzv. ,dravych” hub je fazena do
oddéleni Fungi imperfecti a Ascomycota, zatimco endoparazitické druhy bychom nalezli v oddélenich

Zygomycota, Basidiomycota a Chytridiomycota (WALLER & LAARSEN, 1993).

Endoparazitické druhy hub parazituji had3atka pomoci spor nebo zoospor. Zastupci skupiny ,,dravych”
hub, haddatka zachytavaji, a k tomuto ucelu pouzivaji modifikované lapaci struktury. Existuji i nékteré

druhy hub lezici na hranici obou skupin (GRAY, 1987).

Podle ekologického hlediska nematofagni druhy hub mdiZeme clenit do ¢tyf kategorii:
endoparazitické houby, houby vytvarejici rizné lapaci struktury (,dravé” houby), houby parazitujici
vajicka (pfipadné samicky cystotvornych a halkotvornych hadatek) a houby produkujici toxiny
(BARRON & THORN, 1987). Endoparazitické houby jsou vétsSinou obligatni parazité nutricné zavisli na
hostitelském hadatku, jehoz infikuji pomoci encystujicich zoospor aktivné ldkanych chemickym
gradientem exsudatll hadatka, pasivnich adhesivnich spor, které se zachytavaji na téle hostitele ci
spor, které se dostavaji do téla hadatka spolu s potravou (BARRON, 1977, GRAY, 1987). Houby
lapajici hadatka pomoci rGznych hyfalni struktur tvoficich se na rozsahlé siti hyf vné hostitele, jsou
méné hostitelsky specificti, mohou napadat rlizné druhy hadatek a jsou schopni zit i saprofytickym
zpUsobem Zivota (GRAY, 1987, DACKMAN et al.,, 1992). Nematofagni houby tak mohou vyuzivat
zdroje uhliku ze svého hostitele jako obligatni, fakultativni nebo oportunistiéti parazité (PERRY &
MOENS, 2006). V pldé se nematofagni houby podileji na recyklaci uhliku, dusiku a dalsich dleZitych
prvkd pochazejicich z tél hadatek a v pfirodé tak sehravaji vyznamnou ulohu v kolobéhu téchto prvkd

(MANKAU, 1980).

Nematofagni houby jsou rozSifeny predevsim v dostate¢né provzdusnénych pldach bohatych na
humus a rozkladajici se organické zbytky. PoZadavky tykajici se vihkosti ptdy, pH pldy, obsah prvk{ a

pfitomnosti hadatek se odvijeji v zavislosti na daném druhu nematofagni houby (GRAY, 1987).
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2.1.2. Lapaci struktury nematofagnich hub

Lapaci struktury ,, dravych” hub sehrdavaji velmi vyznamnou roli pfi ziskavani zivin a konkurencéné tak

zvyhodnuji tyto organismy pred ostatnimi druhy hub.

RUBNER (1996) se domniva, Ze ,, dravé” houby se vyvinuly z ,,nedravych” predchldct, pficemz lepivé
uzliky predstavuji evoluéné nejstarsi typ lapacich utvar(. LI et al., (2000) jsou vsak presvédceni, Ze

plGvodné;jsimi lapacimi strukturami jsou lepivé sité.

Jansson & Nordbring-Hertz (1980) rozdéluji nematofagni houby vytvarejici lapaci struktury podle
prevladajiciho zplsobu ziskavani Zivin. Prvni skupina hub je zastoupena druhy, u nichZ prevazuje
saprofyticky zplisob Zivota. Houby této skupiny se vyznacuji rychlym rdstem mycelia a tvorbou
lepivych siti, ktera je indukovana pritomnosti hadatek nebo chemickym plsobenim latek tzv. nemind.
Druha skupina hub, u nichZ prevaZuje parazitismus, je tvorena druhy pomalu rostoucimi, ale
spontanné vytvarejicimi lepivé knofliky, lepivé vétve a stahujici oka. Lapani hadatek témito lapacimi

strukturami je mnohem efektivnéjsi nez u lepivych siti.

Lapaci struktury nékterych druh( uvolnuji do prostredi latky lakajici hadatka, jiné struktury vylucuji
toxiny znehybnujici chycena haddatka nebo hadatka vyskytujici se v okoli dané houby, které nebyli v

bezprostfednim kontaktu s myceliem houby (MANKAU, 1980).

2.1.3. Typy lapacich struktur

Na tomto misté uvadime popis zakladnich typ( lapacich struktur, které jsou zpravidla tvoreny na

myceliu hub s nematofagni aktivitou.

Nemodifikované lepivé hyfy jsou typické predevSsim pro zastupce tfidy

Zygomycetes, ktefi nemaji prehradkované mycelium, proto nemohou vytvaret

-
T en
2 e

. specialni lapaci Utvary jak je tomu u hub tvoficich prehradky. Hadatka jsou

zachycovéana na lepivych hyfach a prilnuti houby k télu hostitele je tak pevné,

v
4/\\ Ze staci kontakt hyfy v jediném bodé kutikuly hadatka. Pfichyceni hadatek je

mozné diky adhezivni latce, kterd je vylucovana na celém povrchu hyf nebo je

tvorena po kontaktu s hadatkem v misté spojeni a dale pti jeho pohybu. V literatufe jsou nejvice
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zminovany predstavitelé dvou rod( pouZivajici tento mechanismus zachytavani hadatek, a to rody
Cystopage a Stylopage. Dalsimi druhy vyuZivajici lepivé hyfy jsou Arthrobotrys botryospora, A.
superba (tfida Orbiliomycetes), Dactylaria psychrophila (tfida Leotimycetes) (GRAY, 1987).

Lepivé vétve (vybéiky) jsou nejjednodussi morfologickou lapaci strukturou
zastupujici nemodifikované lepici hyfy. Tyto vybézky tvorené 1-3 bunikami se
spojuji, tvori jednoduché lepivé oblouky nebo dvojrozmérné sité. Cela vétev
je pokryta tenkou vrstvou adhezivni latky, kterd umoziiuje zachyceni hadatka

s jakoukoli ¢asti vybézku (GRAY, 1987). Tyto Utvary se vyskytuji u nékterych

druh@ rodu Monacrosporium (JAFFEE, 2004). GRAY (1987) uvadi, Ze

nejcastéjsSim izolovanym druhem, ktery vytvari tyto struktury je Dactylellina cionopaga.

Lepivé sité jsou tvofeny komplexem trojrozmérnych lepivych siti. Evolu¢né se
vyvinuly z lepivych vétvi. Sité se formuji ze vzpfimenych postrannich vétvi
vyrlstajicich 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 nevytvoti sit spojenych ok mimo nosnou hyfu. Cela sit je pokryta

tenkou vrstvou adhezivni latky. Hadatko se pfichyti, zaplete do vldken a

uvizne v siti. Nejzndméjsim predstavitelem s timto typem lapacich struktur je Arthrobotrys oligospora

(GRAY, 1987).

Lepivé uzliky jsou kulovité buriky pokryté adhezivni
latkou. Tvofi se pfimo na vegetativnim myceliu di
konidii nebo na kratkém nelepivém prehradkovaném

vldkné (stopce) vegetativni hyfy. Tyto lepivé burky

mohou pokraCovat vristu a vytvaret kratké retézce

— bunék, které se spojuji do lepivych prstencl. Po

zachyceni hadatka se v misté spojeni uzliku a kutikuly haddatka vytvari silnd vrstva lepivé latky, kterd
zajistuje pevnou vazbu s télem hadétka. Lepivé uzliky se rovnéz mohou pti pokusu hadatka uniknout
oddélit od hyfy, aniz by byla narusena jejich funkce. Houba pronika do téla haddatka jednak aktivni
penetraci, tak i pomoci plsobeni rGznych enzymi. Tento typ lapaci struktury je velmi rozsifeny,
béZny je napf. u Monacrosporium phymatophagum a Dactylaria candida (GRAY, 1987, ESSER &
SCHUBERT, 1982). Lepkavy vybéZek specifického zaskrceného tvaru miZeme najit i u nékterych
druh( rodu Nematoctonus (GRAY, 1987).



http://www.masozravky.com/rody/drave_houby/monacros.htm
http://www.masozravky.com/rody/drave_houby/arthrobo.htm
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1

Fixni oka patfi mezi nejméné vyskytujici se lapaci mechanismy. Oka jsou
tvofena vzpfimenymi lateralnimi vétvemi vyrlstajicimi z vegetativni hyfy.
Z pocatku velmi tenkd hyfalni vétev tloustne, zakfivuje se a vytvari tii az Ctyr
bunécny prstenec. Haddtka jsou zachycena pasivné vstoupenim do oka,
které se zaklini kolem jejich téla (GRAY, 1987). Uvnitf prstence rovnéz byla

pozorovana lepiva vrstva, podobna u lepivych siti a knofliklh (DOWSETT &

REID, 1979). Tyto lapaci struktury vytvari pouze nékolik druhd, jako napfiklad Dactylella leptospora

formujici rovnéz lepivé knofliky (SAIKAWA & TAKAHASHI, 2002) nebo Dactylaria candida (ESSER &

SCHUBERT, 1983).

v

Stahuijici (Skrtici) oka jsou nelepivé, mechanické lapaci Utvary tvorené tremi
burikami obloukovitého tvaru, které se spojuji do prstencovitého Utvaru.
Prstenec je spojen snosnou hyfou kratkym nékolika bunécnym vldknem
(stopkou). Hadatka svym dotykem a pohybem pfi vstoupeni do oka stimuluji
vnitfni sténu bunék, které se béhem nékolika sekund stahnou kolem téla

hadatka, které je tak pridrzeno uvnitf prstence. Stahujici se oka se mohou

oddélit od pGvodni hyfy bez ztraty jejich funkce. Tento typ lapaci struktury se vyskytuje naptiklad u

druhu Arthrobotrys brochopaga a Arthrobotrys dactyloides (GRAY, 1987).

o

Stefanocysty jsou specifické struktury popsané utridy Basidiomycetes
predevsim u rodu Hyphoderma. Stefanocysta je dvoubunécény Utvar tvoreny
bazalni burikou pfipominajici pohdrek a terminalni kulovitou burnikou. V misté
spojeni obou bunék vyrastaji vyristky tvorici obvodovy lem pokryty adhezivni
vrstvou. LIOU & TZEAN (1992) pozorovali, Ze stefanocysty také funguji jako

lapaci struktury hadatek. Dvoubunécné stefanocysty se mohou pfichytit

k hadatku, zatimco jsou pfipojené nebo oddélené od materského vldkna. Jakmile zachyti had4atko,

v kratké dobé vytvofi infekéni hyfu a atakuji hadatko, které prorostou myceliem.

Akantocyty jsou velké ostnaté bunky hvézdicovitého tvaru charakteristické pro rod Stropharia.

Akantocyty nebo jejich ostny jsou schopny probodnout télo hadatka. V zavislosti na rozsahu poranéni

kutikuly mazZe z rany vytékat vnitfni obsah haddatka, které je timto zplsobem znehybnéno (LUO et al.,

2006).

Perokresby byly pfevzaty ze zdroje — GRAY (1987).



http://www.masozravky.com/rody/drave_houby/dactylel.htm
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2.2. Popis nékolika vybranych druhii hub s nematofagni aktivitou

Arthrobotrys oligospora Fresen. (1850) je nejCastéjsim, nejrozSifenéjsSim a doposud nejvice
prostudovanym druhem ze skupiny nematofagnich hub (DOMSCH et al., 1980). Tato kosmopolitni
houba byla izolovana z mnoha rliznych substratd, kompostd, tlejictho dfeva a Zivocisnych vykald. Jeji
rlst a tvar lepivych trojrozmérnych siti je podobny houbé A. superba (DRECHSLER, 1937). Konidiofory
vyrUstajici ze substratu ¢i vzdusného mycelia jsou nevétvené, 350-450 um dlouhé, nesouci nékolik
skupin sympodidlné tvorenych vejcitych i hruskovitych konidii (22-27 um x 8-15 um) (Obr. 7-11)
(DOMSCH et al., 1980).

Arthrobotrys dactyloides Drechsler (1937) zachycuje hadatka pomoci Skrticich ok. Oproti podobnym
druhlm (napf. A. superba a A. oligospora) vykazuje pomalejsi rtst hyf. Nevétveny 200-400 um dlouhy
konidiofor nese skupinu 4-10 dvoubunécnych, podlouhlych, elipsoidnich konidii (35-45 um x 6-10
um) vyrastajicich na 5 um dlouhych sterigmatech (DRECHSLER, 1937).

Endoparazitickd houba Hirsutella rhossiliensis Minter & B. L. Brady (1980) byla poprvé izolovana a
popsana v roce 1980 ve vzorku pldy ve Walesu (MINTER & BRADY, 1980). STURHAN & SCHNEIDER
(1980) izolovali totozny druh houby ve stejném roce v Némecku z hadatka chmelového (Heterodera
humuli) a pojmenovali jej Hirsutella heteroderae. Houba ma siroky okruh hostitel( véetné rostlinnych
parazitickych hadatek, volné Zijicich hadatek a roztocl. Razné izolaty tohoto druhu maji rozmanité
hostitelské preference (CHEN et al., 2004). Houba vytvari nepohyblivé konidie, které se prichycuji na
kutikulu hadatek. Kli¢ici hyfa houby penetruje kutikulu hadatka a v hostiteli se vytvari infekéni
bulbus, z néhoz vyrustaji hyfy asimilujici Ziviny z hostitele a prorUstajici télni dutinu hadatka. Hyfy
vyrlstajici z usmrceného téla hadatka vytvareji fialidy, na nichZ se formuji nové spory (TEDFORD et
al., 1995). V pfipadé H. rhossiliensis se jednd o antagonisticky organismus, jehoZ integrace do

soucasnych strategii ochrany rostlin by mohla byt pomérné snadna (LIU & CHEN, 2005).

Pochonia chlamydosporia (Goddard) Zare & W. Gams (2001) (syn. Verticillium chlamydosporium
Goddard 1913) je fakultativni parazit vajicek cystotvornych a halkotvornych hadatek, ktery zaroven
kolonizuje rhizosféru rostlin (KERRY et al., 1993). WILLCOX & TRIBE (1974) zaznamenali nematofagni
aktivitu této houby na vajickdch hadatek rodu Heterodera. 1zolaty této nematofagni houby kolonizuji
zejména vajecné vaky hadatek rodu Meloidogyne (KERRY & CRUMP, 1998). Rlizné izolaty tohoto
druhu jsou znamé rliznou mirou agresivity k rznym druhim fytoparazitickych hadatek (BOURNE et

al., 1994).



http://www.indexfungorum.org/Names/genusrecord.asp?RecordID=9479
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Dactylellina candida (Nees) Yan Li (2005) je dalsi houbou vykazujici nematofagni aktivitu. Rychlost
rGstu a hustota mycelia D. candida je srovnatelnd s Arthrobotrys dactyloides, ale jeji mycelium je
znatelné jemnéjsi. 150-300 um dlouhé konidiofory D. candida nesou na svém konci skupinu 3-10
vietenovitych spor (35-50 x 8-9.5um) rozdélenych ctyfmi pfehradkami. D. candida tvofi dva druhy
lapacich struktur: fixni oka (15-23 um) nesena na 10-35 um dlouhych stopkach a lepici knofliky (4-7 x
3,8-6 um) na 4-15 um dlouhych stopkach (DRECHSLER, 1937).

Dactylella lysipaga Drechsler (1937) parazituje na saprofytickych nebo parazitickych hadatkach
(BARNETT & HUNTER, 1999). Vytvari vzptimené, prehrddkované 125-250 um dlouhé konidiofory
nesouci vétSinou jedinou na konci zaoblenou konidii (28-55 x 9-14 um) se ctyfmi prepazkami. D.

lysipaga zachycuje hadéatka pomoci fixnich ok a lepivych knofliki (DRECHSLER, 1937).

Monacrosporium phymatopagum (Drechsler) Subram. (1964) vytvari 250-325 um dlouhé konidiofory
nesouci na apikalnim konci jedinou vietenovitou konidii. Konidie (40-49.2-60 x 11-14.4-18 um) jsou
vétsSinou rozdéleny ¢tyfmi prepazkami, na bazi zdzené a na distalnim konci zaoblené. Had3atka tato
houba zachycuje pomoci lepivych knoflikli. M. phymatopagum je saprofytickym druhem Zijicim

v pidé, na dfevé nebo parazituje na hadatkach (BARNETT & HUNTER, 1999).

Monacrosporium ellipsosporum (Preuss) R. C. Cooke & C. H. Dickinson (1965) vytvati lepivé knofliky.
Konidiofory M. ellipsosporum jsou 150-300 um dlouhé nesouci jedinou vietenovitou na distalnim

konci zaoblenou konidii (24-65 x 7.5-19 um um) rozdélenou ¢tyfmi prepdazkami (DRECHSLER, 1937).
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2.3. Metodika

2.3.1. Odbér vzorki pidy

Pro hledani zdrojli bioagens vyuZitelnych v boji s hadatky je vhodné se zaméfit na organismy
vyskytujici se v prostfedi, v némz se vyskytuji i fytoparazitickd hadatka, tedy na pldni organismy.
Pudni vzorky odebirdme pomoci lopatky ¢i pddni sondy. Konecny vzorek vznikd smichanim vzorkd
dil¢ich, jejichZ pocet se fidi rozlohou daného pozemku. Odebrané pudni vzorky je nezbytné nutné
v co nejkratSi dobé zpracovat, pfi dlouhém skladovani je zpravidla vysledek izolace pldnich hub
komplikovan posunem pomeéru béznych saprofytickych hub a hledanych druhl ve prospéch druhi

saprofytickych.

2.3.2. Izolace hub z ptidnich vzorkii

Material:

e pudnivzorek

e sterilni destilovana voda

e 7ivna média

e antibiotikum (tetracyklin)

e 250 ml Erlenmeyerovy banky
e sterilni Petriho misky (90 mm)
e bakteriologicka hokejka

¢ hlinikova félie

e parafilm

11
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Postup:

Vzorek pldy promisime intenzivnim promichanim a to zejména v pfipadé, pokud se jedna o nahodné
smésné vzorky pudy odebrané z rliznych mist ¢i hloubky. Jako vychozi mnozstvi pro izolaci plidnich
hub pouzZijeme 10 g pudy, kterou resuspendujeme v 50 ml sterilni destilované vody v 250 ml
Erlenmeyerovych bankach. Rovnomérné rozmisténi propaguli hub v suspenzi a naslednou optimalni
izolaci hub podpofime michanim smési v Erlenmeyerovych bankach na horizontalni tfepacce (lka
vibrax OS 10 Basic) po dobu 20 min pfi rychlosti 150 rpm. DalSim krokem je sedimentace hrubych

pldnich c¢astic po dobu deseti minut.

Takto pfipravenou pudni suspenzi rozetfeme na agarovou plotnu s Zivnym médiem — 1,5 % vodni
agar (water agar) — WA, bramborovo-dextrézovy agar (potato dextrose agar) - PDA, agar
s bengdlskou Cerveni (rose bengal agar) — BRA a ovesny agar (oat meal agar) — OMA. Pfi nanaseni
suspenze dodrZujeme zasady aseptické prace ve sterilnim prostredi (prace v laminarnim boxu) tak,

abychom eliminovali pfipadnou kontaminaci dalSimi mikroorganismy.

Mnoizstvi ¢i koncentraci pidniho vyluhu neni mozné kvantifikovat sensu lato vzhledem k nezndmému
zastoupeni Zivotaschopnych hub a proto doporudujeme pripravit fedici fadu pddniho vyluhu
v rozmezi od 10™ do 10™. Do Petriho misky aplikujeme 0,5-1 ml padniho vyluhu, ktery rozetfeme
bakteriologickou hokejkou. Takto nainokulovand média v Petriho miskach inkubujeme v termostatu
pfi teploté 23 °C. Po objeveni se rlstu mycelia hub kontrolujeme Petriho misky kazdy den, aby
nedoslo ke spojeni rlstovych zén jednotlivych rozristajicich se kolonii hub. Tyto kolonie hub pak
izolujeme do Ccisté kultury izolatu na nékterém ze zminénych médii a pouZijeme jej pro testovani
nematofagni aktivity. Majoritni podil hub v pldnim vyluhu je vétSinou zastoupen béiné se

vyskytujicimi druhy hub v pldnim prostredi.

2.3.3. Postup piipravy pouzitych zivnych medii

Pro pfipravu uvedenych Zivnych médii byla vyuzita kompletni média (Cadersky-Envitek). Pro tplnost
uvadime i sloZeni pouzitych médii. VSechna média byla sterilizovana pfi 121°C po dobu 20 min a po
ochlazeni na teplotu cca 50 °C bylo pfidano Sirokospektraini antibiotikum (0,02 % (w/v) tetracyklin) k

zamezeni rdstu bakterii.
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RBA - Rose bengal agar:

slozeni: g/l
dextrosa 10
dihydrogenfosforecnan draselny 1
sojovy pepton 5
bengdlska cerven 0,05
siran hotecnaty 0,5
agar 15

PDA - Potato dextrose agar:

sloZeni: g/l
bramborova infuse 200
dextrosa 20
agar 15

OMA - Oat meal agar:

slozeni: g/l
ovesna mouka 60
agar 12,5

2.3.4. Pozitivni kontrola pro testovani nematofagni aktivity hub

Jako modelové organismy pro predikci nematofagni aktivity hub byly pouZity izolaty zndmych
nematofagnich druhl hub (Arthrobotrys dactyloides CBS 300.87, A. conoides CBS 575.91, A.
brochopaga CBS 597.92, A. candida CBS 546.63, A. oligospora CBS 115.81, Dactylella oviparasitica

13



Predikce nematofagni aktivity ptidnich hub - certifikovana metodika

CBS 347.85, Monacrosporium thaumasium CBS 320.94, M. phymatopagum CBS 450.93, Dactylellina
lysipaga CBS 581.91, Paecilomyces lilacinus CBS 100379) ziskané z banky Centraalbureau voor

Schimmelcultures se sidlem v Utrechtu v Holandsku.

2.3.5. Had'atka pro testovani nematofagni aktivity

Pro predikci nematofagni aktivity izolovanych hub jsme s Uspéchem pouzili snadno dostupné
saprofytické modelové hadatko Caenorhabditis elegans (Obr 5 a 6). Pro pouZiti tohoto organismu
hovofi snadna technologie chovu velkého mnoiZstvi hadatek na malém prostoru v kratkém case.
Testovali jsme i podobnost reakce nematofagni houby pfi vyuZiti C. elegans a fytoparazitickych
hadatek (Ditylenchus dipsaci, Globodera rostochiensis, G. pallida, Meloidogyne hapla), jejichz ziskani
ve velkém poctu a kondici vhodné pro testy s sebou ¢asto nese celou fadu problém. Vysledky hovofi
o0 mirné vyssi reaktivité nematofagnich hub na pfitomnost C. elegans, coz je vhodné pro screening
nematofagni aktivity testovaného druhu houby. Hadatko C. elegans je mozné chovat na pevném i
v tekutém Zivném médiu a jako potravu pouzit bakterie E. coli OP50 dle nize uvedeného postupu.
Tento druh je mozné uchovat po fadu let ve zmrazeném stavu pfi teploté -80 °C za pouziti metody

kryoprezervace. V pfipadé potreby je mozné béhem nékolika dni hadatka revitalizovat a opét pouzit.

Pfiprava bakterii pro vyZivu C. elegans dle prace - STIERNAGLE (1999).
Material:

e vychozi kultura E. coli OP50

e LB agar (pH 7,5): 10 g bakteriologického tryptonu, 5 g kvasnicného extraktu (Bacto-yeast), 5 g
NaCl, 15 g agaru, doplnit vodou na 1 [; sterilizace v autoklavu (121 °C, 20 min)

o tekuté LB médium (pH 7,0): 10 g bakteriologického tryptonu, 5 g kvasni¢ného extraktu (Bacto-
yeast), 5 g NaCl, doplnit vodou na 1 |; sterilizace v autoklavu (121 °C, 20 min)

e sterilni Petriho misky (60, 90 mm)

e 50 ml sterilni centrifugacni zkumavky s vickem
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Postup:

Vychozi kultury E. coli preockujeme na sterilni LB agarové plotny. Timto zpUsobem ziskdme jednotlivé
kolonie bakterii, kterymi sterilnim zplsobem inokulujeme 30 ml sterilniho tekutého LB média v 50 ml
zkumavkach. Bakterie inkubujeme pfes noc pfi teploté 37 °C. Petriho misky i tekuté médium
obsahujici bakterie E. coli je mozné skladovat pri teploté 4 °C po dobu nékolika mésicli. Tekuté

kultury bakterii dale pouzZijeme pro pfipravu kultivacnich médii pro mnozeni C. elegans.

Pfiprava pevného kultivaéniho média pro C. elegans.

Material:

e namnozené bakterie E. coli OP50 v tekutém médiu

e destilovana voda

e NaCl

e agar

e bakteriologicky pepton

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

e roztok cholesterolu v etanolu (5mg/ml)

o 1M MgSQ,; sterilizace v autoklavu (121 °C, 20 min)

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

e 2| Erlenmeyerova barika

e sterilni Petriho misky (60, 90 mm)
e mikropipety

¢ hlinikova félie

e parafilm

e nematologicka jehla
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Postup:

Smichdme 3 g NaCl, 17 g agaru a 2,5 g peptonu v Erlenmeyerové bance a doplnime 975 ml
destilované vody. Zivné médium sterilizujeme po dobu 40 min pfi teploté 121 °C. Bariku ochladime
na teplotu cca 55 °C, pfiddme 1 ml 1M roztoku CaCl,, 1 ml cholesterolu v etanolu, 1 ml 1M roztoku
MgSO, a 25 ml 1M roztoku pufru KPO, a dikladné promichame. Pfipravené médium rozlijeme do
Petriho misek priblizné do 2/3 jejich objemu. Pfed pouzitim ponechdme misky 2-3 dny stat pfi
laboratorni teploté z dlvodu indikace pfipadné kontaminace a odpareni prebytecné vlhkosti. Do
stfedu Petriho misky pak pipetujeme 500 ul tekuté kultury bakterii, které inkubujeme pfes noc pfi
laboratorni teploté. Druhy den priddme k bakteriim jednotlivé hadatka (cca 20 ks gravidnich samicek)

predem promyta v destilované vodé pomoci nematologické jehly.

Priprava tekutého média pro C. elegans.
Material:

e zakladni roztok pro S médium: 5,85 g NaCl, 1 g K,PO,, 6 g KH,PO,, 1 ml roztoku cholesterolu
v etanolu (5mg/ml), doplnit na 1 | destilovanou vodou; sterilizace v autoklavu (121 °C, 20 min)

e 1M citronan sodny (pH 6,0), 20 g monohydratu kyseliny citronové, 293,5 g monohydratu
citronanu sodného, doplnit vodou na 1 |; sterilizace v autoklavu (121 °C, 20 min)

e roztok stopovych prvki: 1,86 g disodné soli EDTA, 0,69 g FeSO,-7H,0, 0,2 g MnCl,-4H,0, 0,29 g
ZnS0,-7H,0, 0,025 g CuS0O,4-5H,0, doplnit vodou na 1 [; sterilizace v autoklavu (121 °C, 20 min),
uchovavani ve tmé

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

e S médium: 1 | sterilniho zakladniho roztoku, 10 ml 1M roztoku citronanu sodného (pH 6,0), 10 ml
roztoku stopovych prvkd, 3 ml 1M CaCl,, 3 ml 1M MgSO,

e 4 Petriho misky obsahuijici C. elegans

e koncentrovanad suspenze E. coli OP50

e 1| sterilni lahev se Sroubovacim uzavérem

e 50 ml sterilni centrifugacni zkumavky s vickem
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Postup:

250 ml sterilniho S média v 1 | Iahvi inokulujeme koncentrovanou peletou E. coli, kterou pfipravime
centrifugaci 2 - 3 | tekuté kultury E. coli v LB médiu pti 3000 x g po dobu 10 min. Do Petriho misek
s pevnym Zivnym médiem obsahujici C. elegans ptiddme 5 ml S média a obsah prelijeme do ldhve
k S médiu inokulovaného bakteriemi. Lahev tfepeme na tfepacce pfi teploté 20 °C. Intenzita kmitd by
méla byt takova, aby byla kultura dobrfe provzdusnéna. Kulturu kontrolujeme odebranim kapky
suspenze a prohlédnutim pod mikroskopem. Jestlize jsou bakterie hadatky spotfebovany (roztok uz
neni kalny), je zapotrebi pfidat dalsi bakterie do S média. Kultivaci ukonéime vétsSinou po 4 - 5 dnech.
Lahev umistime na led po dobu 15 min, aby doSlo k usazeni hadatek. Odsajeme vétsinu tekutiny
z lahve a zbytek pfevedeme do 50 ml sterilni centrifugaéni zkumavky. Centrifugujeme po dobu 2 min
pfi 1150 x g, abychom ziskali peletu hadatek, a odsajeme zbytek pfebytecné tekutiny. U juvenilnich

jedincl trva vytvoreni pelety déle nez 2 min.

Zamrazovani C. elegans pomoci tekutého média.

Material:

S pufr (pH 6,0): 129 ml 0,05M K,HPQO,, 871 ml 0,05M KH,PQ,, 5,85 g NaCl; sterilizace v autoklavu

(121 °C, 20 min)

e Spufr +30% glycerol (v/v); sterilizace v autoklavu (121 °C, 20 min)

e Petriho misky s pevnym kultivacnim médiem pro C. elegans obsahuijici larvy 1. a 2. vyvojového
stupné bez bakterii

e 50 ml sterilni centrifugacni zkumavky s vickem

e 1,5 ml sterilni mikrozkumavky

Postup zamrazovani:

Do Petriho misek (5-6 ks) s C. elegans pfidame S pufr v takovém mnozstvi, které budeme zamrazovat.
S pufr s hadatky prelijeme do centrifugacni zkumavky. Pfiddme stejny objem S pufru s 30%
glycerolem a dikladné promichdme. Smés rozdélime po 1 ml do mikrozkumavek, které umistime
uzaviené v polystyrénovém boxu pres noc nebo nejméné po dobu 12 h do mraziciho boxu (-80 °C).
Mikrozkumavky premistime nasledujici den do mraziciho boxu (-80 °C), ve kterém budou trvale

uchovany. Ovéfime, zda hadatka prezila proces zamrazovani.
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Postup rozmrazovani:

Mikrozkumavku s hadatky nechame roztat pfi laboratorni teploté. Obsah pfelijeme do Petriho misky
s pevnym kultivacnim médiem pro C. elegans inokulovanym bakteriemi E. coli. Pohybujici se haddatka
by méla byt pozorovatelna za nékolik minut. Po 2-3 dnech preneseme jednotlivé 10-15 jedincl na
dalsi Petriho misky s médiem. Hadatka nechdme mnozit se po 1 generaci a sledujeme, zda se
potomstvo spravné vyviji a zda samicky v pravidelnych tfidennich intervalech kladou vajicka a

nedochazi k vyvojovym abnormalitam.

Pro pouziti hadatek v provokaénim testu nematofagni aktivity nejprve hadatka zbavime pfipadnych
kontaminant(, v tomto pripadé se jedna o bakterie E. coli, které byly pouzity jako potrava. Pro tento

pfipad byla ovéfena nasledujici metoda.

Material:

e sterilni destilovana voda

e ampicilin

e mikropipeta

e Petriho misky s 1% vodnim agarem

e kadinka

e 1,5 ml mikrozkumavky

e 10 ml polypropylenové $picky

e parafilm
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Postup:

Hadatka z pevného kultivaéniho média smyjeme sterilni destilovanou vodou do kadinky a pak
pfevedeme obsah do mikrozkumavky. Khadatkim pfipipetujeme ampicilin tak, aby cilova
koncentrace byla 1pg/ml a nechame inkubovat pfi laboratorni teploté po dobu 30 minut. Centrifugaci
pfi 6000 x g po dobu 4 min shromdazdime hadatka na dné mikrozkumavky. Mikropipetou odebereme
supernatant a pfipipetujeme sterilni destilovanou vodu. Inverzné promichdme a opét
centrifugujeme. Ddle nasleduje ciSténi hadatek autonomnim pohybem v agaru, pfi kterém dojde
béhem 24 hodin ke sterilizaci nejen povrchu hadétek, ale i jejich zaZivaciho traktu. Nejprve

pfripravime ,drahu” pro pohyb hadatek pomoci 10 ml polypropylenové Spicky k automatické pipeté.

Sterilni jednordzovou Spicku nejprve utésnime nékolika vrstvami parafilmu na jejim zdzeném konci.
Poté ve sterilnich podminkach napinime 5 ml sterilntho média (1% vodni agar) a zakryjeme
parafilmem. Pfi nalévani musi mit médium nizsi teplotu (cca 40°C), aby nedoslo k roztaveni parafilmu.
Do mikrozkumavky napipetujeme 300 pl sterilni destilované vody. Ze zuzeného konce Spicky po
ztuhnuti agaru odstranime parafilm a Spi¢ku vnotfime do této mikrozkumavky tak, aby se nedotykala
dna, a fixujeme parafilmem (Obr. 1). Do vrchni ¢asti Spicky napipetujeme pfipravenou suspenzi

s es

v mikrozkumavce, odkud je mozZné je pfimo aplikovat do testovacich preparat(.

2.3.6. Priprava testovacich zivych preparati

Uspésné testovani nematofagni aktivity izolatl hub s sebou nese jeden zasadni problém a to je
validace a vyhodnoceni testu tak, aby bylo moZné vypocitat mortalitu had3atek vlivem nematofagni
aktivity houby. Tuto komplikaci vyfesil nas tym uspofadanim experimentu v Zivych mikroskopickych
preparatech, kdy je moiné po celou dobu experimentu provadét pripadna hodnoceni mortality
pomoci svételné mikroskopie a zaroven nenarusit uzavieny systém hdadatko - houba. Navrieny
funkéni systém rovnéz sleduje nutri¢ni pozadavky jednotlivych druhl nematofagnich hub. SlozZeni
média bylo upraveno v pfipadé hub vytvarejici lapaci struktury tak, aby dany druh houby rostl a

zaroven vytvarel lapaci struktury v disledku nedostate¢ného mnoistvi Zivin.
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Material:

e RBA (rose bengal agar)

e sterilni destilovana voda

e sterilni mikroskopicka podloZni a kryci sklicka

e sterilni Petriho misky (90 mm)

e sterilni filtracni papir

e sterilni sklenéné tycCinky

e inokulacnijehla

e parafilm

Postup:

Pro péstovani hub na sklicku pouZijeme 20% RBA. Médium sterilizujeme po dobu 20 minut pfi 121 °C.
Do Petriho misek vlozime kulaty filtracni papir navlhéeny vodou a vysterilizovany pod UV zarenim
v laminarnim boxu po dobu 30 minut. PodloZni sklicka vloZime sterilné dovniti Periho misky (Obr. 2).
Sklenénou tycinkou naneseme na sklicko kapku agaru a jehlou vysterilizovanou nad plamenem do
kapky agaru pfeneseme mycelium testovaného izolatu houby. Poté agar pfikryjeme krycim sklickem.
MnoiZstvi agaru musi byt takové, aby po pfiklopeni kryciho sklicka nebyla celd plocha pod krycim
sklickem pokryta agarem. Je vhodné na okrajich sklicka ponechat volny prostor pro pozdéjsi aplikaci
hadatek (Obr. 3). Petriho misky zafixujeme parafilmem a inkubujeme v termostatu pfi teploté 22 °C.
V zavislosti na rlstu testovaného druhu houby aplikujeme definovany pocet hadatek vidy do mezery
mezi krycim a podloZnim sklickem. Takto pfipravené Zivé prepardty inkubujeme pfi teploté 22 °C a

kontrolujeme dle potfeby.

V pribéhu experimentu zaznamenavame celkovy pocet hadatek a mrtvé jedince ocividné usmrcené
plsobenim nematofagniho druhu houby. Ziskana data prepocitdme na % mortality a transformujeme
pomoci goniometrické funkce arcsin (x = siny; {-1 < x £ 1}). Transformované hodnoty testovani
vyhodnocujeme napfiklad pomoci analyzy rozptylu a provedeme zavérecné zhodnoceni nematofagni

aktivity testovanych druh( hub.
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2.4. Urcovani nematofagnich hub

K determinaci jednotlivych druhl nematofagnich hub je mozné pouiit klice, ktery sestavili COOKE &

GODFREY (1964) nebo zjednoduseného klice dle WANG & MC SORLEY (2003).

2.5.Zaveér

Tato metodika pfispéje k dalsSimu studiu nematofagnich hub, které by bylo mozné vyuZit jako
pfirozeny nepratelsky organismus v biologické ochrané rostlin proti hadatkiim. V budoucnu by mél
byt vyzkum zcela jisté zaméren i na vyuZiti nematofagnich hub v biologické ochrané a jejiho vclenéni

do integrované ochrany rostlin.

3. Srovnani ,novosti postupti*“

Metodika shrnuje postupy pro vyzkum budouciho vyuZiti nematofagnich hub. Postupy uvedené
v metodice nebyly vtomto rozsahu, formé a kontextu v Ceské republice zvefejnény. Konkrétné se
jednd o puvodni metodu testovani aktivity nematofagnich hub s moznosti kontinudlniho sledovani a

vyhodnocovani.

4. Popis uplatnéni certifikované metodiky

Tato metodika je urfena zejména pro privatni organizace c¢inné v oboru vyvoje biologickych
prostiedkl ochrany zemédélskych plodin pred skodlivymi organismy. Uplatnéni postupl navrzenych
v metodice lIze predpokladat pfi ziskavani, urcovani a primarnim testovani nematofagnich hub s

cilem vyuzit je pro ochranu rostlin pred fytoparazitickymi hadatky.
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9. Prilohy

Obr. 1: Sterilizace hadatek pomoci pevného média.

Obr. 2: Design sklickové kultury - usporadani Zivého preparatu.

25



Predikce nematofagni aktivity ptidnich hub - certifikovana metodika

Obr. 3: Nativni preparat s volnou mezerou pro pozdéjsi aplikaci hadatek.
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Obr. 5: Gravidni samicka C. elegans.

Obr. 6: Larva C. elegans.
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Obr. 7: Lapaci struktury houby Arthrobotrys oligospora.
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Obr. 9: Konidiofory s konidiemi houby Arthrobotrys oligospora.

Obr. 10: Konidie houby Arthrobotrys oligospora.
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Obr. 11 Arthrobotrys oligospora — OA.

Obr. 12 Arthrobotrys conoides — OA.
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Obr. 139 Dactylella oviparasitica — OA.

Obr. 10 Paecilomyces lilacinus — MEA (malt extract agar).
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Obr 15: Dactyllaria dactyloides — PDA.

Obr. 16: Pochonia chlamydosporia — RBA.
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