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ABSTRAKT

Stovik krmny (Rumex patientia L. x Rumex tianschanicus A. Los.) je rostlina s velkym
vynosem nadzemni biomasy. Z tohoto divodu je péstovana pro energetické ucely, ale na
Ukrajing je také vyznamnou krmnou plodinou. PiestoZe se §tovik krmny v Ceské republice
pokusné péstuje uz od roku 1992 (provozné od roku 2001), nebyla jest¢ zkoumana jeho

mykobiota.

Cilem této prace bylo zjistit slozeni mykobioty zdravych rostlin a mykobioty asociované se
skvrnitostmi listl a stonkti. Dale pak ovéfit zda houby izolované ze skvrn tyto skvrny mohou
zpusobovat a jestli mohou byt skvrnitosti zplsobeny jiz dfive izolovanou houbou

Phomopsis sp.

Houby byly kultivovany na 2% sladinovém agaru a pak morfologicky urCovany.
Z reprezentativnich kmenii pak byla izolovana DNA a sekvence useku ITS byla porovnana

s databazi GenBank, tak bylo ovéteno morfologické urceni a urceny sterilni druhy.

Ze zdravych rostlin bylo kultivovano celkem 24 morfotypti endofytickych hub.
NejcastéjSimi druhy zde byly: Clonostachys rosea f. rosea, Cladosporium cladosporioides,
Rhizopus arrhizus var. arrhizus, Alternaria alternata a Acremonium strictum. Ze skvrnitosti
pak bylo izolovano celkem 29 morfotypi hub, dominantnimi druhy zde byly: A. strictum,
Aureobasidium pullulans, C. cladosporioides, C. rosea f. rosea a Fusarium proliferatum.

Pfestoze se mezi mykobiotou zdravych rostlin a mykobiotou rostlin se skvrnitostmi lisila

celkova Cetnost jednotlivych druhtl, celkova druhova skladba se pfili§ nelisila.

Pomérné maly pocet izolovanych druht mizeme vysvétlit antifungélnimi ucinky stovika

i mykoparazitickou povahou nékterych hub.

Klic¢ova slova:
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ABSTRACT

Energy sorrel (Rumex patientia L. X Rumex tianschanicus A. Los.) is a plant with a high
yield of above-ground biomass. Because of this, it is grown as energy crop, but in Ukraine it
is also important forage crop. Mycobiota has not been examined, even though energy sorrel is
grown in the Czech Republic experimentally since 1992 (in agricultural operations since
2001).

The aims of this thesis were: to determine the composition of mycobiota of healthy plants
and of mycobiota associated with leaf and stem spots, to verify whether fungi isolated from

spots can cause these spots and if previously isolated fungus Phomopsis sp. can cause spots.

Fungi were cultivated on 2% malt extract agar and then morphologically determined. From
representative strains were isolated DNA and sequences of the ITS region were compared
with the GenBank databases, this verified the morphological determination and the sterile

species were determined.

In total 24 morphotypes of endophytic fungi were cultivated from healthy plants. The most
common species were: Clonostachys rosea f. rosea, Cladosporium cladosporioides, Rhizopus
arrhizus var. arrhizus, Alternaria alternata and Acremonium strictum. From the spots were
isolated in total 29 morphotypes, the dominant species were: A. strictum, Aureobasidium
pullulans, C. cladosporioides, C. rosea f. rosea and Fusarium proliferatum.

There were very small differences in the total species diversity of mycobiota between the
healthy plants and the plants with spots, but the difference was in the overall frequency of

individual species.

Antifungal effect of sorrel and mycoparasitic nature of some fungi can explain relatively

small diversity of isolated species.

Key words:

energy sorrel, fungi, mycobiota, endophytes, spots, energy crops.
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1. UVOD A CiLE PRACE

Stovik krmny (Rumex patientia L. x Rumex tianschanicus A. Los.) je rostlina v Ceské
republice péstovand zejména pro energetické ucely. Na vychod od nas je vSak péstovana
hlavné jako krmna plodina s velkymi vynosy. Mykobiota Stoviku krmného jest¢ nebyla
zkoumana. Neni zndmo ani, které patogenni houby zplisobuji poskozeni této rostliny. Zminky
0 sktudcich a chorobach jsou jen kusé a obvykle pouze v neodborném tisku, bez védecky
ovetenych vysledki.

Tato diplomova prace se vénuje endofytické mykobioté¢ §toviku krmného a houbam
asociovanym se skvrnitostmi listii a stonkl. Zahrnuty jsou pouze kultivovatelné druhy
vlaknitych hub. Z druhii hub izolovanych ze skvrnitosti byly vybrany houby, o nichz je
Znamo, ze jsou patogenni pro jiné rostliny a se tiemi kmeny od kazdého takového druhu byl
proveden infekéni pokus na rostlinich vypéstovanych v nesterilnich podminkach
s kontrolovanou teplotou a svétlem.

Do infekéniho pokusu byla zahrnuta i patogenni houba Phomopsis sp., ktera byla jiz diive
pfi pokusnych odbérech (pokusné politko ve VURV v.v.i. v Praze-Ruzyni) izolovana
z nekrotickych skvrn stonku. Ze Stoviku je znam druh Phomopsis durandiana, ktery byl

izolovan z mrtvych stonki Rumex acetosa a Rumex obtusifolius (Ellis et Ellis, 1997).
Hlavni otazky, na které ma tato prace odpovédét jsou:

1) Jaké je slozeni endofytické mykobioty $toviku krmného?
2) Jaké je slozeni mykobioty ptimo v nekrotickych skvrnach na stonku a listu?
3) Zpusobuji houby izolované ze skvrn tyto skvrny?

4) Zpusobuje Phomopsis sp. skvrnitosti stonku ¢i listu u $toviku?

Rostliny byly odebirany ze &tyt lokalit v CR, dvé se nachazely v nizing a dvé ve vyssi
nadmotiské vySce. Porost Stoviku je na té€chto polich jiz starsi (asi sedmilety) a rostliny jsou
pestovany pro vyuziti v energetice. Probéhly celkem tii odbéry béhem sezony, ktera je u
tohoto Stoviku zhruba od dubna do zacatku cervence. VSechny dal§i prace probihaly ve

Vyzkumném ustavu rostlinné vyroby v.v.i. v Praze-Ruzyni.



2. LITERARNI PREHLED

2.1 St'ovik krmny

Rumex patientia L. x Rumex tianschanicus A. Los.
Rdesnovité (Polygonaceae)

Stovik krmny je mohutna rostlina vypéstovana na Ukrajiné ze $toviku zahradniho (R.
patientia L.- matefska linie) a $toviku tansanského (R. tianschanicus A. Los.— otcovska linie)
jako nova krmna plodina. Dnes je péstovan také jako energeticka rostlina zejména pro vyrobu
bioplynu a pelet pro spalovani. V Ceské republice se péstuje odriida Rumex OK-2, nazyvana
také Uteusa podle Slechtitele prof. J. A. Uteuse, ktery spoleéné s prof. D. Rachmetovem tento
hybrid stoviku vypéstoval (Petiikova et al., 2006; Ust’ak, 2012).

Stovik krmny doriista vysky 220-280 cm, primér stonku 15 cm nad zemi je 1,5 — 2,4 cm,
jedna rostlina vytvaii 4-6 vegetativnich vyhond. Spodni listy jsou dlouhé 45 — 60 cm, horni
listy potom 28 - 30 cm, na $itku maji horni listy 9 — 12 cm. Kofeny jsou mohutné, rozvétvené
a sahaji 1,5 — 2 m do hloubky. Kvétenstvi je lata, dlouhé 90 — 130 cm. Plodem je trojboka
nazka, hmotnost 1000 plodi je do 4,5 g a semen 2,8 — 3,3 g. Obrustat zac¢ind hned s tdnim
sn¢hu (obvykle tedy uz v bieznu) (Petiikova et al., 2006; Ust’ak, 2012).

Na jednom stanovisti vydrzi 15 - 20 let. Nesnasi pudy s pH niz$im nez 5, ptidy zamokiené,
piscité a siln¢ kamenité. Je tedy vhodny pro vétSinu typti zemédé€lskych pud. Je odolny vici
vymrzani. Pfi péstovani je tieba zbavovat mladé porosty Stoviku pleveld, v dalSich letech by
Jiz mél byt schopen je potlacit sam. (Petfikova et al., 2006; Ust’ak, 2012).

Casté jsou obavy, aby se ze $toviku krmného nestala dal§i invazni rostlina, jako argument
ve prospéch stoviku zde lze uvést, Ze nesnasi konkurenci jinych rostlin, neni vhodny ani pro
péstovani ve smeésich a neni schopen rozvijet se samostatné v pifirodnich podminkach
(Pettikova, 2003).

Pokusné zacali s péstovanim st'oviku krmného 1 v Norsku jiz v roce 2006, kde vSak museli
fesit problémy s vlivy odlisného klimatu a posunutym obdobim sklizné (srpen) nez je bézné

v Ceské republice (Nielsen, 2008).



2.2 Vyuziti $toviku v energetice a picninarstvi

Stovik krmny byl na Ukrajing primarn& vypéstovan jako picnina pro skot. Pro tyto Gidely se
seée jiz koncem dubna a pak jesté nékolikrat béhem roku. V Ceské republice je péstovan i pro
energetické ucely, pak je sklizen obvykle v poloviné ¢ervence jiz suchy — na rozdil od jinych
energetickych plodin jej neni tieba dosouset. Odrida Rumex OK 2 béhem registraénich
odridovych zkousek poskytla vynos 11,8 tun susiny na hektar, stabiln¢ pak dosahuje vynosu
8 — 12 tun suSiny/ha, nova odriida Biekor pak dokonce dosdhla 12,9 tuny béhem téchto
zkousek (Pettikova et al., 2006).

V soucasnosti se u nds Stovik pro energetické ucely péstuje zejména pro vlastni spotiebu,
tedy spalovani pelet ¢i briket v domacich kotlich pro vytapéni domi. Dale se vyuziva
Vv lokalnich bioplynovych stanicich pro vyrobu bioplynu. Pro stejné tcely se u nas péstuje i
ozdobnice ¢inska (Miscanthus sinensis), ktera ma vyssi vynosy, je ale nachylna k vymrzani a
jeji sadba je také finanéné narocné (Petiikova, 2012).

Z dvouletého sledovani krmeni skotu vyplyva, ze je S$tovik krmny dobytkem dobie
pfijiman asi proto, ze ma vysoky obsah cukri. Dokonce se zvysila dojivost (o cca 2 litry na
kravu) a zlepsila se i1 kvalita mléka — zvysil se podil tuki i1 proteinii v mléce (Petiikova, 2012).

V Kazachstanu (Omarova et al., 1998) bylo zkoumano chemické sloZzeni nadzemni ¢ésti a
kotene Stoviku odridy Rumex K-1 a jeho vhodnost pro pfipadné medicinské vyuZiti.
Nalezeny byly tyto chemické latky: karoteny, xantofyly, chlorofyly a a b, anthracenové
derivaty, hypericin, antokyany, flavonoidy, taniny, organické kyseliny, kyselina askorbova,
polysacharidy a lipidy. Pro obsah téchto latek doporucuji tuto rostlinu i pro vyuZiti ve
farmacii. Hypericin je fotosenzitivizujici latka, coz by dle mého nazoru mohlo zpusobovat
problémy pii v&tSim zkrmovani zvifaty.

Na tomto misté¢ je tfeba podotknout, Ze Hutla et al. (2005) pokusnym porovnanim
produkce emisi CO a NOy jasné¢ ukazali, Ze $tovik krmny z porovnavanych energetickych
rostlin vhodnych pro péstovani v CR (Phalaris arundinacea, Reynoutria sachalinensis,
Miscanthus sinensis a p$eni¢na slama) produkuje nejvétsi mnozstvi emisi CO. Mnozstvi CO
produkovaného §tovikem piesahlo 4,5krat limit vychazejici zusneseni vlady Ceské
republiky. Jako feSeni této situace doporucuji spalovani stoviku spolecné s obilnou slamou.

Diky svym do hloubky rostoucim a vétvicim se kofentim se Stovik hodi jako opatieni proti
erozi. Mohly by z n€j byt vytvofeny protierozni pasy nebo by mohl byt péstovan na svazitych

pozemcich, kde by méla voda moznost se vsaknout (Honsova, 2012).
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Zkoumana byla také moznost vyuziti $toviku krmného odridy K-1 ve fytoremediaci
(Zhuang et al., 2007; Zhuang et al., 2005), konkrétn¢ schopnost extrahovat Cd, Pb a Zn
z pudy. Stovik K-1 vsak nevykazoval schopnost akumulovat dostate¢né mnozstvi ani jednoho

Z uvedenych kovt.

Obr. 1: St'ovik krmny p¥ed sklizni (foto David Novotny, 2007)
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2.3 Skuidci a choroby $toviku krmného

Jako hlavni skudci jsou na S$toviku krmném uvadéni zlatohlavek, diepcik (druhy
neupiesnény) (Petiikova et. al., 2006) a mandelinka fedkvickova (Gastrophysa viridula)
(Ustak, 2012).

O houbovych chorobach je uvadéno pouze to, ze ve vlhkych letech byvaji listy napadany
antrakn6zou (pivodce neni uvadeén). Sporadicky se zacatkem cCervence miize vyskytnout
cerkosporidza (pavodce neni uvadén) (Ustak, 2012).

Vjizni &asti Ceské republiky byl zaznamenan vyskyt viru PVX (potato virus X) na
Stoviku, coz by mohlo zplsobit problémy pii ochran¢ brambor. Dosud byl vyskyt tohoto viru
u brambor uspésné kontrolovan zejména vhodnym stifidanim plodin na polich, bylo by tedy
zapotiebi upravit osevni pldn tak, aby nebyl Stovik a brambory péstovany na stejném
pozemku po sob¢ (Petrzik, 2009).

Stovik krmny nebyl jinak systematicky zkouman, co se vyskytu chorob tyée, ani u nas, ani

ve SVEte.
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2.4 Interakce mandelinky Fedkvickové a hub na §toviku

Jak bylo fe¢eno vySe mandelinka fedkvickova (Gastrophysa viridula) je ¢astym skudcem
stoviku krmného (Ustak, 2012). U jinych druhi $toviku byl zkouman vliv mandelinky
fedkvickové na rlst Stovikd, ale i jeji interakce s houbovymi patogeny a moznost vyuZziti
mandelinky a téchto patogent pfi biologickém boji s invaznimi nebo pfemnozenymi druhy
Stoviku. Tento vztah by mohl mit vyznam i pfi péstovani Stoviku krmného.

Hatcher et al. (1994) sledovali vliv soucasné infekce rzi Uromyces rumicis a pozerkem
mandelinkou na vyvoj a rast 2 druhi $tovika. U stovikd Rumex obtusifolius a R. crispus se
vlivem piasobeni rzi a naslednym pozerkem mandelinky zvysil negativni dopad na rast.
Spole¢ny negativni vliv na obristani semenackd po zimé a na podzimni riist byl pak potvrzen
(Hatcher, 1996), byl pozorovan i nepfiznivy vliv na kvalitu a velikost kotenl.. Z téchto
diivodu je zkoumana moznost vyuziti infekce U. rumicis a G. viridula pii biologickém boji se
Stoviky, toto vyuziti je vSak problematické jak pro obtizné uvadéni do praxe tak proto, ze
mandelinka napadd a plsobi zna¢né ztraty i na zemédé€lskych plodindch a okrasnych
rostlinach (Martinkova et Hon¢€k, 2004).

Pozerek mandelinkou fedkvi¢kovou snizuje infekci R. obtusifolius houbovymi patogeny —
Uromyces rumicis, Venturia rumicis a Ramularia rubella. Navozena rezistence vici témto
patogeniim je ziejmeé systémova (alespon u U. rumicis a V. rumicis) a mohla by byt navozena
takovymi latkami, jako jsou kyselina jasmonova a salicylova. Naproti tomu nakaza jednim
Z téchto patogenti zvySovala pravdépodobnost a rozsah infekce druhym patogenem (Hatcher
et Paul, 2000).

Obr. 2: Mandelinka Fedkvi¢kova (Gastrophysa viridula). (Foto: Miroslav Fiala, 2009)
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2.5 Houby stovikii

Jak bylo feceno vyse, nebyl stovik krmny zkoumén na vyskyt hub, mizeme vSak ocekavat,

ze slozeni jeho mykobioty se alespon Castecné piekryva s jinymi druhy $tovika. V tabulce

¢. 1 jsou uvedeny jak patogenni tak saprotrofni houby.

Tab. 1: Patogenni a saprotrofni houby $toviki

Jméno houby Systevmatlc,ke Patogen/ Napﬁldena Hostitelské druhy Literatura
zafazeni saprofyt cast

Ascochyta foliicola Pleosporales Patogen listy Rumex spp. Brandenburger,
1985

Ascochyta rumicis-patientiae Pleosporales Patogen listy Rumex spp. Brandenburger,
1985

Chalara urceolata Incertae sedis Saprofyt | stonek Ellis et Ellis,
1997

Crocicreas cyathoideum var. Helotiales Saprofyt | stonek R. acetosa Ellis et Ellis,

cacaliae 1997

Dasyscyphus sulphureus = Helotiales Saprofyt | stonek Ellis et Ellis,

Belonidium sulphureum 1997

Dendryphiella vinosa Pleosporales Saprofyt | stonek Ellis et Ellis,
1997

Diaporthe pardalota Diaporthales Saprofyt | stonek Ellis et Ellis,
1997

Erysiphe polygoni = E. betae Erysiphales Patogen listy Rumex spp. Brandenburger,
1985

Helotium consobrinum = Helotiales Saprofyt | stonek nejcastéji na Ellis et Ellis,

Hymenoscyphus consobrinus R. acetosella a 1997

R. conglomeratus

Hymenoscyphus rumicis Helotiales Saprofyt | plody R. acetosa Ellis et Ellis,
1997

Hymenoscyphus scutula Helotiales Saprofyt | stonek Ellis et Ellis,
1997

Keissleriella gallica Pleosporales Saprofyt | stonek R. acetosa Ellis et Ellis,
1997

Leptosphaeria macrospora = Pleosporales Saprofyt | stonek Ellis et Ellis,

Paraleptosphaeria macrospora 1997

Leptosphaeria ogilviensis Pleosporales Saprofyt | stonek Ellis et Ellis,
1997

Leveillula sp. Erysiphales Patogen listy Rumex spp. Brandenburger,
1985

Mollisia polygoni = Helotiales Saprofyt | stonek R. acetosella Ellis et Ellis,

Pyrenopeziza polygoni 1997

Ovularia canegricola Capnodiales Patogen listy Rumex spp. Brandenburger,
1985

Ovularia obliqua Capnodiales Patogen listy Rumex spp. Brandenburger,
1985
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Peronospora rumicis Peronosporales Patogen listy R. acetosa, Ellis et Ellis,
R. acetosella 1997;
Brandenburger,
1985
Phomopsis durandiana Diaporthales Saprofyt | stonek R. acetosa, Ellis et Ellis,
R. obtusifolius 1997
Phyllosticta acetosae Botryosphaeriales | Patogen listy Rumex spp. Brandenburger,
1985
Phyllosticta acetosellae = Botryosphaeriales | Patogen listy Rumex spp. Brandenburger,
Phoma acetosellae 1985
Phyllosticta rumicis Botryosphaeriales | Patogen listy Rumex spp. Brandenburger,
1985
Physoderma majus Blastocladiales Patogen listy Rumex spp. Brandenburger,
1985
Plagiostoma devexum Diaporthales Saprofyt | stonek R. obtusifolius Ellis et Ellis,
1997
Puccinia acetosae Pucciniales Patogen listy R. acetosa, Ellis et Ellis,
R. acetosella 1997;
Brandenburger,
1985
Puccinia biformis Pucciniales Patogen listy Rumex spp. Brandenburger,
1985
Puccinia ornata Pucciniales Patogen listy Rumex spp. Brandenburger,
1985
Puccinia pachyphloea Pucciniales Patogen listy Rumex spp. Brandenburger,
1985
Puccinia pedunculata Pucciniales Patogen listy Rumex spp. Brandenburger,
1985
Puccinia phragmitis Pucciniales Patogen listy R. acetosa, Ellis et Ellis,
R. conglomeratus, |1997;
R. crispus, Brandenburger,
R. hydrolapathum, | 1985
R obtusifolius
Puccinia rumicicola Pucciniales Patogen listy Rumex spp. Brandenburger,
1985
Ramularia bulgarica Capnodiales Patogen listy Rumex spp. Brandenburger,
1985
Ramularia circumfusa Capnodiales Patogen listy Rumex spp. Brandenburger,
1985
Ramularia decipiens Capnodiales Patogen listy Rumex spp. Brandenburger,
1985
Ramularia pratensis Capnodiales Patogen listy R. acetosa, R. Ellis et Ellis,
acetosella, R. 1997,
hydrolapathum Brandenburger,
1985
Ramularia rubella Capnodiales Patogen listy R. acetosa, R. Ellis et Ellis,
conglomeratus, R. | 1997
crispus, R.
obtusifolius
Ramularia rumicis Capnodiales Patogen listy Rumex spp. Brandenburger,
1985
Ramularia rumicis-crispi Capnodiales Patogen listy Rumex spp. Brandenburger,
1985
Ramularia rumicis-scutati Capnodiales Patogen listy Rumex spp. Brandenburger,
1985
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Rhizoctonia crocorum = Cantharellales Patogen kofeny Rumex spp. Brandenburger,
Helicobasidium purpureum 1985
Sclerotinia fuckeliana = Helotiales Saprofyt | stonek Ellis et Ellis,
Botryotinia fuckeliana 1997
Septoria rumicis Capnodiales Patogen listy Rumex spp. Brandenburger,
1985
Sphaeropsis sp. Botryosphaeriales | Patogen listy Rumex spp. Brandenburger,
1985
Synchytrium anomalum Chytridiales Patogen listy Rumex spp. Brandenburger,
1985
Torula herbarum Incertae sedis Saprofyt | stonek Ellis et Ellis,
1997
Uromyces acetosae Pucciniales Patogen listy R. acetosa, Ellis et Ellis,
R. acetosella 1997;
Brandenburger,
1985
Uromyces alpinus Pucciniales Patogen listy Rumex spp. Brandenburger,
1985
Uromyces polygoni-aviculariae | Pucciniales Patogen listy R. acetosella Ellis et Ellis,
1997;
Brandenburger,
1985
Uromyces rumicis Pucciniales Patogen listy R. conglomeratus, | Ellis et Ellis,
R. crispus, 1997;
R. hydrolapathum, | Brandenburger,
R. obtusifolius, 1985; Silva et
R. maritimus, al. 1997
R. sanguineus,
R. pulcher
Uromyces tingitanus Pucciniales Patogen listy Rumex spp. Brandenburger,
1985
Urophlyctis ruebsaameni Blastocladiales Patogen kotfeny Rumex spp. Brandenburger,
1985
Urophlyctis sp. = Blastocladiales Patogen kvéty Rumex spp. Brandenburger,
Physoderma sp. 1985
Ustilago goeppertiana = Ustilaginales Patogen listy Rumex spp. Brandenburger,
Microbotryum goeppertianum 1985
Ustilago kuehneana Ustilaginales Patogen |semenik, |R. acetosa, Ellis et Ellis,
prasniky, |R. acetosella, 1997,
stonek, list | R. crispus Brandenburger,
1985
Ustilago parlatorei = Ustilaginales Patogen listy Rumex spp. Brandenburger,
Microbotryum parlatorei 1985
Ustilago stygia = Microbotryum | Ustilaginales Patogen kvéty Rumex spp. Brandenburger,
stygium 1985
Ustilago warmingii = Ustilaginales Patogen listy Rumex spp. Brandenburger,
Microbotryum warmingii 1985
Venturia rumicis Pleosporales Patogen listy R. acetosa, Ellis et Ellis,
R. acetosella, 1997,
R. crispus, Brandenburger,
R. obtusifolius 1985
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Eriksen et al. (2002) uvadi, Zze R. longifolius vytvaii arbuskularni mykorhizu, i kdyz ji
nalezli jen v malém poctu pozorovanych vzorkl kofenti. Hyfy sledovali i uvniti kotent
R. acetosella, ale nenasli zadné arbuskuly ani vesikuly.

U extrakti z n€kolika druhii §tovikll byla také zkoumana jejich schopnost potlacovat
nékteré patogenni houby, zejména patogeny kulturnich plodin. Rist a sporulaci in vitro u hub
Fusarium solani a Drechslera biseptata omezil ¢i zastavil extrakt R. vesicarius (Abu-Taleb
etal., 2011). Jako velmi u¢inny se ukdzal pii pokusech také extrakt R. crispus proti
zavaznému patogenu jeémene — Erysiphe graminis f. sp. hordei a dale proti houbé
Sphaerotheca fuliginea - patogenu okurek (Kim et al., 2004). Takovéto extrakty by byly
vhodnou alternativou syntetickym fungicidim a mohly by byt vyuzivany v integrované
ochran¢ zemédélskych plodin.

Mame-li mluvit o endofytech je potfeba si tento pojem vymezit, existuje totiz nékolik
definic endofytismu. Podle ptiivodni definice De Baryho (1866, podle Petrini, 1986) jde prosté
o organismus zijici uvniti tkani hostitele (jako protiklad epifytii, zZijicich na povrchu). Toto
vymezeni vSak bylo nedostate¢né. Carroll (1986) z endofytl vylucuje mykorhizni houby a
potencidlni patogeny a dal$i houby, které mohou rist i vné¢ svého hostitele. V soucasnosti
vSak chapeme endofyty podle definice Petriniho (1991), kterd je pro praxi asi nejlépe
uchopitelnd. Endofytem je kazda houba, ktera travi alespon ¢ast svého zivotniho cyklu uvnitt
tkani svého hostitele bez vnéjsich projevl choroby. Latentni patogeny, saprofyty i epifyty,
vSechny mohou byt v nékteré ¢asti svého zivota endofyty.

Petriniho definici (Petrini, 1991) odpovida také metodika izolace endofytii. Cast rostliny,
Z které chceme endofyty izolovat povrchové sterilizujeme a umistime na zivné médium.
Kazda houba, kterd pak ze vzorku vyroste je povazovana za endofyt. Tohoto postupu a
definice se drzi i tato prace.

Na zéklad€ Petriniho definice, také miZeme predpokladat, Ze mnohé z vySe uvedenych
patogeni a saprofytl jsou v ¢asti svého zivotniho cyklu 1 endofyty.
vyznam endofytl pro zemédé€lstvi je, ze nekteré endofyty mohou fungovat jako antagonisté
houbovych patogenti a navozovat rezistenci viici herbivorim (Cheplick et Clay, 1988; Matta,
1971 a Ku¢ et Hammerschmidt, 1978; podle Carroll, 1986). Zaroven, jak bylo zminéno vyse,
jsou nékteré endofyty v jiné Casti zivotniho cyklu patogeny, rostliny s takovym endofytem
pak mohou fungovat jako rezervoar téchto hub.

Endofyty u $tovikii obecné¢ nebyly moc zkoumany. U R. acetosa byly jako nejcastéjsi

endofyty kofene v zimé zjistény zluté zbarvené druhy kvasinek, a v listech Penicillium sp.
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V 1ét¢ potom v listech dominovalo Septofusidium elegantulum a v kofenech
Cylindrocarpon sp. V obou c¢astech rostliny se pak objevovalo Cladosporium sp.
a Alternaria sp. Dale bylo z kofene izolovano Helicosporium phragmitis znamé diive jen
z lipnicovitych (Poaceae), pak nékolik zastupci fadu Mucorales (Absidia, Mucor,
Zygorhynchus), ve studii bohuzel chybi celkovy soupis identifikovanych endofyti. Celkové
vsak R. acetosa hostil mensi spektrum druhi nez druhé dvé rostliny, s nimiz byl porovnavan,
tedy Cirsium arvense a Plantago lanceolata. Tento zavér je vysvétlovan antifungalnim

ucinkem nékterych chemickych slozek stoviku (Wearn et al., 2012).
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ITS

var.

f. sp.

sp.

2.6 Seznam pouzitych zkratek

anglicky internal transcribed spacer, mezernik mezi sekvenci malé a velké

ribozomalni podjednotky
latinsky forma, forma druhu

latinsky varietas, varieta druhu

latinsky forma specialis, obvykle oznaéeni pro druh parazita specializovany na

ur¢itého hostitele

latinsky species, oznac¢eni druhu uréitého rodu
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3. MATERIAL A METODY

3.1 Lokality

Vzorky stoviku byly odebirany ze ¢tyt lokalit. Dv€ lokality se nachazi ve vys$si nadmoiské
vySce — u obci Pohoti (okres Klatovy; stied pole GPS: N 49°25.46252', E 13°31.71915" a asi
660 m n.m.) a Stipoklasy (okres Klatovy; GPS: N 49°24.86097', E 13°32.01385' a asi 640 m
n.m.) a dvé lokality v niziné — u obci Lubnik (okres Usti nad Orlici; GPS: N 49°53.14423', E
16°39.30535' a asi 370 m n.m.) a Knézice (okres Nymburk; GPS: N 50°15.51555', E
15°18.64093' a asi 220 m n.m.). Na vSech téchto lokalitach byl stovik krmny péstovan jiz asi
7 let, jedna se tedy o star$i zavedeny porost.

Na téchto lokalitach byl proveden agrochemicky rozbor pid dle Mehlicha 3. Vysledky
rozbord jsou uvedeny v tabulce 2 a 3. Jak je vidét z vysledkd, lokality se lisi zejména

V obsahu pfijatelnych zivin, coz mize mit vliv na vitalitu rostlin na daném misté.

Tab.2: Vysledky agrochemického rozboru pid

Pidni reakce | Pidnireakce | SuSina Obsah ptijatelnych Zivin mg/kg pidy v susiné
Lokalita pH/KCI pH/H20 % P K Ca Mg
Pohofti 4,40 5,42 97,95 105 192 1054 108
Stipoklasy 5,70 6,52 98,13 224 805 1823 198
Lubnik 5,77 6,80 97,96 53,2 117 2566 160
KnéZice 6,14 7,18 96,09 46,8 402 5637 348

Tab. 3: Vysledky agrochemického rozboru pid

Cox Humus Nt Poti‘eba vapnéni
Lokalita % suSiny % suSiny % suSiny CaO g/ha
Pohoti 2,03 3,50 0,177 31,50
Stiipoklasy 2,50 4,31 0,214 10,10
Lubnik 1,65 2,84 0,142 8,00
Knézice 3,42 5,90 0,260 5,50
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S TIPOKUASY,

.}
Obr. 4 a 5: Poloha lokalit: ¢ervené je vyznacena lokalita se §t'ovikem, na obr. 4 — u obce

Pohof¥i, na obr. 5 — u obce Stipoklasy. (mapa — www.seznam.cz, 2013)

21



7.

Obr. 6 a 7: Poloha lokalit: ¢ervené je vyznacena lokalita se §t’'ovikem, na obr. 6 — u obce

Lubnik, na obr. 7 — u obce KnéZice. (mapa — www.seznam.cz, 2013)
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3.2 Odbéry

V sezén€ roku 2011 probéhly tii odbéry z kazdé lokality, prvni na pfelomu dubna a kvétna,
druhy na ptelomu kvétna a Cervna a tieti na konci ¢ervna pied zaschnutim Stoviku.

Pii kazdém odbéru bylo sebrano 20 nahodné vybranych zdravych (tj. bez skvrnitosti listu
¢i stonku, bez hnilob) rostlin i s kofenem pro izolaci endofytickych hub, z odbéru byly
vytazeny i rostliny napadené mandelinkou fedkvi¢kovou. Pokud se vyskytovaly rostliny se
skvrnitostmi listu ¢i stonku, bylo odebrano 20 postiZzenych listi ¢i stonkd (nebo oboji) pro
izolaci hub asociovanych se skvrnitostmi.

Celkem bylo ze ¢tyt lokalit odebrano 240 zdravych rostlin stoviku. Z kazdé této rostliny
byly odebrany vzorky z vegetativnich organti — kotene, stonku a listu. Z jedné rostliny tak
byly zaloZeny celkem 3 Petriho misky, z nichz na kazdé bylo 5 segmentli dané¢ho rostlinného
organu. Z celkového poctu 240 rostlin, tak bylo zaloZzeno 720 primarnich misek, na nichz bylo
3600 segmentl.

Vzorky se skvrnitostmi byly odebirany dle moznosti — vyskytu skvrn. Pii poslednim
odbéru uz nebylo mozné na dvou lokalitach (Pohoii a Stipoklasy) odebrat listy se skvrnitosti,
protoze takto poSkozené rostliny zasychaly dfive nez ty zdravé. Zaschlé listy nebyly
odebirany. Pfi prvnim odbéru jesté nebyly skvrnitosti Gplné rozvinuté, takze nebyl odebran
cely pocet 20 vzorkd.

Celkem bylo odebrano 171 stonkt a 169 listG se skvrnitostmi. V tabulce €. 4 je piehled
odebranych vzorkl. Celkem bylo zalozeno 340 primarnich misek se 1700 segmenty ze skvrn

(855 segmentl skvrn stonku a 845 listu).

Tab. 4: Piehled odebranych vzorki.

odbér 1. 2. 3. Celkem
lokalita stonek | list |stonek| list |stonek | list | stonek | list
Lubnik 0 0 20 20 20 20 40| 40
KnéZice 6 14 20 20 20 20 46| 54
Stipoklasy 2| 18 20| 20 20 0 42| 38
Pohori 3 17 20 20 20 0 43| 37
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Obr. 9: Skvrnitost stonku (foto Hana Jand’ourkova)
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3.3 Sterilizace a izolace vzorku

Endofyty byly izolovany z kofene, stonku i listu zdravych rostlin, kazda tato cast byla
povrchové sterilizovana 15 s v 70% ethanolu, 1 min. v 100% NaClO (obsah volného chloru
11%; od firmy Penta) a 15 sv 70% ethanolu. Nasledn¢ byly vzorky sterilné roziezany na
segmenty o velikosti cca 0,5 x 0,5 cm (x 0,5 cm v pripadé¢ stonku a kofene) a umistény po péti
na Petriho misky o priméru 9 cm s 2% sladinovym agarem (2% MA; agar od firmy
Dr. Kulich Pharma s.r.o., Hradec Kralové; sladinovy extrakt od firmy Hefe Schweiz AG pod
obchodnim nazvem DiaMalt) a chloramphenicolem (5mg/l). Vzorky byly inkubovany pfi
25°C a svételném rezimu 12h svétlo/12h tma.

Houby asociované se skvrnitostmi byly izolovany z napadenych listii a stonkti, kazda tato
Cast byla sterilizovana 15 s v 70% ethanolu, 30 s v 100% NaCIlO a 15 s v 70% ethanolu. Dalsi

postup byl stejny jako u vzorkd ze zdravych rostlin.
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3.4 Urcovani izolovanych hub

Narostlé kolonie ze vzorki kofentl, stonkt a listil byly nejprve rozfazeny do morfotypu dle
morfologickych znakt makroskopickych i mikroskopickych. Pak byly sporulujici houby
urcovany podle makroskopickych i mikroskopickych znakti. Z morfotypti byl vybran vzdy
jeden reprezentativni izolat, z n&jz byla izolovana DNA a z ni byl osekvenovan tsek ITS, tak
bylo urc¢eni hub ovéteno i molekularné-geneticky.

DNA byla izolovana komer¢ni sadou Ultra Clean Microbial DNA Isolation Kit (MoBio
Laboratories, Inc.), s vyuzitim pfistroji Vortex — Genie 2 (MoBio Laboratories, Inc.), Dry
Block Heating Thermostat (Bio TDB-100, Biosan) a centrifugy Mikro 200 (Hettich
Zentrifugen). Obsah DNA byl pak ovéien gelovou elektroforézou (gel pro elektroforézu — 1%
agardza, SeaKem LE Agarose, Cambrex). Z ribozomalni DNA pak byla amlifikovana oblast
ITS (ITS1-1TS2) svyuzitim primera ITS1 a ITS4. Slozeni reakéni smési je uvedeno
v tabulce ¢. 5.

Tab. 5: SloZeni reakéni smési pro PCR, celkovy objem 25 pl.

Objem

Reagencie v ul
H,O pro PCR 19,1
PCR pufr (10x) 2,5
MgCl, (25 mM) 15
Primer ITS1 (100 uM) 0,25
Primer ITS4 (100 uM) 0,25
Smés ANTP (25 mM) 0,2
Taq DNA polymeraza (5 U/ul) | 0,2
DNA 1

Tab. 6: Sekvence pouzitych primeri.

ITS1 |5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’
ITS4 |5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’

Amplifikace samotna pak byla provedena v termocykleru Gradient Cycler (PTC-200
Peltier Thermal Cycler). Pro ptecisténi ziskanych vzorkl byly pouzity sady QIAquick Gel
Extraction Kit firmy Qiagen a QIAgiuck PCR Purification Kit, dle doporu¢eného postupu.
Gel pro precisténi byl 1,5% agardza.

Sekvenaci provedla laboratof sekvenace DNA Pfirodovédecké fakulty UK v Praze.

Ziskané sekvence byly porovnany s databazi GenBank s vyuzitim algoritmu BLAST.

26



3.5 Infek¢ni pokus

Z hub asociovanych se skvrnitostmi byly vybrany druhy potencialné patogenni (tedy ty
druhy, o nichz je znamo, ze mohou u riiznych druht rostlin zptisobovat choroby) pro infekcni
pokusy. V nesterilnich laboratornich podminkach (smés nesterilni pudy 1:1 — substrat pro
pokojové rostliny a raselina od firmy Agro; kvétina¢e; komora s fizenou teplotou — 25°C den
a 16°C noc; svételny rezim: 14h den/10noc; zalivka dle potteby) byly vypéstovany rostliny
Stoviku ze semen. Ty byly postiikem infikovany roztokem spor a rozdrceného mycelia
vybranych hub, od kazdého druhu houby tii Zivotaschopné kmeny, koncentrace v roztoku
byla asi 10* spor/ml. Celkovy objem roztoku asi 50 ml od kazdého kmenu, do kazdého
roztoku byla jako smécedlo ptiddna jedna kapka Tween 20. Kazdym kmenem byly infikovany
4 rostliny, u jednoho listu kazdé rostliny byla jemné skalpelem naruSena povrchova vrstva,
coz simulovalo bézné mechanické poskozeni a vstupni branu pro infekce. Jako kontrola byly
ponechany ve stejnych podminkéch 4 rostliny bez infekce, dale 4 rostliny postfikané vodou a
4 rostliny s jednim listem poskozenym a postiikané vodou. Po postiiku byly rostliny na dva
dny zakryty igelitovymi sacky, dokud roztok dostatecné nezaschl. Nasledné byly rostliny tii
tydny inkubovany a vzdy po tydnu kontrolovany na vyskyt skvrnitosti.

==
=
——
=
=
=

[
| W

Obr. 10: Rostliny $t'oviku po postFiku roztokem spor pirekryté igelitovymi sacky

(foto Hana Jand’ourkova).
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3.6 Analyza dat

Pro porovnani Cetnosti jednotlivych druhii jsem pouzila pocet rostlinnych organd, tedy
vzorkli, kolonizovanych danou houbou. Po vydéleni tohoto cisla celkovym poctem
odebranych vzorki rostlinnych organti jsem dostala relativni ¢etnost tohoto druhu. Pro vétsi
nazornost jsem ji pak prostym vynasobenim 100 ptfevedla na procenta. Je nutno uvést, ze
Z jednoho vzorku muze vyrust vice riznych hub, takze soucet procent ¢etnosti ndm neda 100.
Navic mnoho vzorkl zustalo sterilnich, takze neni mozno prostym souctem dojit k poctu
100%.

Jak bylo uvedeno vyse v metodice, jeden vzorek rostlinného organu byl vzdy rozfezan na
pet ¢asti, v nékolika tabulkach je uvedena cetnost hub i vzhledem k poc¢tu kolonizovanych
segmentd. Relativni cetnost kolonizovanych segmentii byla vypocitdna podle stejného
postupu jako u vzorkd.

Pti tvorbé grafli se srovnanim Cetnosti jsem pouzila opét relativni ¢etnost druhti vztazenou

k po¢tu odebranych vzorkt rostlinnych organt v daném odbéru.
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4. VYSLEDKY

4.1 Houby Stoviku krmného

Izolované houby z ¢asti uréené morfologicky a z ¢asti molekularné jsou uvedeny

v tabulkach ¢. 7 a 8. Nékolik morfotypti se nepodatilo urit (v kultufe zistaly sterilni) ani

S pouzitim databaze GenBank, kde byla dana sekvence identifikovana pouze jako Uncultured

fungus. Tyto morfotypy jsou oznaCeny jako Mycelium sterilium a fimskou ¢islici.

Taxonomické zafazeni je podle MycoBank a Index Fungorum.

Tab. 7: Endofytické houby izolované ze zdravych rostlin.

v

Taxon Celed’ Rad Tiida Oddéleni
Rhizopus arrhizus var. arrhizus Rhizopodaceae Mucorales Incertae sedis Zygomycota
Botrytis cinerea Sclerotiniaceae Helotiales Leotiomycetes
Aspergillus fumigatus
Aspergillus versicolor . . .
p. g - — Trichocomaceae Eurotiales Eurotiomycetes
Penicillium sp. (snad brasiliense)
Penicillium sp. 2
Cladosporium cladosporioides Davidiellaceae Capnodiales
Aureobasidium pullulans Dothioraceae Dothideales .
Dothideomycetes
Epi m nigrum
s COCC[_J gn Pleosporaceae Pleosporales
Alternaria alternata
Ascomycota

Clonostachys rosea f. rosea

Clonostachys rosea f. catenulata

Bionectriaceae

Fusarium proliferatum

Fusarium oxysporum

Nectriaceae

Acremonium strictum typ 1

Acremonium strictum typ 2

Acremonium sp.

Acremonium - like

Incertae sedis

Hypocreales

Verticillium dahliae

Plectosphaerellaceae

Incertae sedis

Sordariomycetes

Mycelium sterilium |

Mycelium sterilium 111

Mycelium sterilium V

Mycelium sterilium VI

Mycelium sterilium VII

Incertae sedis

Incertae sedis

Incertae sedis

Incertae sedis
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Tab. 8: Houby izolované ze skvrnitosti.

v

Taxon Celed’ Rad Trida Oddéleni
Rhizopus arrhizus var. arrhizus Rhizopodaceae Mucorales Incertae sedis Zygomycota
Botrytis cinerea Sclerotiniaceae Helotiales Leotiomycetes
Aspergillus versicolor
Aspergillus sp. 1 Trichocomaceae Eurotiales Eurotiomycetes
Aspergillus sp. 2
Penicillium sp. 2
Cladosporium cladosporioides Davidiellaceae Capnodiales
Aureobasidium pullulans Dothioraceae Dothideales .
- - Dothideomycetes
Epicoccum nigrum Pleosporaceae Pleosporales
Alternaria alternata
Phomopsis sp. Diaporthaceae Diaporthales
Clonostachys rosea f. rosea Ascomycota

Clonostachys rosea f. catenulata

Bionectriaceae

Fusarium proliferatum

Fusarium oxysporum

Fusarium sp.

Nectriaceae

Acrostalagmus luteoalbus

Hypocreaceae

Acremonium strictum typ 1

Acremonium strictum typ 2

Acremonium sp.

Acremonium - like

Incertae sedis

Hypocreales

Verticillium dahliae

Plectosphaerellaceae

Incertae sedis

Sordariomycetes

Mycelium sterilium |

Mycelium sterilium 11

Mycelium sterilium 111

Mycelium sterilium 1V

Mycelium sterilium V

Mycelium sterilium VI

Mycelium sterilium VII

Incertae sedis

Incertae sedis

Incertae sedis

Incertae sedis
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4.2 Endofytické houby Stoviku krmného

V tabulce €. 9 je soupis izolovanych hub s pocty, v jakych se vyskytovaly na rostlinném
organu — vzorku rostliny (celkovy pocet 720) a na jednotlivych segmentech na Petriho
miskach (celkovy pocet 3600). Z jednoho rostlinného organu samoziejmé Casto vyrostlo
nékolik riznych druhti hub. Mnoho segmenti zlstalo sterilnich nebo z nich vyrostly
kvasinky, které vSak nebyly urovany a byl zaznamenan jen jejich vyskyt, stejné jako byl
zaznamenan pocet sterilnich segmenti. Neni uveden celkovy pocCet a procento
kolonizovanych rostlinnych organti, protoze prosty soucet procent by byl vyssi nez 100.
Zatim nejsou rozliSeny jednotlivé orgdny rostliny a cetnost hub se tyka celkové mykobioty
zdravé rostliny.

Vibec nejcastéjsi endofytickou houbou izolovanou ze $toviku krmného byla Clonostachys
rosea f. rosea, vyskytovala se na vice nez 13% rostlinnych organi a 8,5% segmentt rostlin.
Druhé nejéastéjsi bylo Cladosporium cladosporioides (10% a 6,7%). Zadna z dalsich hub
nepiesahla 10% kolonizovanych rostlinnych organt a 5% kolonizovanych segmentii. Zato
mnoho hub bylo na méné nez 1% rostlinnych organi (tedy na méné nez 5 rtiznych vzorcich) -
Fusarium proliferatum, Aureobasidium pullulans, Fusarium oxysporum, Mycelium sterilium
VI, Penicillium sp. 2, Botrytis cinerea, Mycelium sterilium V.

Ve vysledcich je také uvedeno Acremonium strictum typ 1 a typ 2, pii morfologickém
ur¢ovani byl tento druh rozélenén do dvou skupin mirné se liSicich ve vzhledu kolonie na
misce i ve velikosti konidii, které byly u typu 1 mensi. Pfi molekularni analyze byly tyto dva
typy slouceny v jeden druh, ja jsem se vSak ve vétSiné ptipadd, pro uvedené drobné

morfologické rozdily, rozhodla zachovat déleni do dvou typi
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Tab. 9: Druhy endofytickych hub izolovanych ze zdravych rostlin §t'oviku. Poéty hub

vztaZzené K poctu rostlinnych organii a segmentii, z nichZ byly izolovany.

Endofyty Pocet kolonizovanych: % kolonizovanych
Houba rost. organi | segmentli | rost. organi | segmenti
Clonostachys rosea f. rosea 96 309 13,33% 8,58%
Cladosporium cladosporioides 72 242 10,00% 6,72%
Rhizopus arrhizus var. arrhizus 56 142 7,78% 3,94%
Alternaria alternata 47 169 6,53% 4,69%
Acremonium strictum typ 1 46 163 6,39% 4,53%
Penicillium sp. (snad brasiliense) 42 102 5,83% 2,83%
Epicoccum nigrum 42 108 5,83% 3,00%
Aspergillus fumigatus 30 89 4,17% 2,47%
Mycelium sterilium I11 27 64 3,75% 1,78%
Acremonium - like 27 78 3,75% 2,17%
Aspergillus versicolor 25 75 3,47% 2,08%
Acremonium strictum typ 2 22 77 3,06% 2,14%
Clonostachys rosea f. catenulata 16 47 2,22% 1,31%
Verticillium dahliae 12 37 1,67% 1,03%
Mycelium sterilium | 12 30 1,67% 0,83%
Acremonium sp. 11 23 1,53% 0,64%
Mycelium sterilium VI 9 34 1,25% 0,94%
Fusarium proliferatum 5 21 0,69% 0,58%
Aureobasidium pullulans 4 5 0,56% 0,14%
Fusarium oxysporum 3 13 0,42% 0,36%
Mycelium sterilium VII 3 9 0,42% 0,25%
Penicillium sp. 2 3 15 0,42% 0,42%
Botrytis cinerea 2 2 0,28% 0,06%
Mycelium sterilium V 1 5 0,14% 0,14%
Celkem kolonizovino --- 1859 --- 51,64%
Celkovy pocet rost.org./segmenti 720 3600 100,00% 100,00%0
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4.3 Mykobiota asociovana se skvrnitostmi

Stoviku krmného

Celkem bylo odebrano 340 vzorkl rostlin se skvrnitostmi (169 listt, 171 stonkt). V
tabulce ¢. 10 je piehled vysledkii opét vztazeny k poctu rostlinnych organt, z nichz byly
houby izolovany a k poctu segmentt (tedy vlastné jednotlivych skvrn). Opét nejsou rozliSeny
organy rostliny, ale jedna se o celkovou mykobiotu skvrnitosti.

Z vysledki je vidét, ze druhové slozeni se prili§ nelisi od endofytické mykobioty. Ve
skvnach bylo viubec nejcastéjsim druhem Acremonium strictum typ 1, které se vyskytovalo na
vice nez 18% vzorkl (respektive témét 14% vSech odebranych segmentt, tedy skvrn).
Dal§imi ¢etnymi druhy jsou Aureobasidium pullulans, Cladosporium cladosporioides,
Acremonium strictum typ 2 a kone¢né Clonostachys rosea f. rosea. Proti endofytim je zde
velké mnozstvi malo pocetnych druht tedy téch, které se vyskytly na méné nez 1%

listd/stonku.
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Tab. 10: Druhy hub izolovanych ze skvrnitosti §t'oviku. Po¢ty hub vztaZené k poctu

rostlinnych organii a segmentii, z nichZ byly izolovany.

Houby asociované se skvrnitostmi

Pocet kolonizovanych:

% kolonizovanych

Houba rost. organti | segmenti | rost. organi |segmenti

Acremonium strictum typ 1 63 236 18,53% 13,88%
Aureobasidium pullulans 48 120 14,12% 7,06%
Cladosporium cladosporioides 46 113 13,53% 6,65%
Acremonium strictum typ 2 30 92 8,82% 5,41%
Clonostachys rosea f. rosea 25 102 7,35% 6,00%
Fusarium proliferatum 24 85 7,06% 5,00%
Botrytis cinerea 23 80 6,76% 471%
Alternaria alternata 21 84 6,18% 4,94%
Mycelium sterilium | 19 61 5,59% 3,59%
Mycelium sterilium I11 18 65 5,29% 3,82%
Clonostachys rosea f. catenulata 10 25 2,94% 1,47%
Mycelium sterilium V 8 30 2,35% 1,76%
Mycelium sterilium VI 5 10 1,47% 0,59%
Mycelium sterilium VII 5 13 1,47% 0,76%
Acremonium-like 4 12 1,18% 0,71%
Mycelium sterilium Il 3 7 0,88% 0,41%
Fusarium oxysporum 3 15 0,88% 0,88%
Mycelium sterilium IV 3 10 0,88% 0,59%
Aspergillus sp. 2 3 6 0,88% 0,35%
Acrostalagmus luteoalbus 3 0,88% 0,41%
Penicillium sp. 2 3 0,88% 0,24%
Fusarium sp. 2 3 10 0,88% 0,59%
Acremonium sp. 2 5 0,59% 0,29%
Aspergillus versicolor 2 7 0,59% 0,41%
Phomopsis sp. 2 9 0,59% 0,53%
Aspergillus sp. 1 2 4 0,59% 0,24%
Rhizopus arrhizus var. arrhizus 2 6 0,59% 0,35%
Epicoccum nigrum 2 2 0,59% 0,12%
Verticillium dahliae 1 5 0,29% 0,29%
Celkem kolonizovano --- 1225 --- 72,06%
Celkovy pocet rost.org./segmentii 340 1700 100,00% 100,00%
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4.4 Rozdily ve sloZeni mykobioty

mezi rostlinnymi organy

Druhové slozeni endofytické mykobioty zdravych rostlin se mezi jednotlivymi ¢astmi
rostliny pfili§ neliSilo, ale vyraznég se liSilo v Cetnosti téchto druhti. Kofen §t'oviku byl vyrazné
vice kolonizovan nez nadzemni ¢asti, segmentll kolonizovanych néjakym druhem houby bylo
témé&i dvakrat vice nez u stonku a listu. Tento rozdil je patrny i u nékterych cetnéjSich druht
jako jsou: C. rosea f. rosea, C. cladosporioides, A strictum typ 1, Penicillium sp., E. nigrum
nebo Mycelium sterilium 111, jichz bylo izolovano nékolikanasobné vic z kofene nez ze stonku
nebo listu. A. alternata a A. strictum typu 2 pak byly nejcetnéjsi na stonku. R. arrhizus byl
nejcetnéj$i na listu, relativni cetnost tohoto druhu na listu v§ak jen mirné pfesdhla Cetnost na

kofeni.

Graf 1: Srovnani relativni ¢etnosti jednotlivych druhii endofyti v kofeni, stonku a listu.
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Tab. 11: Srovnani relativni ¢etnosti a po¢tu kmenii izolovanych z rostlinnych organi

jednotlivych druht endofyti v kofeni, stonku a listu.

kofen stonek list
pocet rel. pocet rel. pocet rel.
kmenG |cetnost |kmend |Cetnost |kmenl |cEetnost

C. rosea f. rosea 48 0,200 22 0,092 26 0,108
C. cladosporioides 39 0,163 18 0,075 15 0,063
R. arrhizus 20 0,083 14 0,058 22 0,092
A. alternata 8 0,033 25 0,104 14 0,058
A. strictum typ 1 19 0,079 9 0,038 18 0,075
Penicillium sp. 24 0,100 10 0,042 8 0,033
E. nigrum 32 0,133 1 0,004 9 0,038
A. fumigatus 13 0,054 6 0,025 11 0,046
Mycelium sterilium Ill 19 0,079 4 0,017 4 0,017
Acremonium - like 11 0,046 6 0,025 10 0,042
A. versicolor 14 0,058 9 0,038 2 0,008
A. strictum typ 2 6 0,025 11 0,046 5 0,021
C. rosea f. catenulata 8 0,033 3 0,013 5 0,021
V. dahliae 4 0,017 2 0,008 6 0,025
Mycelium sterilium | 8 0,033 3 0,013 1 0,004
Acremonium sp. 3 0,013 3 0,013 5 0,021
Mycelium sterilium VI 6 0,025 1 0,004 2 0,008
F. proliferatum 3 0,013 1 0,004 1 0,004
A. pullulans 2 0,008 1 0,004 1 0,004
F. oxysporum 2 0,008 1 0,004 0 0,000
Mycelium sterilium VI 0 0,000 3 0,013 0 0,000
Penicillium sp. 2 1 0,004 1 0,004 1 0,004
B. cinerea 1 0,004 1 0,004 0 0,000
Mycelium sterilium V 1 0,004 0 0,000 0 0,000
Celkem odebranych

vzorku rostlin 240 240 240
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U hub izolovanych ze skvrn se také piili§ neliSilo druhové sloZzeni mezi listem a stonkem, u
n¢kolika druhii byl v§ak vyrazny rozdil v ¢etnosti.

A. strictum typ 1 i 2 se vyrazné vice vyskytovalo na listech a stejné tak Mycelium
sterilium III, kdezto A. alternata, C. rosea f. rosea, A. pullulans a Mycelium sterilium | byly
cetngjsi na stonku. Nékolik malo Cetnych druhti se vyskytovalo jen na jednom organu, ale
jednalo se o houby, které byly izolovany max. ve tfech ptipadech. Pouze na stonku se
vyskytly houby: Fusarium sp. 2, A. luteoalbus, Aspergillus sp. 2 a V. dahliae. Pouze z listu

byly izolovany houby A. versicolor a R. arrhizus.

Graf 2: Srovnani relativni ¢etnosti druhi hub ze skvrn na stonku a listu.
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jednotlivych druhi izolovanych ze skvrn na stonku a listu.

List Stonek
pocet kment |rel. Cetnost | pocet kmenl |rel. Cetnost

A. strictum typ 1 37 0,219 26 0,152
F. proliferatum 12 0,071 12 0,070
A. alternata 7 0,041 14 0,082
C. rosea f. rosea 10 0,059 15 0,088
A. strictum typ 2 20 0,118 10 0,058
C. cladosporioides 21 0,124 25 0,146
B. cinerea 13 0,077 10 0,058
A. pullulans 12 0,071 36 0,211
Mycelium sterilium | 6 0,036 13 0,076
V. dahliae 0 0,000 1 0,006
Acremonium sp. 1 0,006 1 0,006
Mycelium sterilium || 2 0,012 1 0,006
F. oxysporum 2 0,012 1 0,006
A. versicolor 2 0,012 0 0,000
Acremonium-like 2 0,012 2 0,012
Phomopsis sp. 1 0,006 1 0,006
Mycelium sterilium lll 11 0,065 7 0,041
Aspergillus sp. 1 1 0,006 1 0,006
R. arrhizus 2 0,012 0 0,000
Mycelium sterilium IV 1 0,006 2 0,012
Aspergillus sp. 2 0 0,000 3 0,018
Mycelium sterilium V 5 0,030 3 0,018
A. luteoalbus 0 0,000 3 0,018
C. rosea f. catenulata 4 0,024 6 0,035
E. nigrum 1 0,006 1 0,006
Mycelium sterilium VI 1 0,006 4 0,023
Penicillium sp. 2 2 0,012 1 0,006
Mycelium sterilium VIl 2 0,012 3 0,018
Fusarium sp. 2 0 0,000 3 0,018
Celkem odebranych

vzorku rostlin 169 171

Tab. 12: Srovnani relativni ¢etnosti a po¢tu kmenii (izolovanych z rostlinného organu)
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4.5 Zmény mykobioty v prabéhu sezony

U nékterych druhtt hub byl zaznamenan vyvoj v ¢etnosti béhem sezony. Porovnany byly
zmény V mykobioté jednotlivych rostlinnych organt, vztazené K jejich relativni Cetnosti
Vv daném odbéru. Zahrnuty byly pouze houby, které byly cetnéjsi (celkové se vyskytovaly
alespoit v 1% pftipadl), protoze u velmi malo pocetnych druhd by nemélo porovnani
vypovidaci hodnotu. V grafech jsou pak znazornény druhy, u nichz byly zaznamenany
vyznamné zmény v cetnosti béhem sezony.

Penicillium sp., Epicoccum nigrum a Mycelium sterilium VI kupodivu v endofytické
mykobioté kofene béhem sezony ubyvaly, vyrazné vSak piibyvalo Mycelium sterilium 11l a

také Acremonium — like.

Graf 3: Vyvoj endofytickych hub béhem sezony (relativni ¢etnost) v kofeni.
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V endofytické mykobioté stonku ubyvalo pouze Penicillium sp., ostatni houby, u nichz byl
sledovan vyvoj, pfibyvaly, jednalo se o: Clonostachys rosea f. rosea, Cladosporium
cladosporioides, Rhizopus arrhizus var. arrhizus a Acremonium strictum typ 2.

A. strictum typu 2, C. rosea f. rosea a Alternaria alternata pribyvaly v endofytické

mykobioté zdravych listi.
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Graf 4: Vyvoj endofytickych hub béhem sezony (relativni cetnost) ve stonku
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Graf 5: Vyvoj endofytickych hub béhem sezony (relativni ¢etnost) v listu.
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Z mykobioty skvrnitosti stonku vyrazné pfibyvalo 6 druhti hub: Aureobasidium pullulans,
A. alternata, Fusarium proliferatum, A.strictum typ 2, Mycelium sterilium 1 a Botrytis
cinerea. Ve skvrnitostech listi pak pribyvaly: C. cladosporioides, A. strictum typ 2,

F. proliferatum, Mycelium sterilium 11l a Alternaria alternata.

Graf 6: Vyvoj hub ze skvrnitosti béhem sezony (relativni ¢etnost) ve stonku
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Graf 7: Vyvoj hub ze skvrnitosti béhem sezony (relativni ¢etnost) v listu

0,250

0,200 /

/M —4—C. cladosporioides
0,150 .
== A. strictum typ 2
—=—F. proliferatum
0,100 €

W i My celium sterilium |11

=== A alternata
0,050
0,000 7 / T ]

41



4.6 Srovnani druhového sloZeni a Cetnosti jednotlivych
druht endofytické mykobioty a hub asociovanych se

skvrnitostmi

Srovnanim celkové mykobioty rostlin pozorujeme, ze nékteré druhy se vyskytovaly jen se
skvrnitostmi a dva druhy jen mezi endofyty. Pouze endofytické byly houby A. fumigatus
a Penicillium sp. Pouze ve skvrnitostech se pak vyskytovali A. luteoalbus, Aspergillus sp. 1
a 2, Fusarium sp. 2, Mycelium sterilium Il a IV a Phomopsis sp.

Pfi srovnani mykobioty zdravych stonkt a stonkli se skvrnami vyplyva, Ze se jeji slozeni
vyrazné lisi a li$i se i Cetnost druhti. Celkem 12 druhd se vyskytovalo jen v jednom typu
mykobioty. Navic A. pullulans, které bylo viibec nejéetnéj$im druhem ve skvrnitostech bylo
jen malo zastoupeno v mykobioté zdravych rostlin.

Podobné tomu bylo i na listech, zde se 11 druhti vyskytlo pouze v jednom typu mykobioty
listli. 3 druhy izolované ze $toviku se pak na listech nevyskytovaly vibec. A. strictum typ 1
i 2 a A. pullulans byly vyrazné ¢etnéjsi ve skvrnitostech, R. arrhizus a C. rosea f. rosea zase

na zdravych rostlinach.

Graf 8: Srovnani mykobioty stonki zdravych rostlin a skvrnitosti (relativni ¢etnost)

Modie — endofyty, ervené - skvrnitosti.
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Tab. 13:

Srovnani mykobioty stonkii zdravych rostlin a skvrnitosti, houby Fazeny podle

relativni Cetnosti.

stonek - rel. stonek - rel.

Endofyty cetnost Skvrnitosti Cetnost
A. alternata 0,104 | A. pullulans 0,211
C. rosea f. rosea 0,092 | A. strictum typ 1 0,152
C. cladosporioides 0,075 | C. cladosporioides 0,146
R. arrhizus 0,058 | C. rosea f. rosea 0,088
A. strictum typ 2 0,046 | A. alternata 0,082
Penicillium sp. 0,042 | Mycelium sterilium | 0,076
A. strictum typ 1 0,038 | F. proliferatum 0,070
A. versicolor 0,038 | A. strictum typ 2 0,058
A. fumigatus 0,025 | B. cinerea 0,058
Acremonium - like 0,025 | Mycelium sterilium 11l 0,041
Mycelium sterilium Il| 0,017 | C. rosea f. catenulata 0,035
C. rosea f. catenulata 0,013 | Mycelium sterilium VI 0,023
Mycelium sterilium | 0,013 | Mycelium sterilium V 0,018
Acremonium sp. 0,013 | A. luteoalbus 0,018
Mycelium sterilium VIl 0,013 | Mycelium sterilium VI 0,018
V. dahliae 0,008 | Fusarium sp. 2 0,018
E. nigrum 0,004 | Aspergillus sp. 2 0,018
Mycelium sterilium VI 0,004 | Mycelium sterilium IV 0,012
F. proliferatum 0,004 | Acremonium-like 0,012
A. pullulans 0,004 | Acremonium sp. 0,006
F. oxysporum 0,004 | Mycelium sterilium 1| 0,006
Penicillium sp. 2 0,004 | F. oxysporum 0,006
B. cinerea 0,004 | Phomopsis sp. 0,006
Mycelium sterilium V 0,000 | Aspergillus sp. 1 0,006
E. nigrum 0,006
Penicillium sp. 2 0,006
V. dahliae 0,006
A. versicolor 0,000
R. arrhizus 0,000
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relativni Cetnosti.

listy - listy -

Endofyty rel.cetnost | Skvrnitosti rel.cetnost
C. rosea f. rosea 0,108 | A. strictum typ 1 0,219
R. arrhizus 0,092 | C. cladosporioides 0,124
A. strictum typ 1 0,075 | A. strictum typ 2 0,118
C. cladosporioides 0,063 | B. cinerea 0,077
A. alternata 0,058 | F. proliferatum 0,071
A. fumigatus 0,046 | A. pullulans 0,071
Acremonium - like 0,042 | Mycelium sterilium 1l 0,065
E. nigrum 0,038 | C. rosea f. rosea 0,059
Penicillium sp. 0,033 | A. alternata 0,041
V. dahliae 0,025 | Mycelium sterilium | 0,036
A. strictum typ 2 0,021 | Mycelium sterilium \V 0,030
C. rosea f. catenulata 0,021 | C. rosea f. catenulata 0,024
Acremonium sp. 0,021 | F. oxysporum 0,012
Mycelium sterilium Il 0,017 | A. versicolor 0,012
A. versicolor 0,008 | Acremonium-like 0,012
Mycelium sterilium VI 0,008 | R. arrhizus 0,012
Mycelium sterilium | 0,004 | Penicillium sp. 2 0,012
F. proliferatum 0,004 | Mycelium sterilium VI 0,012
A. pullulans 0,004 | Mycelium sterilium 1l 0,012
Penicillium sp. 2 0,004 | Phomopsis sp. 0,006
F. oxysporum 0,000 | Aspergillus sp. 1 0,006
Mycelium sterilium VI 0,000 | Mycelium sterilium IV 0,006
B. cinerea 0,000 | E. nigrum 0,006
Mycelium sterilium \V 0,000 | Mycelium sterilium VI 0,006

Acremonium sp. 0,006

V. dahliae 0,000

Aspergillus sp. 2 0,000

A. luteoalbus 0,000

Fusarium sp. 2 0,000

Tab. 14: Srovnani mykobioty listi zdravych rostlin a skvrnitosti, houby Fazeny podle
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4.7 Srovnani mykobioty lokalit

Druhové slozeni lokalit se také pfili§ nelisilo, nékolik malo druhi se vsak vyskytlo jen na
jedné lokalité. Z endofytu Slo o A. pullulans a Mycelium sterilium V. KdeZto u skvrnitosti §lo
0 V. dahliae, Phomopsis sp., Mycelium sterilium VI a VII.

A. pullulans i Mycelium sterilium V se v8ak bézné vyskytovaly na vSech lokalitaich mezi
skvrnitostmi. Podobné tomu bylo i u skvrnitosti, pouze Phomopsis sp. byla nalezena pouze na
lokalité u Stipoklas.

Ostatni druhy endofytické i ze skvrnitosti se nalézaly minimdlné¢ na dvou lokalitach,
obvykle vSak na vSech. Pokud na néjaké lokalité urcity druh chybél, obvykle se jednalo o
malo podetny druh, ktery byl i na ostatnich lokalitach izolovan jednou nebo dvakrat. Zadné
statisticky vyznamné rozdily mezi mykobiotou lokalit, ale nebyly zaznamenany.

Prestoze se tedy lokality lisily jak v kvalité porostu, tak v podminkach pro rust §toviku,

nebyl vyrazny rozdil ve sloZzeni mykobioty.
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4.8 Infek¢ni pokus

Z hub izolovanych ze skvrnitosti byly vybrany sporulujici potencidlné patogenni druhy.
Piestoze Fusarium proliferatum bylo pomérné ¢astym druhem, V kultufe neochotné
sporulovaly jen dva kmeny, ostatni zlstavaly sterilni. Z pokusii tedy byly vylouc¢eny vSechny
Spatné rostouci a sporulujici kultury, aby byl vyloucen fale$sné negativni vysledek. Z tohoto
diuvodu bylo vylouéeno i Acremonium strictum, znamy patogen, zpusobujici rizna poSkozeni
Sirokého spektra rostlin. A. strictum vsak kultufe sporulovalo jen kratce po izolaci z rostliny a
pak ziejmé velmi rychle degenerovalo a zistavalo sterilni. Pro infekéni pokus tak byly
pouzity druhy Phomopsis sp., Alternaria alternata, Botrytis cinerea, Cladosporium
cladosporioides. Od kazdého tohoto druhu byly vybrany tii vitalni kmeny, od Phomopsis sp.
byly vybrany dva — jeden ze stonku a jeden z listu, tieti pochazel z pfedchozich pokusnych
odbért ve VURV v Ruzyni.

Rostliny byly vzdy po tydnu zkontrolovany, zda se na nich neobjevily skvrny. Ale ani po

skonceni pozorovani se neobjevily zndmky skvrnitosti ani jinych nekrotickych zmén.

Obr.11: Rostliny tésné po aplikaci roztoku spor. Obr. 12: Rostliny po jednom tydnu.

Foto Hana Jand’ourkova.
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Obr. 14: Detail listd, tfi tydny od aplikace (foto Hana Jand’ourkova).

48



4.9 Phomopsis sp.

Houba izolovana jako Phomopsis sp. byla pomoci sekvenovani (a databaze GenBank)
piifazena k teleomorfé Diaporthe eres.

Houba Phomopsis sp. vSak nebyla nijak pocetnym druhem, mezi endofyty se nevyskytla
ani jednou a ze skvrn byla izolovana jen dvakrat. Jedenkrat byla izolovana z listu (ze vSech
péti segmentl) a jedenkrat ze stonku (ze Ctyf segmenttl), v obou piipadech se jednalo o pole u

Stipoklas v druhém odbéru. Oba kmeny byly pouZity pii infekénim pokusu (viz. kapitola 4.8).
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5. DISKUZE

5.1 Metodika

Izolovano bylo pomérné malo druhti, coz je ale pravdépodobné zpisobeno samotnym
Stovikem, protoze Stoviky i mnohé jiné rostliny celedi Polygonaceae maji antibakteridlni a
antimykotické ucinky (Hussain et al., 2010) a i v pfedchozich studiich endofyti $tovikl byla
zjisténa pomérn¢ malad druhova diverzita (Wearn et al., 2012). Metoda sterilizace vzorkt byla
dikladn¢ vyzkousena rok pied odbéry rostlin pro diplomovou praci. Vyzkouseno bylo celkem
10 ruznych variant sterilizace, z nichz vét$ina byla pfili$ slaba (nizka koncentrace NaClO) a
ve vzorcich pak rostly pouze epifytické kontaminanty typu Penicillium a Aspergillus.
Nepomohlo ani zvySeni koncentrace ethanolu, kdy naopak vzorky zistaly uplné sterilni nebo
vyrostly pouze bakterie. Pomohlo az zvySeni koncentrace chlornanu sodného. Vzhledem
k tomu, Ze soucasné probihalo testovani sterilizace i u dalSich dvou rostlin (¢irok, ozdobnice),
je mozno srovnani — u téchto dvou rostlin nebylo zapotiebi tak vysoké koncentrace chlornanu
a ze zkuSebnich vzorkl vyristalo az dvakrat tolik hub nez ze vzorki $toviku. Rozdil tedy
musi byt jiz v samotné rostling Stoviku.

Metodickym problémem v pribéhu prace byl pomérné vysoky pocet sterilnich morfotypt
(zGstaly sterilni po celou dobu od izolace), mnohé také rostly velice pomalu (po dvou
mésicich nebyl primér kolonie ani 1,5 cm). Tyto morfotypy pak byly vysoce nachylné ke
kontaminaci rychle rostoucimi houbami zejména pak Clonostachys rosea. Z tohoto dtiivodu se
nepodafilo u dvou morfotypli oznacenych jako Mycelium sterilium izolovat dostate¢né
mnozstvi ¢isté DNA pro sekvenaci. Zbylé morfotypy oznacené jako Mycelium sterilium se
nepodafilo v databazi GenBank ztotoZnit S uréenym druhem houby, nejblize byly vzorky
ozna¢ené¢ Uncultured fungus nebo Sterile endophyte, zfejmé se tedy jednd o Spatné
kultivovatelné a v kultute t€Zko sporulujici houby. Tyto morfotypy vsak nebyly piili§ Cetné
(max. 2,5%).

Sekvenace ITS useku, byla dostate¢né tispésna u nejvice ¢etnych druhd. U nékterych vSak
stacila pouze na urceni do rodu, coz ale mize byt zptisobeno nejen nedostatecnou variabilitou
useku ITS, ale i nedostatky v samotné databazi GenBank, protoze se ¢asto jedna o skupiny
hub obtizné uréitelné do druhu (napt. Acremonium). V n¢kolika pfipadech byla sekvence se
stejnou podporou ztotoznéna se dvéma druhy jednoho rodu a nebylo tedy mozno rozhodnout,

o ktery se jedna.
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5.2 Antifungalni ucinky $t’oviku

Jak uz bylo zminovéno Stoviky a pfibuzné rody celedi Polygonaceae maji antibakterialni
a antifungalni ucinky.

Antifungalni ucinky byly potvrzeny udruhu Rumex crispus, jehoz extrakt byl proti
Erysiphe graminis f. sp. hordei u¢inné&jsi nez nékteré fungicidy. Tento roztok byl testovan na
mladych rostlinkach je¢mene spoleéné s roztokem z Achyrantes japonica, ale ucinek
R. crispus na E. graminis byl vétsi (Kim et al., 2004). Tyto ucinky R. crispus byly podrobné&ji
zkoumany. Z R. crispus byly izolovany tfi latky: chrysophanol, parietin a nepodin, vSechny tfi
vykazovaly antifungalni G&inky. Uginky t&chto latek byly testovany nejen na Erysiphe
graminis (syn. Blumeria graminis), ale i na péti dalSich patogennich houbach: Magnaporthe
grisea, Corticium sasaki, Botrytis cinerea, Phytophthora infestans a Puccinia recondita.
Parietin mé&l nejvétsi antifungalni ucinek, i kdyz z testovanych hub extrakty z R. crispus
vyrazné potlacovaly pouze M. grisea a E. graminis. Tato studie je o to zajimavéjsi, Ze
produkce nepodinu byla prokazana také u R. patientia, z n¢hoz byl vySlechtén §tovik krmny
(Choi et al., 2004). Jsou znamy i G¢inky R. vesicarius na rast a sporulaci patogennich hub
Drechslera biseptata a Fusarium solani (Abu-Taleb et al., 2011). Antifungalni aktivita byla
prokazana i u dal$ich druht $toviku. Zkoumany byly extrakty z kotene a listu. Extrakt
z Rumex hastatus mél inhibujici G¢inek na Helminthosporium maydis a Aspergillus niger,
mensi uc¢inky pak na houby Fusarium solani, Aspergillus flavus a Alternaria solani. Inhibujici
ucinek na F. solani vSak vykazoval Rumex dentatus, ktery ale na H. maydis, A. niger,
A. flavus a A.solani mél méné vyrazny Gcinek. Extrakt z Rumex nepalensis nejvice pisobil na
A. niger, mén¢ pak na A. flavus a A. solani, neti¢inkoval na F. solani a H. maydis (Hussain et
al., 2010). Schopnost potlacovat rust riznych hub tak nemuzeme pausalizovat na cely rod
Rumex.

Pokud uvazime tyto prokdzané antifungélni G¢€inky u rGznych druhti $toviku, je méné
ptekvapiva pomérné malda rozmanitost druhli hub izolovanych ze Stoviku krmného.
V ptipadnych dalSich studiich by bylo zajimavé zjistit, zda §tovik krmny obsahuje stejné jako
R. patientia latku s antifungalnim ucinkem nepodin a zda neobsahuje jesté nckteré dalsi

antifungalni a antibakterialni latky, které by mohly byt vyuzity v ochrané rostlin.
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5.3 Druhova skladba mykobioty Stoviku krmného

Antifungélni u€inky st'oviku, pokud bychom je méli za prokézané, by mohly ovliviiovat 1
druhovou skladbu mykobioty $toviku.

Zajimava je pomérné velka cetnost Clonostachys rosea f. rosea (ale i C. rosea f.
catenulata), ktera je vyuzivana v biologické ochrané proti nékterym dal§im houbam. C. rosea
je totiz mykoparaziticka houba nalezejici do fadu Hypocreales. Jeji teleomorfou je Bionectria
ochroleuca (podle MycoBank). U¢inky C. rosea byly prokazany pfi oetieni semen obilovin,
zde vykazovala téméf stejnou uGcinnost proti patogenu Fusarium culmorum jako chemické
fungicidy (Jensen et al., 2000). Dalsi druhy rodu Fusarium jsou také soucasti takzvaného
PRRC komplexu (pea root rot complex), ktery napada hrasek (Pisum sativum), C.rosea
dokazala uspé$né potlacovat tyto houby. PRRC je tvofen houbami Alternaria alternata,
Aphanomyces euteiches, Fusarium oxysporum f. sp. pisi, F. solani f. sp. pisi, Mycosphaerella
pinodes, Pythium spp., Rhizoctonia solani a Sclerotinia sclerotiorum. Uginek C. rosea proti
témto houbam byl opét srovnatelny nebo vétsi nez ucinek chemickych fungicid (Xue, 2003).
Také C.rosea f. catenulata ma antagonistické G¢inky na F. oxysporum (f. sp. radicis-
cucumerinum), které byly prokazany pti inokulaci kotenti okurky (Chatterton et al., 2008). Ze
Stoviku krmného vSak bylo izolovano nékolik druht rodu Fusarium — F. proliferatum,
F oxysporum a jeden neurceny druh. Pfesto by vyskyt C. rosea mohl na né mit vliv, protoze
v kultufe vétSina kmend jen neochotné sporulovala. Kmeny tak mohly byt oslabené vlivem
delsi doby spolecného rlstu ve stejné Casti rostliny, dokonce i na stejné primarni misce
Vv kultufe, s C. rosea. Jako antagonista se C.rosea osvédcila také proti Botrytis cinerea
(teleomorfa: Botryotinia fuckeliana) pii oSetieni jahodniku (Cota et al., 2008). B. cinerea se
celkem hojné vyskytovala také ve skvrnitostech na §toviku krmném, na zdravych rostlinach
vSak jen velmi malo, kdeZto C.rosea byla na zdravych rostlinach viibec nejcastéjSim
endofytem. Je vSak otazka, jestli je zde skutecn& spojitost a C. rosea muze jako endofyt
potlacovat vyskyt B. cinerea. Mechanismus u¢inku proti houbovym patogentim rostlin byl
Caste¢né odhalen u C. rosea f. catenulata, u které byla prokazana produkce chitinazy a -1,3-
glukanazy. Vytvarela také struktury podobné apresoriim a jeji hyfy se ovijely okolo hyf
patogena (Pythium) (Chatterton et Punja, 2009).

Acremonium strictum bylo odhaleno jako mykoparazit patogenni houby Helminthosporium
solani av souvislosti stim se zacalo uvazovat o vyziti A. strictum v biologické ochrané
brambor (Rivera-Varas et al., 2007). A. strictum dale inhibovalo rist také u B. cinerea (Ja et

al., 2008). A.strictum je vSak i samo patogenni houbou. Siroké spektrum piiznaki bylo
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pozorovano napiiklad na kukufici (Tagne et al., 2002) a ptibuzném ciroku (Bandyopadhyay et
al., 1987). Vzhledem k tomu, Ze se v CR péstuje kukufice na nezanedbatelné plose poli,
mohlo by byt riskantni nejen vyuziti A. strictum v biologické ochrang, ale je na povazenou, ze
ve Stoviku krmném bylo velice Cetné. Nebyla sice prokdzana patogenita téchto kmend, ale
piesto by stovik mohl byt rezervoarem pro patogenni kmeny A. strictum.

Antifungalni uc¢inky a vyuziti v biologické ochrané¢ je dobie znamo také u houby
Aureobasidium pullulans. Na jablkach je prokazana jeho uCinnost proti B. cinerea a
Penicillium expansum (Ippolito et al., 2000). Uginek je v§ak mnohem §irsi, funguje také proti
Penicillium digitatum na grapefruitu, Rhizopus stolonifer a Aspergillus niger na hroznovém
vinu a rajcatech a mnoha dalsich rostlinach (Schena et al., 1999).

Epicoccum nigrum, kromé toho Ze je patogenni, je vyuzitelné i v biologické ochrané
rostlin. Napiiklad roztok E.nigrum samostatné nebo spoleéné s chemickymi fungicidy
pomaha kontrolovat vyskyt houby Monilinia sp. zpusobujici hnédou hnilobu broskvi (Larena
et al., 2005).

A. strictum, A. pullulans, E. nigrum a C. rosea by tedy ve spojitosti s antifungalnimi
ucinky latek obsazenych ve $toviku mohly ovliviiovat druhovou skladbu jeho mykobioty.

Dalsi cetn¢jsi druhy izolované ze stoviku jsou bud’ béznymi endofyty, saprofyty nebo
patogeny rostlin (Ellis et Ellis, 1997, Brandenburger, 1985). Vyskyt né&kterych
(Cladosporium, Alternaria a Penicillium) souhlasi stim, co izoloval z R. acetosa Wearn
(Wearn et al., 2012).

Pfi srovnani endofytické mykobioty zdravych stonk a mykobioty skvrnitosti stonkl
vyplynulo, ze 12 druhi hub se vyskytlo jen v jedné z variant. Jednalo se ale jen o mén¢ Cetné
druhy. Zajimavé je, Zze A. pullulans, houba velmi Cetna ve skvrnitostech stonku, se mezi
endofyty vyskytovala jen malo. Mezi endofyty stonku pak byly nejcast&jsi A. alternata,
C. rosea f. rosea a C. cladosporioides, kdezto ve skvrnitostech bylo nejcastéjsi A. pullulans,
A. strictum typ 1 a C. cladosporioides. Kryje se tak pouze vyskyt bézné endofytické houby
C. cladosporioides. Mykobiota listii se také liSila, 11 druhti bylo bud’ na zdravych listech,
nebo ve skvrnach. Spektrum nejcetnéjSich druhti vSak bylo podobné, mezi endofyty byli
nejcastéjsi C. rosea f. rosea, R. arrhizus, A.strictum typ 1 a C. cladosporioides a mezi
skvrnitostmi listu A. strictum typ 1 a 2, C. cladosporioides a B. cinerea. Lisi se tedy ¢etnosti
C.rosea f. rosea, R. arrhizus a B. cinerea. Pfi¢emz vime, ze B. cinerea je patogenni a tak
muZe mit souvislost se skvrnitostmi.

Ze srovnani ¢etnosti jednotlivych druht vidime, Ze druhové zastoupeni se mezi rostlinnymi

organy piili§ neli8i, ale v néckolika pfipadech se vyrazné liSila cCetnost téchto druht.
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A. alternata byla cetnéj$i na stonku jak u endofytl, tak u hub ze skvrnitosti, kdezto
A. strictum typu 1 bylo ¢etnéjsi na listech (ale u endofytt také na kofeni). Nemizeme vsak na
zéklad¢é vysledkil jednoduse fici, ze davaji témto orgdniim ptednost, protoze kolonizovaly
i ostatni organy. Neni také jasna spojitost mezi preferenci kofene a listu, protoze koten
zustava v pude vice let, kdezto listy stoviku jsou pomérné kratkoveke.

Muzeme ale vysvétlit, pro¢ je kofen vice kolonizovan nez nadzemni ¢ésti. Koten u stoviku
krmného zUstava v piidé po mnoho let, zatimco nadzemni ¢asti kazdy rok odumiraji a také
jsou sklizeny, pro krmné ucely i nékolikrat ro¢n¢€, pro energetické ucely vzdy na zacatku
Cervence, hned po zaschnuti nadzemnich ¢asti. Houby tak mohou Vv koieni pietrvavat mnoho
let, kdezto nadzemni ¢asti musi byt kazdy rok kolonizovany znovu.

U nékterych druht hub mizeme sledovat vyvoj v Cetnosti béhem sezony. Pouze nékolik
druhti ubyvalo: E. nigrum, Mycelium sterilium VI a Penicillium sp., ve vSech piipadech se
jednalo o druhy endofytické mykobioty kofene, Penicillium sp. navic ubyvalo i ve stonku.
Tento jev bychom si mohli vysvétlit bud pfibyvanim jinych druhti hub, kompeti¢né
faktort. V endofytické mykobioté stonku i listu piibyvali C. rosea f. rosea a A. strictum typ 2,
v listu potom jest¢ A. alternata a ve stonku R. arrhizus a C. cladosporioides, v kofeni
ptibyvalo Acremonium — like a Mycelium sterilium III. Ve svrnitostech pfibyvaly A. alternata,
F. proliferatum a A. strictum typ 2, ve stonku navic A. pullulans, B. cinerea a Mycelium
sterilium 1, v listu C. cladosporioides a Mycelium sterilium Ill. Vidime tedy, ze A. strictum
typ 2 ptibyvalo ve vSech nadzemnich organech at’ jiz zdravych nebo se skvrnitostmi, stejné
tak pfibyvala A. alternata v obou typech mykobioty listd. Vzristajici ¢etnost F. proliferatum
a B. cinerea ve skvrnitostech by svéd¢ila pro jejich asociaci se skvrnami, i kdyz u B. cinerea
se neprokéazala schopnost tyto skvrny vytvafet. Ve zdravych listech a stoncich také nartstalo
zastoupeni houby C. rosea f. rosea, ktera by tak mohla chranit rostliny pied patogeny, jak jiz
bylo zminéno v diskuzi vyse. Vétsinou se Cetnost druhti hub v mykobioté neménila nebo se
jednalo o malo ¢etné druhy, kde nebylo mozno statisticky prikazné dokazat zménu.

Mykobiota lokalit se nijak vyrazné nelisila, coZ bychom mohli pfipsat tomu, ze pokud bylo
mozno na danych lokalitdich péstovat Stovik krmny jiz sedm let s poZzadovanymi vynosy
biomasy, nebylo okolni prostfedi limitujicim prvkem pro rostlinu ani pro jeji mykobiotu.
VéEtsi rozdily v mykobioté bychom patrn€é mohli sledovat pfi porovnani Cerstvé vysetého

porostu a porostu starSiho, kde by také houby nemé€ly moznost byt uchovavany v prezimujici

vrwe
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5.4 Vyhodnoceni infek¢niho pokusu

V infekénim pokusu byly pouzity houby, které jsou zndmymi patogeny riznych rostlin —
Cladosporium cladosporioides, Alternaria alternata, Botrytis cinerea a Phomopsis sp.
U zadného z testovanych kmenti se vSak neprokazala patogenita vic¢i rostlinam Stoviku.
Z4dna z uvedenych hub vsak neni znama jako patogen §toviku, Phomopsis durandiana je pak
pouze saprofytem R.acetosa a R.obtusifolius (Ellis et Ellis, 1997). Cladosporium a
Alternaria byly izolovany jako endofyty z R acetosa (Wearn et al., 2012). Acremonium
strictum a Fusarium sporulovaly v kultufe neochotné¢ a tak nebyly v infekénim pokusu
pouzity. Ale ani jeden z téchto druhti neni zndm jako patogen Stoviku.

Asi nejznaméjSimi patogeny St'oviki jsou Ramularia rubella, Venturia rumicis a Uromyces
rumicis (Hatcher et Paul, 2000; Silva et al., 1997; Hatcher et al., 1997; Hatcher et al., 1994).

U Zadné z hub izolovanych ze skvrnitosti se tedy neprokazalo, ze by $lo o plvodce

listovych nebo stonkovych skvrnitosti §toviku krmného.
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5.5 Phomopsis sp.

Phomopsis sp. (teleomorfa Diaporthe eres), byla jiz pii ptedchozich pokusnych odbérech
provedenych Davidem Novotnym ve VURV v Praze — Ruzyni izolovana ze skvrn na §toviku.
Phomopsis durandiana je pak znama jen jako saprofyt stonku (Ellis et Ellis, 1997).
V infekénim pokusu nebyla prokazana patogenita izolovanych kment. Takze muzeme

predpokladat, ze izolovany druh neni patogenem S$toviku krmného.

K Diaporthe eres Nitschke dle Index Fungorum nalezi jako synonymum nékolik anamorf
Phomopsis: P. ambigua Traverso, P. conorum (Sacc.) Died., P. controversa (Sacc.) Traverso,
P. oblonga (Desm.) Traverso, P. ophites (Sacc.) Traverso, P. velata (Sacc.) Traverso. Ani po

porovnani sekvenci ITS s databazi GenBank nemohl byt s urcitosti pfifazen druh.
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6. ZAVER

V této diplomové praci byla studovana endofyticka mykobiota zdravych rostlin stoviku
krmného a mykobiota skvrnitosti nadzemni ¢asti rostlin. Houby byly izolovany klasickou
kultivaéni metodou z kotene, stonku a listu zdravych rostlin a ze skvrn listu a stonku.
Kultivované houby byly roziazeny do morfotypii a ty pak byly morfologicky urcovany.
Z reprezentativnich kment morfotyp byla izolovana DNA a byl osekvenovan ITS usek.

Sekvence byly srovnany s databazi GenBank, byly tak ur¢eny i nékteré sterilni morfotypy.

Celkem bylo na s$toviku krmném identifikovano 31 morfotypti hub. Druhové slozeni
mykobioty zdravych rostlin a rostlin se skvrnitostmi se piili§ nelisilo. Mezi endofyty byli
nejcastéjsi Clonostachys rosea f. rosea, Cladosporium cladosporioides, Rhizopus arrhizus
var. arrhizus a Alternaria alternata, ze zdravych rostlin bylo izolovano celkem 24 morfotypu.
Ve skvrnach se pak nejcastéji vyskytovaly A. strictum, Aureobasidium pulluans, C.
cladosporioides, C. rosea f. rosea a Fusarium proliferatum, celkem se zde vyskytovalo 29

morfotypt.

Krom¢ druhu Phomopsis sp. nebyl zadny morfotyp nalezen pouze na jedné lokalité.
Phomopsis sp., ktera byla izolovana ze skvrn jiz pti pfedchozich pokusech v Praze-Ruzyni, se
vyskytovala pouze na poli u Stipoklas. V infekénim pokusu se ale neprokazal jeji patogenni
charakter. Alternaria alternata se vyskytovala vice na stonku a to jak u zdravych rostlin, tak u
téch se skvrnitostmi. Acremonium strictum typu 1 bylo pak cast&jsi na listech. U nékolika
druhtit mizeme sledovat vyvoj v Cetnosti béhem sezony, ostatni vSak byly zastoupeny celou

sezonu zhruba stejné.

V infekénim pokusu provedeném se sporulujicimi kmeny potencialné patogennich druhit
hub se neprokazalo, ze by néktery z nich zpiisoboval skvrnitosti. Zadna z izolovanych hub
také neni znama jako ptivodce onemocnéni rostlin §toviku. Nékteré druhy jsou vSak patogeny

jinych kulturnich plodin.
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