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ABSTRAKT

Rod Trichoderma - anamorfa rodu Hypocrea (Hypocreaceae,
Hypocreales, Sordariomycetes, Ascomycota) patii mezi saprotrofni vlaknité
mikromycety. Zastupci tohoto rodu jsou vyznamni ptfedevSim jako kosmopolitni
obyvatelé pidnich ekosystémi, véetné opadu a dievniho materialu. Tato prace shrnuje
vysledky studia izolattl patficich k rodu Trichoderma pochazejicich z tizemi Ceské
republiky, a to pfedevsim z pudy a opadu. V ramci diplomové prace bylo zpracovéano
celkem 267 izolatl. U vSech téchto izolath byla zjisténa druhova piisluSnost pomoci
fenotypovych znakti, UP-PRC fingerprintingu a genové sekvence oblasti tef la, ITS a
u kmenu AK 115/00 téz tiseku rpb2. Vysledkem studie byla identifikace 21 druhd rodu
Trichoderma patiicich do 4 sekci a nalezeni jednoho izolatu druhu dosud pro védu
neznamého. Druhy T. crassum, T. gamsii, T. ghanense, T. rossicum a T. longipile byly
v Ceské republice nalezeny poprvé. Z literarnich udaji a z vlastni studie vyplyva, Ze v
soutasné dobé je v CR zndmo 34 druhti rodu Trichoderma. V praci je diskutovana
nepfili§ velka spolehlivost identifikace nékterych druhii zaloZend jen na fenotypovych

znacich.

Kli¢ova slova: diversita, Trichoderma, Hypocrea, Ceska republika, Trichoderma sp.

nov.

ABSTRACT

Genus Trichoderma - anamorph of the genus Hypocrea (Hypocreaceae,
Hypocreales, Sordariomycetes, Ascomycota) belongs to saprotrophic filamentous
micromycetes. The representatives of this genus are known primarily as cosmopolitan
inhabitants of soil ecosystems, including leaf litter and woody debris. This work
summarizes the results of the study of isolates belonging to the genus Trichoderma
originating from the territory of the Czech Republic, mainly from soil and leaf litter.
During the study, altogether 267 isolates were analysed. For all of the isolates the
following methods were used: phenotypic characterisation, UP-PCR fingerprinting,
gene sequencing in tef la and ITS regions, and in the strain AK 115/00 also in rpb2



region. The main result of the study was the identification of 21 species of genus
Trichoderma belonging into 4 groups and discovery of one isolate of species yet
unknown to science. Species T. crassum, T. gamsii, T. ghanense, T. rossicum and T.
longipile were found in the Czech Republic for the first time. According to the
literature review and results of this study, 34 different Trichoderma species is
currently known from the Czech Republic. In the work there is also discussed low
reliability of identification of certain species based only on phenotypic characters.

Key words: diversity, Trichoderma, Hypocrea, Czech Republic, Trichoderma sp. nov.
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1 UVOD A CILE PRACE

Mikroskopické houby rodu Trichoderma patii mezi nejrozsifenéjsi houby na
Zemi. V piirod¢ maji velky vyznam piedevsim jako rozkladaci rostlinnych zbytka, ale
patii 1 k houbam c¢lovékem vyuzivanych v raznych odvétvich primyslu. Proto je
tomuto rodu v poslednich desetiletich vénovana zna¢na pozornost.

Studium druhové diverzity rodu Trichoderma piispiva k rozsifeni poznatki o
ekologii jednotlivych druht a k popisu druht novych, které jsou potencidlnimi
producenty fady biologicky aktivnich latek. Studie taxonomie a biodiverzity rodu
Trichoderma byly provadény v raznych Castech svéta; vEétsi mnozstvi informaci je
znamo predevsim pro oblast Severni Ameriky a Evropy, jejichz druhové zastoupeni je
V soucasné dob& pomérné dobie prozkoumano. Pfredev§im nekteré oblasti Evropy byly
studovany velmi detailn¢. Patrn€ nejobsahlejSim vyzkumem urcité biogeografické
oblasti bylo studium diverzity rodu Trichoderma v mirnych zemépisnych S$itkach
Evropy (Jaklitsch 2009, 2011). Tyto studie vedly k popisu mnoha novych druhi, které
vSak lze mnohdy rozpoznat pouze metodami molekuldrniho studia. Druhové urceni
izolati patiicich k rodu Trichoderma z tizemi Ceské republiky vsak bylo az na nékolik
vyjimek dosud zaloZeno pouze na fenotypovych znacich. Navic vétSina z téchto
publikovanych nalezti pochazi z doby, kdy bylo znamo jen 9-30 druhii rodu

Trichoderma.

Morfologické znaky druhti rodu Trichoderma v jejich dne$nim uzkém pojeti se
Casto prekryvaji, takze jejich identifikace jen na zdkladé morfologickych znaki je

dosti nespolehliva.

Cilem této studie bylo:

o prispét ke znalostem o druhové diverzité rodu Trichoderma na nasem tzemi
kombinaci morfologickych a molekularnich metod studia

o porovnat zjisténé vysledky s dosud zndmymi udaji o diverzité druhti rodu
Trichoderma z naseho izemi

o zhodnotit efektivitu pouzitého metodického pfistupu, stanovit, které druhy ¢i
skupiny druhti jsou nej€astéji zaménitelné pii pouziti pouze morfologickych metod a

vyvodit doporuceni pro druhovou identifikaci



2 LITERARNI PREHLED

2.1 TRICHODERMA (ANAMORFA RODU HYPOCREA)

2.1.1 Morfologie rodu

Rod Trichoderma je anamorfnim (nepohlavnim) stadiem rodu Hypocrea
(Hypocreaceae, Hypocreales, Sordariomycetes, Ascomycota); u nékterych druhi rodu
Trichoderma vsak neni teleomorfa znama. Trichoderma patii mezi saprotrofni
vlaknité mikromycety; vétSinu jejich zastupci lze v laboratornich podminkach snadno
kultivovat. Pfi kultivaci na agarovych médiich za standardnich podminek se pak
morfologické znaky mnohem Iépe pozoruji a hodnoti nez na ptirozenych substratech v
ptirodé (Domsch a kol. 2007). U izolati rodu Trichoderma se posuzuje zbarveni
kolonii, rychlost ristu na specifickych médiich a pti dané teploté, rychlost a typ
sporulace. Mikroskopicka charakteristika zahrnuje celkovou stavbu, délku a vétveni
konidiofort, postaveni a tvar konidiogennich bunék (tj. fialid), tvar, velikost a

zbarveni konidii, pfitomnost chlamydospor a sterilnich vldken (Bissett 1991a).

VétSina zastupct tohoto rodu utvéii kolonie zbarvené v dobé¢ zralosti zelen€.
Vyskytuji se vSak i druhy s bélavé zbarvenymi koloniemi. Zbarveni kolonii se s
dozréavajicimi sporami méni, zpravidla od bélavych k zluté az zelené. Sporulace miize
byt bud’ efusni, tj. konidiofory se tvofi rovnhomérné po celém povrchu kolonie, nebo
pustulatni, kdy houba tvoii chomackovité shluky konidioforti. Rust kolonii je obvykle
velmi rychly. Nejprve se vytvaii substratové mycelium, jehoZz tvorba se u jednotlivych
druht lisi dle pouzitého inkubaéniho média; vzdu$né mycelium nemusi byt vyrazné
vyvinuto. Velmi pfiznaény je pro nékteré trichodermy specificky €ichovy pocitek -
nejcasteji kokosové €1 kafrové viing (Gams a Bissett 1998).

Konidiofory jsou u rodu Trichoderma typicky bohaté opakované vétvené (Obr.
1). Nejcastéjsim zptisobem vétveni je pfitomnost hlavniho osniho vldkna nesouciho
pravidelné uspofadané boc¢ni vétve, které se apikdlnim smérem zkracuji. Vznika tak
typicky pyramidalni tvar konidioforu. Vétve pak byvaji vice ¢i méné divergentni,
odstupuji jednotlivé, ve dvojicich, poptipadé v preslenu. Vyskytuji se vSak i1 druhy

(sekce Pachybasium), které maji hlavni vlakno a primarni vétve zakonéeny sterilnimi



vybézky. Ty mohou byt rovné, lehce zakiivené ¢i na konci sto¢ené, na povrchu hladké
nebo bradavcité.

Fialidy (konidiogenni buiky) jsou takika vzdy umistény termindlné na
divergentnich vétvich konidioforl, Casto v parech ¢i trojicich, popfipade jednotlive.
Tvar fialid byva dosti rozmanity, nejcastéji jsou cylindrické, lahvickovité, Sidlovité,
nékdy az kulovité, na konci zizené v kréek (Gams a Bissett 1998).

Konidie jsou jednobunééné spory utvarené na konci fialid, kde se shlukuji do
kulovitych utvart. Zpravidla byvaji zelen¢ zbarvené, méné Casto pak zlutohnédé (
Trichoderma koningiopsis, T. viridescens), popiipadé bilé az svétle Sedé (T.
polysporum). Velikost, tvar a povrchova struktura konidii jsou nejvyznamnéjSimi
morfologickymi identifikaénimi znaky. Tvar konidii je nejcasteji kulovity, elipsovity,
obovoidni, protdhly az vélcovity. Na povrchu konidii nékterych druhl se vyskytuji
bradav¢ité ¢i blanité vyrustky, Castéji je vSak povrch konidii zcela hladky (Bissett
1991a).

U vétSiny druhi se lze setkat s vmezefenymi (interkalarnimi) ¢i koncovymi
(terminalnimi) chlamydosporami, obvykle umisténymi na kratkych vétvich. Ve
vétsin€ pripadl byvaji hladké, bezbarvé az Zlutavé, kulovité az elipsovité (Bissett
19914, b, c).
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3 PACHYBASIUM

HAMATUM POLYSPORUM PILULIFERUM HARZIANUM
TRICHODERMA
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SATURNISPORUM  PSEUDOKONING!I LONGIBRACHIATUM

Obr. 1: Tvary konidioforu a konidii charakteristické pro jednotlivé sekce rodu
Trichoderma (pievzato z prace Bissetta 1991a, upraveno dle aktudlni podoby systému

rodu Trichoderma).
2.1.2 Fylogeneze a systematické ¢lenéni rodu

Prvni systematické ¢lenéni rodu Trichoderma lze nalézt v praci ,,A revision of
the genus Trichoderma* (Rifai 1969), kde jsou jednotlivé druhy tohoto rodu rozdéleny
do deviti skupin (agregatii) na zakladé morfologie konidioforii. Soucasné systematické

Clenéni vychazi z Bissettovy prace (Bisset 1991a), ktery navazal na Rifaie a rovnéz
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rozdélil druhy dle morfologickych znaki. Charakterizoval 5 sekci rodu Trichoderma:
Pachybasium, Trichoderma, Saturnisporum, Longibrachiatum a Hypocreanum. V roce
1987 vsak doslo ke vélenéni sekce Saturnisporum do sekce Longibrachiatum (Doi a
kol. 1987). Soucasny systém rodu Trichoderma tak sestava ze Ctyf sekci, jehoz
zékladem je Rifaiovo Clenéni dle charakteru konidioforti, jednotlivé sekce vSak maji
spole¢né 1 dal$i morfologické znaky a vztahy k jednotlivym skupinam rodu Hypocrea.
Toto moderni schéma je téZ podpofeno na molekularni Grovni; jednotlivé sekce jsou
dale ¢lenény na uroven vétvi (,,clades”) (Druzhinina a Kopchinskiy 2004-2008).
V souéasné dob¢ je znamo 181 platné popsanych druhti rodu Trichoderma (viz Tab.
14 v kapitole Ptilohy). Nicméné pouze Cast téchto popsanych druhl je zmapovéna téz
molekularn€é. Druzhinina a Kopchinskyi (2004-2008) uvadéji na internetovych
strankach International Subcomission of Trichoderma/Hypocrea aktualni pocet
molekularné rozpoznavanych druhti rodu Trichoderma a Hypocrea, a to 114 druht (69
zastupct rodu Trichoderma). Tyto druhy jsou na zakladé fylogenetické piibuznosti
¢lenény do 4 sekci. Druhy neptibuzné uvedenym druhiim jsou fazeny do sekce ,,Lone
Lineages* (www.isth.info). V Tab. 1 je uveden ptehled v soucasnosti rozpoznavanych
druhli rozfazenych do jednotlivych sekci. Druhy oznacené kdédem nebyly zatim
formaln¢ popsané.

Vedle zastupct se znamym genetickym kdédem existuje i mnoho druhti tohoto
rodu uvadénych mezi platné popsanymi, kteti nejsou v soucasnosti vibec
rozpoznavany (napi. T. granulosum Fuckel 1870 ¢i T. vulpinum Fuckel 1874, jejichz
1zolaty ve svétovych sbirkach chybi).

Seznam platné popsanych druhd rodu Trichoderma a jejich spojeni s

teleomorfou (pfevzato z www.mycobank.org/) je uveden v Tab. 14 v kapitole Pfilohy.

2.1.3 Charakteristika sekci rodu Trichoderma/Hypocrea

2.1.3.1 Sekce TRICHODERMA

Kolonie byvaji zpravidla rychle rostouci (v zavislosti na druhu), vzdusné
mycelium nebyva pfili§ vyvinuté, vlockovité az pavucinovité se spodni stranou
nezbarvenou az nazloutlou. U nékterych zastupcii této sekce lze zaznamenat
charakteristickou kokosovou vlni. Sporulace byva jak efuzni (rozptylend), tak

soustfedénd v kompaktnich pustulech (shlucich konidioforti). Ty jsou nejdifive bilé,
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poté zpravidla nabyvaji zeleného zbarveni. Chlamydospory se obvykle cetné vyskytuji
u vétSiny druhti. Konidiofory jsou relativné uzké a zprohybané. Primarni vétve
vyrustaji vzdy zosniho vldkna s pravidelnymi rozestupy, vétSinou v parech c¢i
pieslenech po tfech; obvykle kratké a neptiliS vétvené. Fialidy zpravidla
lahvickovitého az Sidlovitého tvaru, byvaji na konidioforu pieslenité usporadané ve
dvojicich ¢i trojicich, mohou se vSak vyskytovat i péticetné piesleny. Konidie jsou
zelené (vyjimeéné hnédé), na povrchu hladké az vyrazné bradavcité; obvykle
obovoidni az elipsovité (Gams a Bissett 1998).

V soucasné dobé je do sekce fazeno 26 druhti rodu Trichoderma a Hypocrea

rozdélenych do 2 vétvi: Viride a Hamatum (viz Tab. 1).

2.1.3.2 Sekce PACHYBASIUM

Rist kolonii je z velké miry zavisly na daném druhu, sekce zahrnuje pomalu i
rychle rostouci zastupce. Spodni strana kolonie byva bezbarva, zlutava, nékdy
nacervenald. Lze se setkat se sporulaci efuzni nebo v chomaccich, nejcastéji vSak v
kompaktnich pustulech. Obvyklé zbarveni je bilé az Sedavé, zelené ¢i hnédé.
Konidiofory se Casto shlukuji do svazkii €1 pustul, opakované a pravidelné se vétvi,
vétve pak byvaji nejdelsi obvykle u baze konidioforu a dale se n¢kolikrat opakované
vétvi. Pomérné Casto nesou konidiofory charakteristicka sterilni zakonceni, vétSinou
jednoduchd, mohou se vSak i dale vétvit €i vytvaret anastomozy s vrcholky sousednich
konidioforti. Fialidy jsou vétSinou umistény v pieslenech po dvou az sedmi, Casto
nahlou€ené, znatelné kratSi a Sir$i nez u jinych sekci. Na lateralnich vétvich byvaji
fialidy lahvickovitého tvaru, terminalni vétve nesou obvykle Sidlovité az vietenovité
fialidy. Konidie jsou zpravidla bezbarvé, zelené az hnédé, tvar elipsoidni az obovoidni
nebo subglobdzni, s hladkym povrchem (Gams a Bissett 1998).

V soucasné dobé sekce zahrnuje 34 druhti rozdélenych do 6 vétvi: Harzianum, Virens,

Semiorhbis, Strictipilis, Stromaticum a Pachybasioides (viz Tab. 1).

2.1.3.3 Sekce LONGIBRACHIATUM

Kolonie druhu fazenych do této sekce jsou charakteristické rychlym nartistem a
vyraznym zlutozelenym zbarvenim spodni strany u Cerstvych izolatd. Sporulace byva

efuzni, nebo ve volnych choméccich, takika vzdy zelend. Konidiofory jsou znaéné
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fidké s dlouhymi primarnimi a kratkymi malo rozvétvenymi sekundarnimi vétvemi.
Fialidy jsou na konidioforu rozmistény nahodné, vétSinou vyrustaji jednotlivé,
prilezitostné v pteslenech po 2-3. Fialidy maji lahvickovity az Sidlovity ¢i cylindricky
tvar. Konidie jsou zelené, elipsovité az obovoidni, obvykle hladké (Gams a Bissett
1998).

V soucasné dob¢ sekce zahrnuje 16 druhti zatazenych do 1 vétve: Longibrachiatum
(viz Tab. 1).

2.1.3.4 Sekce HYPOCREANUM

VétSina druhi této sekce neroste piili§ rychle ve srovnani s druhy jinych sekcei,
ristova rychlost se vSak 1isi u jednotlivych zastupct. Sporulace byva efuzni, barevna
¢i bélava. Obvykle Siroké konidiofory vyriistaji zpravidla jednotliveé, nepravidelné a
nepiili§ Casto se vé€tvi; netvofi anastomozy. Cylindrické az lahvickovité fialidy
obvykle vyristaji v koncovych pieslenech, 1ze vSak nalézt i jednotlivé fialidy. Konidie
nebyvaji zbarvené, obvykle maji hladky povrch, zfidka nevyrazné bradavky. Tvar a
velikost konidii je velmi variabilni, ¢asto se vyskytuji konidie obvej¢itého tvaru
(Gams a Bissett 1998).

V soucasné dobé sekce zahrnuje 17 druhi rozdélenych do 5 vétvi: Ceramica,

Chlorospora, Psychrophyla, Megalocitrina a Citrina (viz Tab. 1).

Tab. 1: Systematické ¢lenéni rodu Trichoderma/Hypocrea (ptevzato z www.isth.info)

Sekce PACHYBASIUM

Vétev Harzianum eHypocrea atrogelatinosa

eHypocrea catoptron/Trichoderma catoptron
eHypocrea cinnamomea/Trichoderma cinnamomeum
eHypocrea lixii/Trichoderma harzianum
eHypocrea sp. WJ 2608

eHypocrea sp. WJ 2701

eHypocrea straminea/Trichoderma stramineum
eHypocrea tawa

eHypocrea thailandica/Trichoderma thailandicum
e Trichoderma aggressivum

eTrichoderma cerinum

e Trichoderma pleuroticola

eTrichoderma pleurotum

e Trichoderma tomentosum

e Trichoderma velutinum

Vétev Virens eHypocrea crassa/ Trichoderma crassum
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eHypocrea virens/ Trichoderma virens

Vétev Semiorbis eHypocrea hunua

eHypocrea semiorbis

e Trichoderma fertile

e Trichoderma oblongisporum

Vétev Strictipilis eHypocrea aureoviridis var. macrospora
eHypocrea cuneispora

eHypocrea strictipilosa/ Trichoderma strictipilis
e Trichoderma longipile

Vétev e Trichoderma rossicum
Stromaticum eTrichoderma sp. PPRI 3559

e Trichoderma stromaticum
Vétev eHypocrea lacuwombatensis
Pachybasioides eHypocrea minutispora/ Trichoderma

minutisporum
eHypocrea pachybasioides/ Trichoderma
polysporum
eHypocrea parapilulifera
eHypocrea pilulifera/ Trichoderma piluliferum
eHypocrea stellata

Sekce LONGIBRACHIATUM

Vétev eHypocrea andinensis

Longibrachiatum eHypocrea cerebriformis

eHypocrea jecorina/Trichoderma reesei

eHypocrea novaezelandiae

eHypocrea orientalis

eHypocrea patella

eHypocrea poronoidea

eHypocrea pseudokoningii/ Trichoderma
pseudokoningii

eHypocrea schweinitzii/ Trichoderma citrinoviride

e Trichoderma effusum

e Trichoderma ghanense

e Trichoderma konilangbra

e Trichoderma longibrachiatum

e Trichoderma saturnisporum

e Trichoderma sinensis

eTrichoderma sp. MA 3642

Sekce TRICHODERMA

Vétev Viride eHypocrea atroviridis/ Trichoderma atroviride
eHypocrea koningii/Trichoderma koningii
eHypocrea muroiana

eHypocrea rufa/ Trichoderma viride

eHypocrea stilbohypoxyli

eHypocrea viridescens/ Trichoderma viridescens
e Trichoderma austrokoningii

e Trichoderma caribbaeum var. aequatoriale

e Trichoderma caribbaeum var. caribbaeum
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http://isth.info/biodiversity/species_info.php?key_spec_id=97
http://isth.info/biodiversity/species_info.php?key_spec_id=91
http://isth.info/biodiversity/species_info.php?key_spec_id=93
http://isth.info/biodiversity/species_info.php?key_spec_id=85
http://isth.info/biodiversity/species_info.php?key_spec_id=95
http://isth.info/biodiversity/species_info.php?key_spec_id=96
http://isth.info/biodiversity/species_info.php?key_spec_id=87
http://isth.info/biodiversity/species_info.php?key_spec_id=87
http://isth.info/biodiversity/species_info.php?key_spec_id=86
http://isth.info/biodiversity/species_info.php?key_spec_id=92
http://isth.info/biodiversity/species_info.php?key_spec_id=88
http://isth.info/biodiversity/species_info.php?key_spec_id=94
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http://isth.info/biodiversity/species_info.php?key_spec_id=68

eTrichoderma dingleyeae

e Trichoderma dorotheae

e Trichoderma erinaceum

e Trichoderma intricatum

e Trichoderma koningiopsis
e Trichoderma ovalisporum
e Trichoderma petersenii

e Trichoderma rogersonii

e Trichoderma strigosum

e Trichoderma taiwanense

Vétev Hamatum

eHypocrea flaviconidia
eHypocrea neorufa
eHypocrea pezizoides

e Trichoderma asperellum

e Trichoderma hamatum

e Trichoderma pubescens

e Trichoderma theobromicola

Sekce HYPOCREANUM

Vétev Ceramica

eHypocrea ceramica/ Trichoderma ceramicum
eHypocrea estonica/ Trichoderma estonicum

Vétev
Chlorospora

eHypocrea aureoviridis/ Trichoderma aureoviride

eHypocrea candida/ Trichoderma candidum

eHypocrea chlorospora/ Trichoderma
chlorosporum

eHypocrea costaricensis

eHypocrea cremea/ Trichoderma cremeum

eHypocrea sinuosa/ Trichoderma sinuosum

eHypocrea surrotunda/ Trichoderma surrotundum

eHypocrea thelephoricola/ Trichoderma
thelephoricolum

eHypocrea virescentiflava

Vétev eHypocrea megalosulphurea
Psychrophyla
Vétev eHypocrea crystalligena

Megalocitrina

eHypocrea psychrophila
eHypocrea pulvinata
eHypocrea sulfurea

Vétev Citrina

eHypocrea citrina

Sekce "LONE LINEAGES"

Vétev Lutea

eHypocrea lutea
eHypocrea melanomagnum
e Trichoderma brevicompactum
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http://isth.info/biodiversity/species_info.php?key_spec_id=82
http://isth.info/biodiversity/species_info.php?key_spec_id=79
http://isth.info/biodiversity/species_info.php?key_spec_id=77
http://isth.info/biodiversity/species_info.php?key_spec_id=78
http://isth.info/biodiversity/species_info.php?key_spec_id=107
http://isth.info/biodiversity/species_info.php?key_spec_id=30
http://isth.info/biodiversity/species_info.php?key_spec_id=29
http://isth.info/biodiversity/species_info.php?key_spec_id=39
http://isth.info/biodiversity/species_info.php?key_spec_id=36
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http://isth.info/biodiversity/species_info.php?key_spec_id=32
http://isth.info/biodiversity/species_info.php?key_spec_id=31
http://isth.info/biodiversity/species_info.php?key_spec_id=38
http://isth.info/biodiversity/species_info.php?key_spec_id=38
http://isth.info/biodiversity/species_info.php?key_spec_id=35
http://isth.info/biodiversity/species_info.php?key_spec_id=49
http://isth.info/biodiversity/species_info.php?key_spec_id=106
http://isth.info/biodiversity/species_info.php?key_spec_id=48
http://isth.info/biodiversity/species_info.php?key_spec_id=50
http://isth.info/biodiversity/species_info.php?key_spec_id=47
http://isth.info/biodiversity/species_info.php?key_spec_id=46
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Vétev eHypocrea chromosperma/ Trichoderma

""Lone lineages" chromospermum

eHypocrea gelatinosa/ Trichoderma gelatinosus

eHypocrea nigrovirens

eHypocrea phyllostachydis/ Trichoderma
phyllostachydis

eHypocrea sulawesensis

eHypocrea voglmayrii

e Trichoderma helicum

eTrichoderma spirale

2.2 EKOLOGIE, GEOGRAFICKE ROZSIRENI A DIVERZITA

Rod Trichoderma patiti mezi pudni a dfevni houby s kosmopolitnim
roz§ifenim. Zastupce tohoto rodu lze nejcastéji nalézt v piidnich ekosystémech, véetné
opadu a dfevniho materialu. Zptisobem vyzivy se fadi mezi saprotrofy a piilezitostné
parazity jinych hub. V potravnim fetézci proto obvykle zaujimaji roli sekundarnich
konzumentd, piedev§im dekompozitord. Patfi k velmi silnym soupefim v
kompeti¢nich vztazich, nebot’ jsou schopni se pfizptisobit rozmanitym podminkdm
(substratovym 1 teplotnim), navic jsou téZ schopni parazitovat a produkovat
sekundarni metabolity (extrolity) antifungalni povahy (Klein a Eveleigh 1998).

Pravé diky témto vlastnostem a rychlému rustu patii v pudé k dominantnim
mikromycetim. Bé&Zné se proto se zastupci rodu Trichoderma setkdvame v
zem&délskych pldach, luénich, stepnich, i1poustnich pidach; nejhojnéji se vSak
vyskytuji v padach lesnich. Diky produkci celuldz optimaln€ vyuZivaji tlejici
organicky material, pfedevs§im pak listovy opad, bylinné zbytky, kiiru, zbytky dfeva a
jehli¢i (Domsch a kol. 2007).

Druhové zastoupeni ¢i biologicka aktivita plidnich spoleCenstev zdvisi
pfedev§im na hodnotach fyzikadlnich a chemickych faktorii prostfedi. Parametry
prostiedi, jako je teplota, vlhkost pudy, atmosféricky tlak, hodnota pH, obsah zivin
(popft. organické hmoty) a vyskyt rostlinnych druhi na daném substratu patii ke
klicovym faktorim ovliviiujicim vyskyt trichoderem (Klein a Eveleigh 1998). Vyskyt
jednotlivych druhli zavisi na teploté plidy pfedevSim ve spojitosti s geografickym
rozSifenim. Pro teplé klimatické oblasti je charakteristicky naptiklad vyskyt druhu T.
ghanense, jejiz nalezy pochazeji ptedevSsim z oblasti zapadniho pobiezi Afriky.
Chladné;jsi klima naopak preferuji druhy T. polysporum a T. viride. VVzhledem k tomu,

ze teplotni optimum druhu Trichoderma viride je okolo 16°C, setkame se s ni spise ve
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vyssich nadmoiskych polohach (Samuels 2006). Vyskytuje se hojné i na uzemi Ceské
republiky. Obecné lze fici, ze zastupci rodu Trichoderma maji velmi Siroké teplotni
spektrum. Dle Domsche a kol. (2007) nepfestava rast mycelia druhu T. polysporum

ani pii 0°C, ptikladem z opa¢ného konce teplotni Skaly je T. koningii, jejiz mycelium
nepiestava rust ani pii teploté 40°C. Dochazi zde pouze ke sniZzeni metabolické

aktivity resp. produkce sekundarnich metaboliti a enzymi.

Vedle typického vyskytu v opadu a ptdé jsou v poslednich letech zastupci rodu
Trichoderma casto spojovani s endofytickym zptsobem zivota. Trichoderma byva
dokonce oznaCovana za jeden z nejhojngjSich avirulentnich endofytickych rodd ve
stonku dfevin, pifedev§im Herrannia sp., Hevea spp. ¢i Theobroma spp. (Gazis a
Chaverri 2010). K endofyticky zijicim druhtim patii napt. T. stromaticum, jez se jako
endofyticky druh kakaovniku (Theobroma cacao) vyskytuje v tropickych pralesech
Jizni Ameriky nebo T. Amazoniim izolovand ze dieva divokych i péstovanych
gumovnikti (Hevea brasiliensis a H. guianensis) v peruanské ¢asti Amazonského
pralesa (Chaverri a Gazis 2011).

Dalsim vyznamnym faktorem ovliviiujicim vyskyt zastupci rodu Trichoderma
je vlhkost pidy resp. vodni potencial (Dix a Webster 1995). Rlist mycelia, tvorba spor
1 jejich kliceni byvaji negativné ovliviiovany rostouci negativni hodnotou potencialu
vody (Clarkson a kol. 2004). VétSina trichoderem proto uptfednostiiuje nizky vodni
potencial pidy, optimalnim mistem riistu tak byva vlhka ptada ¢i opad. I piesto se vSak
najdou vyjimkKy, je znamo, ze mycelium T. viride nezastavilo sviyj rust ani pii hodnoté
vodniho potencialu -240 MPa (Domsch a kol. 2007).

Zastupci rodu Trichoderma inklinuji spiSe k vyskytu na kyselém substratu,
tedy substratu s niz8i hodnotou pH. Optimalni rozmezi pH je pro vétSinu druht 3,5 -
5,6 (Papavizaz 1985). S hodnotou pH tzce souvisi hodnota koncentrace oxidu
uhli¢itého. Oxid uhli¢ity ve spojitosti S vodou vytvaii slabou kyselinu uhlicitou, ktera
velmi snadno disociuje na ionty H* a HCOj3. Koncentrace takto vznikajicich
vodikovych ionti ovliviiuje rozpousténi soli v ptidnim roztoku a zvySuje dostupnost
téchto iontd trichodermam (Dix a Webster 1995).

Saprotrofni houby, mezi které¢ Trichoderma patii, jsou schopny ziskavat uhlik
ze Sirokého spektra zdroji. VétSina druhi vykazuje dobré riistové vlastnosti na
médiich s jednoduchymi sacharidy, jako jsou sachar6za, D-mandza, D-xyloza, D-

galaktoza a D-fruktoza. VétSina uhlikatych sloucenin se vSak v pudé vyskytuje ve
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form¢ polysacharidi, tedy slozitych molekul s vysokou molekuldrni hmotnosti.
S vyjimkou ligninu jsou trichodermy schopny rozkladat vétSinu téchto polysacharidi.
Diky sekreci specifickych enzymt jsou proto schopny rozlozit napt. celuldzu, Skrob,
chitin ¢1 pektin (Klein a Eveleigh 1998). Samuels (1996) dokonce uvadi, ze jsou
néktefi zastupci tohoto rodu schopni rozkladat uhlovodikové slouceniny, jako jsou
pesticidy obsahujici chlor ¢i alkoholy (naptf. metanol). Schopnost trichoderem
degradovat riznorodé zdroje uhliku se odrazi v jejich schopnosti kolonizovat Siroké
spektrum stanovist. Studie (Widden a Hsu 1987) téz ukazala, ze kvalita substratu téz
ovliviiuje schopnost konkurence a druhové zastoupeni na jednotlivych substratech.
kolonizatory jehlicnatého opadu, kdezto na listnatém opadu je ptevazujicim druhem T.
hamatum.

Zastupci toto rodu nevykazuji zvlastni potifeby na zdroje dusiku, obvyklym
zdrojem byva alanin, kyselina asparagova a kyselina glutamova. Pfi absenci téchto
obvyklych zdroja jsou vsak schopny rozlozit i dusi¢nany ¢i amoniak (Kubicek - Pranz
1998).

K otazce geografického rozsifeni Ize fici, Ze zastupci toho rodu se vyskytuji
takika celosvétove. Byvaji ptfevazujicimi druhy v pldnich ekosystémech vétSiny
geografickych oblasti ve vSech klimatickych pasmech (Bissett 2011). Nicméné
zatimco nékteré druhy jsou opravdu rozsifeny kosmopolitné (napf. Trichoderma
harzianum), existuji téz druhy, které jsou velmi tizce vazany na konkrétni geografické
oblasti, a to predevs§im diky svym teplotnim naroktim. Pfikladem takového vyskytu
jsou napfi. T. ghanense, T. stromaticum pro teplé oblasti a T. polysporum s T. viride,
které preferuji chladnéjsi lokality (viz vyse).

Studie o taxonomii a biodiverzit¢ rodu Trichoderma byly dosud provadény pro
specifické vétsi €1 mensi Uzemni celky. VEt§i mnozstvi informaci je znamo predevsim
pro oblast Severni Ameriky a Evropy, jejichZz druhové zastoupeni je v soucasné dob¢
pomérné dobte prozkoumano. Predevsim nékteré oblasti Evropy byly studovany velmi
detailné. Napiiklad Migheli a kol. (2003) studovali biologickou rozmanitost
trichoderem na Sardinii. Soucésti této prace bylo studium diverzity a analyza vlivu
abiotickych faktori na roz$ifeni druhd. Meinke a kol. (2010) publikovali studii
zabyvajici se vyskytem trichoderem v rhizosféfe Ctyif odrid a transgennich linii
bramboru v Némecku. Vysledkem prace bylo zjisténi, Ze druhova distribuce zavisi

predevsim na vlastnostech pidy, klimatu a postupech péce o brambory, nesouvisi vSak
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S péstovanou odriidou brambor. Pravé studium diverzity a ekologie zastupcti rodu
Trichoderma v jednotlivych regionech ¢i lokalitich Casto vede k objevu novych
taxonu popi. dosud nezndmych projevii chovani nékterého ze znamych druhit (Hoyos-
Carvajal a Bissett 2011).

Kullnig a kol. (2000) pfi studiu 76 kmentl izolovanych z Ruska, Nepalu a
severni Indie nalezli sedm jiz znamych druhtt (T. asperellum, T. atroviride, T.
ghanense, T. hamatum, T. virens, T. oblongisporum a T. harzianum). Pravé T.
harzianum, ktera pfedstavovala vétSinu ziskanych kmend, zde klasifikuji jako
geneticky riznorody (blize nespecifikovany) druhovy komplex (T. harzianum s. 1.)
vykazujici metabolickou i1 morfologickou variabilitu. Vedle téchto druhti bylo
nalezeno pét druhti pro védu zcela neznamych. Sadfi-Zouaoui a kol. (2009) studovali
V Tunisku c¢tyfi rGzné bioklimatické zoény. Pozorovali zde genetickou rozmanitost
druhti trichoderem a jejich vazbu na dané bioklimatické zony. Dominantnim druhem
zde opét byla T. harzianum vykazujici znaky dalsiho rozdéleni do $esti druht sensu
stricto. V lesni piadé severniho Tuniska se hojnéji vyskytovaly druhy T. harzianum a
T. longibrachiatum, v lesnich ptadach stfedniho Tuniska dominovaly T. harzianum T.
saturnisporum a T. sp. indet. V obhospodafovavanych oblastech byly izolovany
predevsim T. atroviride a T. hamatum, v pudé oazy na jihu Tuniska byly pfitomny
druhy T. harzianum a T. hamatum. Biologickou rozmanitost a biogeografii hub na
tizemi Ciny studovali Zhang a kol. (2005). Ze vzorkii izolovanych ze &tyf riiznorodych
regionti na izemi Ciny byly ziskany nasledujici druhy: T. asperellum, T. atroviride, T.
cerinum, T. citrinoviride, T. harzianum, T. koningii, T. longibrachiatum, T. sinensis, T.
velutinum, T. virens, T. viride a dva zcela nové druhy. Vysledkem této studie bylo
potvrzeni severo-jizniho gradientu rozsifeni druhu Trichoderma harzianum ve
vychodni Asii, tzn. Ze mezi izolaty z odbérovych mist na severu byl tento druh zcela
dominantni, kdezto v jizni ¢asti studované oblasti se prakticky nevyskytoval.

Patrné neobsahlejsi vyzkumem urcité biogeografické oblasti bylo studium
diverzity rodu Trichoderma v mirnych zemépisnych Sitkach Evropy (Jaklitsch 2009,
2011). Jaklitsch studoval 620 izolati rodu Hypocrea/Trichoderma ze 14 evropskych
zemi pomoci tii genetickych markert. Identifikaci bylo zjisténo 75 druhi, z toho 29
druhti zcela novych pro védu. Pravé diky této studii vyrazné vzrostl pocet druht
znamych pro oblast stfedni a zipadni Evropy. Jaklitsch v této studii ptichazi
S nazorem, ze vétSina druhti rodu Hypocrea/Trichoderma mize byt nekrotrofnich na

houbach kolonizujicich dfevo a klru. Z jeho pozorovani téz vyplyva, Ze vétSina
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zastupci rodu Trichoderma (anamorfa) je schopna pohlavniho procesu spojeného
s tvorbou teleomorfniho stddia a naopak malé mnozstvi druhli se rozmnozuje pouze

nepohlavné (tzn. vytvarenim klont).

2.3 VYZNAM PRO CLOVEKA

Rod Trichoderma patii k organismim produkujicim Siroké spektrum
metabolitt vyuzitelnych ¢lovékem v rozmanitych sférach zivota. Mezi tyto metabolity
patii pfedevsim latky s antimykotickymi ucinky (fenolické slouceniny, viridofunginy,
harzianopiridon), antibiotika (nékteré antrachinony, gliotoxin), regulatory rostlinného
rastu  (ciclonerodiol), antimikrobialni peptidy, vice nez 200 peptaiboli
(Sivasithanparam a Ghisalberti 1998). Jednou z produkovanych latek je téz viridiol
(inhibitor phosphatidylinositol-3-kinazy a polo-like kinazy) s potencialem mozného
pouziti ve farmaceutickém primyslu jako latky s protinadorovymi a
imunomodula¢nimi G¢inky (Supothina a kol. 2007).

Diky produkci nékterych metaboliti se zastupci rodu Trichoderma svym
pisobenim fadi mezi nekrotrofni parazity hub (produkci svych toxini a enzymu
zpusobi usmrceni hostitelské houbové buiiky). Parazitické schopnosti jednotlivych
druhti vSak nejsou shodné a projevuji se nejcastéji dvéma zptsoby. VEtSina zastupct
pfi interakci pouze oviji hyfy hostitelské houby, aniz by pronikaly do bunék hostitele.
Nekteré druhy (napf. T. viride a T. harzianum) vSak produkuji enzymy narusujici
bunétné stény a umoziujici proniknuti parazita do hyf hostitele. Produkované
metabolity pak naru$i bunécéné stény, ¢imz dojde k popraskani hyfovych vldken,
vzniku vakuol, koagulaci protoplasmy a posléze k celkové inhibici ristu (Dix a
Webster 1995). Takto produkovanymi enzymy byvaji nejcastéji celulazy,
endochitinazy, lipazy, amyldzy, -1,3-glukosidazy, DNazy a RNazy (Kubicek 2004).
Napt. Trichoderma harzianum produkuje B-1,3-glukanazu a chitinazu, které si
shromazd’'uje ve vakuolach na koncich penetracnich vldken. Uvolnénim téchto
enzymil dojde k naruSeni bunécné stény hostitele, coZ umozni trichodermé¢ vniknout
piimo dovnitt hostitelské buiiky (Dix a Webster 1995).

Prave diky této schopnosti dnes patii piipravky obsahujici houbu T. harzianum
k G¢innym prosttedkim v boji s houbovymi onemocnénimi rostlin. PouZzivany jsou
napiiklad v boji proti plisni Sedé (Botrytis cinerea) na révé vinné a zeleniné (Chet a

Inbar 1997), dale k 1écbé hniloby kotfenii tabaku, ktera je zplsobena spoleCnym
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vyskytem Rhizoctonia solani a Fusarium solani ¢i k redukci vyskytu ¢erné hniloby
(Phytophthora parasitica) na rajéatech, bramborech a tabaku. V komer¢nich
ptipravcich dostupnych na trhu jsou vedle T. harzianum obsazeny téz T. koningii, T.
hamatum, T. virens, T. polysporum a T. viride (Nevalainen a Neethling 1998).

Hlavni komer¢ni vyuziti trichoderem souvisi téz s produkci vySe zminénych
enzymu. T. reesei, jejiz klon (T. reesei QMo6a) byl pied vice nez tficeti lety specialné
vySlechtén pro biotechnologické vyuziti (Niamke a Wang 2004), patii k nejvice
vyuzivanym celulolytickym organismim na svété. Tento klon produkuje komplex
enzymil s celuldzovou aktivitou, které spolecnym plisobenim pieménuji celulézu na
glukézové podjednotky. Celosvétové dosahl prodej enzymi vyprodukovanych
mikroorganismy do roku 2000 hodnoty 1,6 miliard americkych dolari s ro¢nim
nartistem 6,5 - 10% (Karmakar a Ray 2011). Pravé celuldzy (produkované predev§im
zastupci rodu Trichoderma, zejména sekce Longibrachiatum) tvoii piiblizné 20%
celosvétového obchodu s enzymy (Tramoy 2008). Celulazy mikrobialniho ptvodu se
pouzivaji ptredevSim pro zpracovani potravin, krmiv a biopaliv, také pro vyrobi
ptipravkl zlepSujicich traveni u ¢loveéka. Vyuzivaji se 1 pfi vyrobé peciva, textilu,
Cisticich prostfedki a papiroviny (Karmakar a Ray 2011). Vedle toho maji enzymy
produkované né€kterymi druhy rodu Trichoderma degrada¢ni ucinky. VyuZzivaji se
proto k bioremediaci (proces, v némz jsou pusobenim Zivych organismi ¢i enzymu
pfeménovany toxické ¢i rizikové latky na netoxické a nerizikové latky). Tyto enzymy
jsou schopné odstranovat toxické latky s vysokou perzistenci v Zivotnim prostiedsi,
napt. t€zké kovy (Akhatar a kol. 2009), pesticidy (Tang a kol. 2009) a kyanid (Ezzi a
Lynch 2005).

Vybrani zastupci tohoto rodu byvaji téZ v literatufe uvadéni jako pivodci
infekénich onemocnéni ¢loveka. Jedna se predevsim o T. longibrachiatum, pomérné
hojné rozsifeny pidni druh (Druzhinina a kol. 2005). Krom¢ plidy byl zaznamenan
zvySeny vyskyt tohoto druhu ve vnitinim prostiedi budov, jako jsou stavby poSkozené
zasahem vody (Thrane a kol. 2001). Pravé diky této skutecnosti se spory druhu T.
longibrachiatum bézn¢ vyskytuji ve sputu a vedlejsi dutin€ nosni (sinus ethmoidalis) u
zdravych osob bez zaznamenanych vlivil na zdravi pozorované osoby (Kredics a kol.
2003). Zastupci rodu Trichoderma zpisobuji nejcastéji horecky ¢i bolesti biicha, ve
vazngjSich pripadech miize nasledkem infekce dojit ke znepriichodnéni stteva. Tyto
klinické projevy byly zaznamenany u pacientli lécenych peritonealni dialyzou,

imunosuprimovanych pacientdl po transplantacich, pacientl trpicich leukémii,
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mozkovymi abscesy a pacienti HIV pozitivnich (Druzhinina a kol. 2008). Ojedin¢le
byla T. longibrachiatum zaznamenana jako ptvodce zanétu rohovky (Keratitis)
Vv subtropickych zemich (Indie a Mali), zanétu vné&jsSiho zvukovodu (otitis externa),
pooperacniho zanétu vnitini vystelky srdeéni (endokarditis) a onemocnéni zvaného
,pulmonary fungus ball“, které se projevuje vznikem rychle rostouciho utvaru

v plicich pfipominajiciho aspergilom (Chouaki a kol. 2002).

2.4 HYPOCREA (TELEOMORFA RODU TRICHODERMA)

2.4.1 Morfologie, ekologie a rozsifeni

Rod Hypocrea (Hypocreaceae, Hypocreales, Sordariomycetes, Ascomycota) je
mén¢ Casté jsou teleomorfy z rodu Sarawakus ¢i Podostroma (Kubicek 2004). Tento
saprotrofni rod patfici mezi stromatické pyrenomycety (skupina hub charakteristicka
tvorbou stromatu) je vyznamnym dekompozitorem organického (pfirodniho i
syntetick¢ého) materidlu (Klein a Eveleigh 1998). Zastupci tohoto rodu se obvykle
vyskytuji na rozkladajicim se dieve, které jsou schopni rozlozit diky produkci
komplexu velice ucinnych lytickych enzymd, jako jsou celulazy, hemicelulazy a
chitindzy. Casto lze také zastupce rodu Hypocrea nalézt i na jinych houbach, zvlasts
na starych plodnicich chorosi; dale vyuzivaji jako substrat i ptdu ¢i lesni opad.
Nejcastéji se lze se zastupci rodu Hypocrea setkat ve vlhkych tropickych a
subtropickych lesich. Neni vSak nikterak obtizné nalézt nékteré druhy i v suchych
lesich mirného pasu. Jejich geografické rozsifeni byva Casto kosmopolitni, je proto
skute¢nosti je napt. H. semiorbis, znama pouze z Nového Zélandu a Australie, nebo
H. placentula, kterou lze nalézt pouze v severni Evropé a ve Velké Britanii (Chaverri
a Samuels 2003).

Pod lupou 1ze na povrchu substratu pozorovat bile az zelen¢ zbarvena stromata
obsahujici plodnice typu perithecia. Perithecia byvaji obvykle zanofena do masitého
stromatu tvofené¢ho pseudoparenchymatickou tkani popt. velmi hustym systémem hyf.
Uvnitt perithecii se vyvijeji viecka. Ta byvaji cylindricka ¢i kyjovita, obvykle ztizena
na bazi, nesena na kratké stopce. Uvnitt viecek jsou dvoubunééné askospory, které se

rozpadaji pfimo ve viecku na dvé buiky, takze zralé viecko vypada, jako by
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obsahovalo 16 spor. Askospory byvaji vétSinou hyalinni, zluté ¢i zelené (Jaklitsch
2009).

Zastupci tohoto rodu maji velice uzké teplotni a vlhkostni optimum pro rust a
vytvaireni plodnic. Teplota a vlhkost jsou proto nejvyznamné€j$im regulacnim
klimatickym faktorem pro vytvaieni stromatu s plodnicemi. Nalezy rodu Hypocrea
obvykle pozitivné koreluji s teplotou, avsak teplotni optimum obvykle nepiesahuje
30°C. Pro evropské uzemi je typicky vyskyt druhu Hypocrea minutispora rostouciho
pfedevs§im na dievé. Ackoli se s vétSinou zastupcu rodu Hypocrea lze setkat v lese
obvykle od mésice Cervence, pro tento druh je typicky vyskyt zpravidla jiz od dubna
(Jaklitsch 2009).

Nektefi zastupci rodu Hypocrea jsou vyznamnymi producenty sekundarnich
metabolitl a enzym pouzivanych v komercnich ptipravcich proti bakteriim, houbam
a n¢kterym toxinim. Produkované enzymy (napi. celuldzy, glukandzy ¢i pektinazy)
jsou vyznamnymi Ciniteli pii  vyrobé bioethanolu a nékterych detergent
(Sivasithamparam a Ghisalberti 1998). Schopnost nékterych druha rist pfi teplotach

vysSich nez 30°C (napt. H. orientalis) umoziuje jejich plsobeni ve funkci

ptilezitostnych patogend u imunitné oslabenych savcl vcetné ¢lovéka (Druzhinina a
kol. 2006).

Prvni moderni charakteristiku rodu Hypocrea vytvorila novozélandska
mykolozka Dingleyova (Dingley 1952, 1957), jejimz nejvétSsim piinosem bylo
vyzvednuti dilezitosti propojeni zastupci rodu Hypocrea s jejich anamorfami.
Navzdory skute€nosti, ze vétSina dnes znamych druhii (v sou€asné chvili ¢itd rod
Hypocrea vice nez 200 druhtl) byla popséna jiz v 19. a na pocatku 20. stoleti, podatilo
se Dingleyové nalézt na Novém Zélandu nékolik druht do té doby zcela neznamych.

Dosud posledni publikovana studie mapujici vyskyt rodu Hypocrea na
evropském uzemi uvadi vyskyt 75 druhti tohoto rodu, z toho 29 druhli zcela novych
pro védu. Je zaloZena na 620 nalezech z izemi 14 evropskych statl v obdobi roku
2003-2008 (Jaklitsch 2009, 2011).

V souvislosti s nejnovejSim Mezindrodnim kédem nomenklatury pro fasy,
houby a rostliny z roku 2012 (http://www:.iapt-taxon.org/nomen/main.php) se u hub s
pleomorfnim Zivotnim cyklem (zahrnujicim teleomorfu i anamorfu) zac¢ind pouzivat
jen jedno rodové jméno. U hub rodu Trichoderma/Hypocrea se tato problematika

prave resi.
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2.5 VYVOJ POZNANI DRUHOVE DIVERZITY RODU TRICHODERMA
V ZAVISLOTI NA METODACH STUDIA

Rod Trichoderma byl popsan némeckym badatelem C. H. Persoonem v roce
1794; ten tento rod zaradil do skupiny hub bfichatkovitych (Gasteromycetes). Persoon
k tomuto rodu zafadil jen maly pocet druhli, ze kterych dodnes zlstal do rodu
Trichoderma zatazen pouze jediny, Trichoderma viride (Chaverri a Samuels 2003).
Prvni rozsahlejsi popis rodu Trichoderma vydal némecky mykolog Harz (1871), v
jehoz praci je zdliraznén vyznam mikroskopické charakteristiky, pfedevSim tvaru
fialid.

Vytvofenim zpusobu piesné druhové identifikace hub rodu Trichoderma se
zabyvali francouzsti védci Tulasne a Tulasne (Tulasne a Tulasne 1865), kteii jako
prvni odhalili geneticky vztah mezi Hypocrea rufa a Trichoderma viride a zjistili tak,
ze jde o jediny druh. Némecky botanik a mykolog Brefeld (1891) posléze jejich teorii
rozvinul a druh Trichoderma viride oznacil za nepohlavni stadium nalezici pravé k
Hypocrea rufa. Bisby (1939) po prozkoumani velkého mnozstvi izolati rodu
Trichoderma dospél k zavéru, ze se jedna o monotypicky rod a redukoval druhy rodu
Trichoderma na jediny druh - T. viride. Toto pojeti vSak vedlo k zavadéjici druhové
identifikaci, ktera je patrna je$t¢ dnes (Hoyos-Carvajal a Bissett 2011). Dle
soucasnych diverzitnich studii je naopak tento druh (T. viride) relativné vzacny. Jeho
vyskyt je v podstaté omezen na chladnéj$i regiony Evropy a Severni Ameriky
(Jaklitsch a kol. 2006).

Mezi prvni moderni charakteristiky rodu Hypocrea patii prace novozélandské
mykolozky Dingleyové (Dingley 1952, 1957). Ta svij popis zaméfila pfedev§im na
charakteristiku stromatu a zaroveil provedla fadu pozorovani se zdmérem propojit
druhy rodu Hypocrea s jejich anamorfami.

Vyznamnou préci piinasejici novy pohled na studium tohoto rodu publikoval
roku 1969 indonésky védec Rifai (Rifai 1969). Jeho ,,A revision of the genus
Trichoderma®“ je ucelenym vymezenim rodu Trichoderma. Rifai popsal devét
druhovych agregata (T. aureoviride, T. hamatum, T. harzianum, T. koningii, T.
longibrachiatum, T. piluliferum, T. polysporum, T. pseudokoningii a T.viride)
zaloZzenych na studiu mikroskopickych znakli, pfedev§sim vétveni konidiofori a
morfologii konidii. Spolu s vyrazem druhovy agregat ptichazi Rifai s teorii, Ze se

pravdépodobné jednd o souhrnné druhy, které mohou zahrnovat nékolik druht

25



nerozliSitelnych dle morfologickych znaka. Tato prace se stala vyznamnym
podkladem pro nasledna studia tohoto rodu a byva uvadéna jako prvni monograficka
studie rodu Trichoderma.

K nejvyznamnéj$im studiim rodu Trichoderma patii téz série praci kanadského
mykologa Bissetta (Bissett 1984, 1991a, 1991b, 1991c, Gams a Bissett 1998) z konce
20. stoleti. Bissett vyznamné zvysil pocet druhti rozliSitelnych dle morfologickych
znakl a odhalil spojeni mezi anamorfou a teleomorfou pro velké mnozstvi druhd.
Bissett té€z roztadil jednotlivé druhy na zéklad¢ vétveni konidiofori a morfologie fialid
a spor do péti sekci: Hypocreanum, Longibrachiatum, Pachybasium, Saturnisporum a
Trichoderma.

Sirsi studium rodu Hypocrea/Trichoderma (napi. Chaverri a Samuels 2003,
Jaklitsch 2009) vSak ukéazalo, Ze morfologické znaky nejsou spolehlivym ukazatelem
miry genetické druhové divergence a proto nemohou byt povazovany za dostacujici
studovany parametr pro ptresnou druhovou identifikaci (Hoyos-Carvalaj a Bissett
2011).

V souvislosti s rozvojem znalosti na urovni molekuldrni biologie zaznamenalo
studium rodu Trichoderma od konce minulého stoleti velky rozvoj, v soucasnosti patii
rod Trichoderma k molekularné nejprostudovanéj$im houbam. Prvni molekularni
charakteristiky byly zaloZeny na studiu genovych sekvenci pro ITS oblasti (Lieckfeldt
a kol. 1998). S rozvojem novych metodickych postupti doslo k rozsifeni studia na
genové sekvence 18S a 28S RNA, transla¢ni elongaéni faktor 1-alfa, endochitinazy
(Lieckfeldt a kol. 2000), RNA polymerazy Il podjednotky B2 (rbp2) (Chaverri a kol.
2003) ¢i calmodulin (Samuels a kol. 2006). Na zakladé téchto studii dosli Samuels a
kol. (2006) k zavéru, ze jednotlivé sekce uvadéné Bissettem (1991a), zejména sekce
Pachybasium, jsou fylogeneticky heterogenni. Druzhinina a kol. (2006) se ve své praci
zabyvaji pfedev§im modernim pojetim rozpoznavani a klasifikace zastupcii rodu
Trichoderma a upozoriiuji na vyznamnost tohoto rodu v biotechnologickém vyuZiti.
Zavedeni druhového ur¢eni pomoci molekularnich markert mélo za néasledek vyrazny
nartst poctu druhti patficich k rodu Trichoderma. V roce 2006 piesahl pocet druht
tohoto rodu charakterizovanych molekularné hodnotu 100. V soucasné dobé je na
internetovych strankach mezinarodni subkomise ISTH (International Subcomission on
Trichoderma and Hypocrea Taxonomy) uvedeno celkem 104 druhi (Druzhinina a
Kopchinskiy 2013). Aktualni pocet druhové specifikovanych sekvenci nalezicich

krodu Trichoderma ulozenych v GenBank je 116, dalsich 879 sekvenci bez
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druhového ur€eni se v této databazi nachazi pod oznacenim Trichoderma sp.

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=29859).

2.6 METODY POUZIiVANE PRO DRUHOVOU IDENTIFIKACI

2.6.1 Morfologicka analyza

Izolaty rodu Trichoderma lze v laboratornich podminkach pomérné snadno
kultivovat (Domsch a kol. 2007). Volba vhodného kultivatniho média pro
morfologické pozorovani proto Casto zavisi na dostupném ¢i obvykle pouzivaném
médiu na daném pracovisti. Doporu¢ovand média jsou napi. agar se sladovym
extraktem (MEA), bramboro-dextrozovy agar (PDA) ¢i synteticky zivny agar (SNA)
(Samson a kol. 2010).

Obecné vsak plati, ze chud$i média, jako je napiiklad agar se sladovym
extraktem (MEA), byvaji vhodnou volbou pfi potiebé pozorovani slozitého vétveni
konidiofort a konidii. Média bohat$i na ziviny se obvykle voli pfi monitorovani
mnozstvi produkovanych pigmenti a téZ v pfipadé potieby nartistu vétSiho mnoZstvi
myecelia pro izolaci DNA (Bissett 1984, 1991 a, b, ¢). Odbér materialu pro pozorovani
konidioforti se provadi z okraje pustulu pii prvnim naznaku sporulace, coz obvykle
odpovida 4 - 7 dniim inkubace. Sledovani morfologickych znakd konidii a méfeni
jejich velikosti byva optimalni po pfiblizn€ 14 dnech inkubace (Gams a Bissett 1998).
Identifikaci druhti dle morfologickych znakt 1ze ziskat pouze pfiblizné urceni (viz
vyse). Jednotlivé sekce rodu Trichoderma vsak vykazuji odlisné morfologické
vlastnosti a proto lze kmeny pomoci morfologického urceni rozfadit do skupin
usnadiiujicich nasledné druhové urCeni. Nejobsahlej$im internetovym kli¢em
zalozenym na fenotypovych znacich je urCovaci kli¢ Trichoderma Online sestaveny
mezindrodnim tymem pod vedenim amerického mykologa G. J. Samuelse.
Urcovacimi znaky v tomto kli¢i jsou charakter konidiofort, fialid, konidii, pfitomnost
chlamydospor a charakteristicky nartist kolonii na riznych kultiva¢nich médiich a pfi

riznych teplotach (Samuels a kol. 2013). Kli¢ obsahuje 33 druhd.
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2.6.2 Molekularni analyza

Molekularni charakteristiky zalozené na studiu genovych sekvenci pro ITS
oblasti (Lieckfeldt a kol. 1998) se v soucasné dobé ukazuji jako nedostacujici pro
identifikaci vS8ech znamych druhd rodu Trichoderma. Kopchinskiy a kol. (2005)
zjistili, ze druhova identifikace na zdkladé potadi bazi oblasti ITS pomoci aplikace
BLAST muze poskytovat zavadéjici informace. Uvadéji, ze sama o sob& neni ITS
oblast dostate¢né informativni pro rozliSeni blizce ptibuznych druht, pfedev§im druha
kryptickych.

Bylo zkouméano velké mnozstvi genll se zdmérem najit nejspolehlivéjsi zptisob
druhové identifikace. V soucasné dob¢ patii k nejpouzivanéj$im gentim translacni
elongaéni faktor 1-a (tefla), RNA polymeraza II podjednotky B2 (rpb2), chitinaza 18-
5 (ECH42), calmodulin 1 (CALM1), actin, B-tubulin (TUBB2), LAS1 jaderny protein
a ATP citratlydza podjednotky A (ACLA) pouzivanad pfedevSim pro multi-genové
studie. Piehled zasadnich publikaci studujicich Sir$i vybér druhd rodu Trichoderma
pomoci genové sekvence (ITS, tefl, rpb2, calml, ech42) je uveden v Tab. 2.

Vyznamnym zjednodusenim a zptistupnénim druhové identifikace byl zejména
vznik urcovaciho kli¢e TrichOKEY (Druzhinina a kol. 2005). Tento kli¢ zaloZeny na
tzv. ,,bar-code* systému vyuziva sekvence ITS1 a 2. Tyto oligonukleotidové oblasti
funguji jako genetické otisky prsti specifické pro jednotlivé druhy. KIi¢ je pfistupny
na internetovych strankach www.isth.info. Na stejném serveru je pfistupna i aplikace
TrichoBLAST zaloZena na hledani podobnosti v genech tefl a rbp2 (Kopchinskiy a
kol. 2005). Spojenim téchto urCovacich postupii se podafilo vyvinout program
TrichoMARK slouzici k detekci jednoho ¢i vice fragmentl téchto gent jako
fylogenetickych markert. Diky tomu je tento program schopen rozliSit 5 skupin
druhovych komplext s identickymi ITS 1 a 2 sekvencemi. Jsou to nésledujici druhy:
T. tomentosum / T. cerinum, T. longipile / T. crassum, T. koningii / T. ovalisporum / T.
muroiana, H. lutea / T. harzianum.

Mezinarodni subkomise ISTH (International Subcomission on Trichoderma
and Hypocrea Taxonomy) vénuje pozornost studium taxonomie rodu Trichoderma/
Hypocrea s cilem zdokonalit druhovou identifikaci a ziidit celosvétovou databézi
izolath, ktera by pfispéla k poznani diverzity tohoto rodu. ISTH vydava publikace,
porada konference a kurzy zamétené na studium rodu Trichoderma/Hypocrea.

Subkomise sdruzuje nejvyznamnéjsi védce zabyvajici se studiem rodu
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Trichoderma/Hypocrea. Na internetovych strankach www.isth.info jsou také prehledy
pouzivanych sekvenci a protokoly potfebné pro sekvenovani gend pouzivanych
k druhové identifikaci.

Mezi Cleny ISTH patii mimo jiné G. Samuels pracujici na United States
Department of Agriculture v Baltimore (USA), P. Chaverri z Department of Plant
Sciences and Landscape Architecture na univerzit¢ v Mayland (USA), I. Druzhinina a
Ch. Kubicek ptisobici na videniské Univerzité technologii a chemického inzenyrstvi,
W. Gams z Fungal Biodiversity Centre Utrecht v Nizozemi ¢i kanadsky mykolog J.
Bissett piisobici na Eastern Cereal and Oilseed Research Centre Agriculture Canada v

Ottawe.

Tab. 2: Ptehled zasadnich publikaci studujicich Sir$i vybér druhd rodu Trichoderma
pomoci genové sekvence (ITS, tefl, rpb2, calml, ech 42)

CITACE PUBLIKACE POUZITA GENOVA SEKVENCE
Bulat a kol. (1998) ITS

Liibeck a kol. (2000) ITS

Lieckfeldt a Seifert (2000) ITS

Thrane a kol. (2001) ITS

Samuels a kol. (2002) ITS, tefl

Chaverri a kol. (2003) tefl, rpb2

Chaverri a Samuels (2003) tefl, rpb2

Druzhinina a kol. (2005) ITS, tefl

Zhang a kol. (2005) ITS, tefl

Druzhinina a kol. (2006) ITS, tefl, rpb2

Samuels (2006) ITS, tefl

Tondje a kol. (2007) tefl

Jaklitsch a kol. (2008) ITS, tefl, rpb2, ech 42, calm1
Kubicek a kol. (2008) ITS, tefl

Jaklitsch (2009) ITS, tefl, rpb2

Meincke a kol. (2010) ITS

Respinis a kol. (2010) ITS, tefl

Friedl a Druzhinina (2011) ITS

Jaklitsch (2011) ITS, tefl, rpb2

Xia a kol. (2011) ITS, tefl

Consolo a kol. (2012) ITS

Druzhinina a kol. (2012) tefl, calml, ech 42

Samuels a kol. (2012) rpb2, calml, ech 42

Kim a kol. (2013) ITS, tefl, rpb2, ech 42, calml
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2.7 VYSKYT ZASTUPCU RODU TRICHODERMA NA UZEMi CESKE
REPUBLIKY

Uceleny piehled vyskytu nalezt jednotlivych druhti rodu Trichoderma z tizemi
Ceské republiky nebyl dosud publikovan. Zastupci tohoto rodu byli jen soudésti
prehledu nalezi pidnich mikromycettl z uzemi Ceské republiky (véetnd byvalého
Ceskoslovenska), zahrnujiciho prace publikované mezi lety 1933 a 2011 (Novakova a
kol. 2012). V tomto piehledu je uvadéno 20 druhd, a to T. atroviride, T. aureoviride,
T. citrinoviride, T. fertile, T. hamatum, T. harzianum, T. koningii, T. koningiopsis, T.
longibrachiatum, T. minutisporum, T. oblongisporum, T. piluliferum, T. polysporum,
T. pseudokoningii, T. saturnisporum, T. tomentosum, T. virens, T. viride, T.
viridescens a Trichoderma sp. (anamorfa od Hypocrea stellata). Je v§ak nutné uvést,
ze druhy T. citrinoviride, T. minutisporum, T. oblongisporum, T. piluliferum a T.
tomentosum byly identifikovany pouze dle fenotypovych znaki (bez pouziti sekvence
DNA), takze spravnost druhového oznaceni neni jista.

V bakalaiské praci s nazvem Mikroskopické houby rodu Trichoderma
(Ptacénikova 2010) uvadi autorka vyskyt 19 druhi tohoto rodu z tzemi Ceské
republiky. Tato prace vznikla excerpci 72 praci publikovanych v letech 1823 - 2010.
Zpracovavanymi publikacemi byly vSak pouze publikované zdroje. Nejsou zde tedy
zahrnuty druhy uvadéné v rukopisnych pracich, tj. bakalafskych, magisterskych ¢i
postgradudlnich pracich a riznych zavére¢nych zpravach.

Pta¢nikova (2010) wuvadi vyskyt druhtt rodu Trichoderma ze vSech
geografickych oblasti nasi republiky, a to z riznych substrati, pfedevsim vsak z pudy
a opadu. Nejvice udaji o vyskytu je uvedeno u druhu Trichoderma viride, jenz byl
zaznamenan na 61 lokalitach, nejcastéji v pide. Dal§imi Casto zjiSténymi druhy jsou
Trichoderma koningii, Trichoderma harzianum a Trichoderma hamatum. Mén¢ tdajti
je napiiklad o vyskytu druht T., T., T. oblongisporum, T. piluliferum, T. tomentosum,
T. saturnisporum ¢i T. aggressivum f. europaeum. Z publikovanych tdaji nicméné
nelze Cinit jednoznaéné zavéry o piisluSnosti jednotlivych nélezli/izolath k danému
druhu, nebot’ vétsina izolatt byla identifikovana pouze dle fenotypovych znak, a to
vétSinou v dobé, kdy bylo znamo jen 9-30 druhi rodu Trichoderma. Jedinymi
molekularné potvrzenymi druhy z tohoto souboru jsou Trichoderma aggressivum f.
europaeum pochdazejici z péstiren zampioni v Kovarové-Predboticich (Kubatova a

kol. 2009), T. atroviride, T.fertile, T. harzianum, T. koningii, T. koningiopsis a T.
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virens ziskané ze zasolenych stanovist NPR SOOS (Hujslova 2006, Hujslova a kol.
2010). Molekularn¢ genetickymi metodami potvrzené v publikacich ceskych autorti
jsou dale druhy T. harzianum a T. viridescens uvadéné Bukovskou a kol. (2010) ze
substratu vysypky uhelného dolu zoblasti severnich Cech. Tato prace byla
publikovana pozdéji nez prace Pta¢nikova 2010 a zjisténé druhy proto nejsou zahrnuty
mezi publikovanymi nalezy rodu Trichoderma z uzemi Ceské republiky.

Dalsim uskalim je skutecné rozsifeni zastupci rodu Trichoderma u nas,
publikované nalezy totiz vypovidaji spiSe o intenzité studia urCitych substrati ¢i
lokalit. ProtoZe se nejvétsi Cast excerpovanych praci zabyvala studiem pldnich
mikromycetd, je logické, Ze nejvice nalezl pochazi z pudy.

Jedinymi dosud publikovanymi zahrani¢nimi pracemi zaméfenymi na rod
Trichoderma/Hypocrea a &asteéné pokryvajicimi po téz uzemi Ceské republiky je
Jaklitsch (2009 a 2011). Tyto studie mapuji vyskyt rodu Trichoderma a Hypocrea na
evropském Uzemi a uvadéji vyskyt 75 druht tohoto rodu, z toho 29 druhd zcela
novych pro védu. Jsou zalozeny na 620 nalezech z izemi 14 evropskych stati (véetné
tizemi Ceské republiky) v obdobi roku 2003-2008. Publikace studujici izolaty
ptevazné z dievniho substratu obsahuje 15 druhi. Piehled nalezenych druhd, lokality

odbéru a substrat, ze kterého byly tyto druhy izolovany, jsou uvedeny v Tab. 3.

Tab. 3: Jaklitsch (2009, 2011): nalezy zastupcii rodu Trichoderma z uzemi Ceské
republiky

DRUH LOKALITA SUBSTRAT
T. citrinoviride J Morava (Valtice) kiira vétve Quercus petraea
Sti. Cechy (Mnichovice
T. dacrymycellum |u Prahy) paiez Picea abies
Ceskosaské Svycarsko
T. lacteum (Mezni Louka) kira vétve Picea abies
T. minutisporum | Ceskosaské Svycarsko
(Mezni Louka),
J Cechy (Zahvozdi,
Boubinsky prales,
Zofinsky prales) vétve Fagus sylvatica
S Morava (Hranice na | rozkladajici se dievo Fagus
T. moravicum Morav¢) sylvatica
T. pachypallidum |J Cechy (Boubinsky
prales) vlhka kira Fagus sylvatica
T. polysporum J Cechy (Boubinsky poleno (bez kiry) Alnus glutinosa
prales) lezici ve vodé
J Cechy (Zahvozdi,
T. silvae-virgineae | Cerny les) vétev Fagus sylvatica
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T. sinuosum V Cechy (Cizov) kmen Carpinus betulus

T. sp. (H. J Cechy (Boubinsky

parapilulifera) prales) vétve Fagus sylvatica bez kiry

T. sp. (H. J Cechy (Zofinsky

protopulvinata) prales) na Fomitopsis pinicola

T. sp. (H. J Cechy (Straz nad na Fomitopsis pinicola rostouci na

pulvinata) Nezarkou) Picea abies
Ceskosaské Svycarsko |vétve Fagus sylvatica bez kiiry,
(Mezni Louka), vlhké dievo Betula pendula, vétve

T. strictipile J Cechy (Pohorské Ves) | Alnus glutinosa

T. viride klady Pinus sylvestris ¢aste¢né bez
J Cechy (Frymburk) kiry

T. viridescens CR (nespecifikovano) | neuvedeno

Dle udaji zjisténych ke dni 2. 5. 2013 je v naSich nejvétsich sbirkach kultur
hub (tj. CCF v Praze, CMF ISB v Ceskych Budg&jovicich, CCM v Bmé& a CPPF
V Praze) uchovavano 86 izolatd nalezicich k 14 druhtim rodu Trichoderma, z toho 12

pochézejicich z uzemi Ceské republiky.
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3 MATERIAL A METODIKA

3.1 STUDOVANE IZOLATY HUB RODU TRICHODERMA

Izolaty hub rodu Trichoderma vyuzité pro diplomovou praci pochazeji ze
Sbirky kultur hub katedry botaniky (CCF), ze studijni sbirky mikromyceti Dr. Aleny
Kubatové a z vlastnich izolaci. Kmeny A. Kubatové byly izolovany v obdobi fijen
1989 az zaii 2011. Vlastni izolaty jsem odebirala v obdobi zatfi 2009 az biezen 2012.
Celkem jsem zpracovala 196 izolat patiicich k rodu Trichoderma. Z toho 30 izolati
pochazelo ze sbirky CCF, 196 izolath ze studijni sbirky A. Kubatové a 43 izolati jsem
ziskala vlastnim zpracovanim odbérovych vzorki.

Vzhledem k tomu, ze rod Trichoderma patii k vyznamnym zastupciim ptadnich
hub a dekompozitorim listového opadu, nejhojnéji zastoupenym substratem je pravé
puda a listovy opad. DalSimi zastoupenymi substraty jsou napiiklad rozkladajici se
drevo, pudni krusty ¢i ovzdusi jako prostiedi, kterym se spory téchto hub mohou S§ifit.
Spise raritnimi jsou pak zastupci izolovani endofyti dfevin ¢i z komeréné prodavanych
vyrobkl, jako jsou krémy a napoje. Piehled lokalit a substrati, z nichZz studované

izolaty hub rodu Trichoderma pochazeji, je uveden v Tab. 15 v kapitole Pfilohy.

3.2 LOKALITY

Studované izolaty pochazeji zcelého tizemi Ceské republiky. Nadmotska
vySka lokalit se pohybuje v rozmezi 40 az 1550 m n. m. ProtoZe byla vétSina izolatt
sebranych A. Kubatovou ziskdna pii studiu celkové diverzity mikromycetl
konkrétnich oblasti a nikoli za ti¢elem studia diverzity na uzemi CR, nebyla néktera
veEtsi uzemi (a zaroven 1 substraty) mezi sbirkovymi izolaty zastoupena. Pro postizeni
$irsi diverzity rodu Trichoderma na uzemi Ceské republiky jsem se proto rozhodla
roz§ifit mnozstvi studovanych lokalit a spektrum substrati o ty, které mély
V dostupném materialu velmi malé nebo zZadné zastoupeni. Vytypované lokality jsem
posléze navstivila a odebrala zde vzorky. GPS lokace, typ biotopu a substratu, doba
odbéru a nadmoiska vyska jednotlivych odbérovych mist je uvedena v Tabulce 4.

Lokality vSech odbérovych mist jednotlivych izolatd jsou uvedeny na Obr. 2.
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Tab. 4: Lokality odbéru vzorkii opadu a pudy

Lokalita Doba GPS Nadmo¥. | Typ biotopu Typ Izolované
odbéru | souradnice vyska substratu kmeny
(mn. m.)

Upor 1112012 | 50°18'53"N 152 luzni les opad T36
14°28'13"E

Dusniky 1112012 | 50°18'38"N 155 pole puda T22
14°27'56"E (tepkové)

Zdanicky les 1 | 1112012 | 49°7'36"N 355 dubohabiina | opad T15, T27,
17°4'31"E T41

Zdanicky les 2 | 1112012 | 49°6'3"N 410 dubohabiina | opad T26, T33,
17°3'58"E T34

Zdanicky les 3 | 1112012 | 49°5'58"N 400 dubohabtina | opad T23,T24
17°3'9"E

Kurdgjov 1112012 | 48°5720"N 315 doubrava opad T42
16°46'48"E

Boleradice 1112012 | 48°57'48"N 250 pole (obili) puda T16
16°48'16"E

Palava 1 1112012 | 48°50'30"N 250 dubohabfiina | opad T25
16°40'26"E

Palava 2 1112012 | 48°49'44"N 305 dubohabiina | opad T18,T20
16°39'59"E

Konice 112012 | 48°50'15"N 300 doubrava opad T17,T28
16°1'29"E

Kravi hora 1 1112012 | 48°50'36"N 320 viesoviste puda T31, T43
16°2'7"E

Kravi hora 2 1112012 | 48°50'49"N 290 viesovisté puda T19, T35
16°2'30"E

Zalesi 1 1112012 | 48°58'3"N 430 olsina opad T21, T30
15°47'19"E

Zalesi 2 1112012 | 48°58'13"N 435 olsina opad T29, T32
15°47'5"E

Mirochov 1112012 | 49°0'8"N 420 olsina opad T46
14°57'1"E

Annin 1112012 | 49°1025"N 510 bucina opad T38, T39
13°31'8"E

Micechvosty 1112012 | 50°19'17"N 185 pole puda T44
14°20'31"E (kukufi¢né)

Statikov 1112012 | 48°5924"N 490 olsina opad T37
14°58'13"E

Nuzerov 112012 | 49°11'24"N 500 bucina opad T45
13°29'8"E

Milesice 112012 | 48°58'46"N 750 bucina opad T40
13°53'24"E
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Obr. 2: Lokality odbérovych mist jednotlivych izolati (Odbérové lokality izolati A.

Kubatové jsou oznaceny Cerné, vlastni odbéry Cerveng).

3.3 METODIKA

3.3.1 Revitalizace sbirkovych kmenu

Star$i izolaty ze studijni sbirky A. Kubatové uchovavané v zkumavkach na
PCA médiu pii cca 5-7 °C byly piecistény pomoci monosporické izolace roztirdnim
klickou. Postupovala jsem dle obr. 2. Sterilni klickou jsem nabrala kulturu a n¢kolika
tahy ji rozetiela po agaru pii okraji misky (oblast A). Znovu opalenou jsem rozetiela
okraj prvniho roztéru na prazdnou plochu agarové ptudy (oblast B). Tento postup jsem
poté zopakovala jesté dvakrat (oblast C, D). V poslednim tseku roztéru doslo jiz k

narustu jednotlivych kolonii, které jsem odizolovala na Petriho misku s PDA.

35



Obr. 3: Postup pohybu klicky pfi monosporické izolaci.

3.3.2 Odbéry a zpracovani vlastnich vzorku

Na kazdé lokalité (viz vyse) jsem provedla 3 odbéry. Odebirala jsem cca 200-
300 g substratu a pomoci kovové lopatky (sterilizované lihem mezi jednotlivymi
odbéry) jsem jej ukladala do Cistych polyethylenovych sackli. Sacky jsem okamzité po

odbéru oznacila Stitkem s Cislem odbéru. Vzorky jsem skladovala pii cca 5°C a do 72

hodin zpracovala. Pro izolaci druhii rodu Trichoderma v jednotlivych odbérech jsem
zvolila zted'ovaci metodu. Sterilné jsem odebrala 1g materidlu, vlozila jej do banky se
100 ml sterilni destilované vody a desetkrat fedila. 0,5ml této suspenze jsem poté
napipetovala na kazdou ze tfi Petriho misek s médiem SL2 (pfipravovano podle
Fassatiové 1979Petriho misky byly inkubovany pfii laboratorni teploté po dobu 5-7
dni. Kolonie nalezejici k rodu Trichoderma jsem nasledné sterilni jehlou pod
binokularni lupou (Leica EZ4) inokulovala na Petriho misku obsahujici SL2. Po
nariistu této kolonie jsem provedla monosporickou izolaci (viz vyse), piifadila jsem
kmenu c¢iselnou zkratku a preockovala do zkumavek se Sikmym agarem (PCA)
(ptipravovano podle Fassatiové 1979) pro dlouhodob¢jsi uchovani v lednici.

Celkem bylo odebrano a zpracovano 60 vzorki z 20 lokalit a ziskano 32

izolatt rodu Trichoderma (viz Tab. 4)
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3.4 MORFOLOGICKE HODNOCENI IZOLATU

Pro identifikaci izolovanych kment rodu Trichoderma ¢i zafazeni k urcitému
morfotypu jsem pouzila nasledujici mikroskopické morfologické znaky: vzhled a
vétveni konidioforti, vyskyt fertilnich a sterilnich vlaken na koncich konidiofort,
velikost, tvar, ornamentaci a pigmentaci konidii a pfitomnost chlamydospor. Pro
doplnéni udajii pottebnych ke spravnému urceni jsem déale méfila narist kolonie na

PDA a SNA pii 35°C za 72 hodin a zaznamenavala pfitomnost/absenci silného

(kokosového) odéru.

Mikroskopické preparaty jsem pfipravila pomoci Melzerova Cinidla a kyseliny
mlééné obarvené¢ bavinovou modii. Mikroskopické pozorovani preparati jsem
provadéla na svételném mikroskopu Olympus BX51 vybaveném digitdlnim
fotoaparatem Olympus E-510, ¢i pozdé&ji digitalni kamerou Olympus DP72. K potizeni
fotodokumentace a meéfeni velikosti spor jsem pouzila pocitatovy program
QuickPHOTO MICRO Pro 2.3.

Jako hlavni identifika¢ni nastroj jsem pouzila internetovy kli¢ Trichoderma
Online (Samuels a kol. 2013). Spravnost tohoto ureni jsem konfrontovala s
charakteristikou jednotlivych druhii v publikacich Gams a Bissett (1998), Bissett
(1984, 19914, 1991b, 1991c) a Jaklitsch (2009, 2011).

3.5 MOLEKULARNE TAXONOMICKA ANALYZA

Vzhledem k velkému poctu morfologicky velmi podobnych kmenl jsem
zvolila metodu UP-PCR fingerprinting pro rozliseni geneticky homogennich skupin
zahrnujicich kmeny se stejnym ¢i velmi podobnym UP-PCR fingerprintem.

Vybrané zastupce z kazdé skupiny jsem osekvenovala. Jako studovanou oblast
jsem zvolila tsek rDNA kodujici gen pro translacni elongacni faktor la (tefl). Tato
oblast patii (vedle ITS-rDNA) u rodu Trichoderma k hlavnim sekvenovanym usektim
a existuje pro ni pomérn¢ obsahla databaze referencnich sekvenci. Zarazeni sekvenci
jsem provadéla pomoci programu BLAST a databaze sekvenci GenBank. Za totozny
jsem povazovala takovy referen¢ni druh, ktery mél 98-100% podobnosti v tefl -

oblasti. VSechny vysledky ziskané pomoci databaze GenBank jsem posléze
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konfrontovala s databazi TrichoBLAST (Kopchinskiy a kol. 2005) pfistupné na
internetovém serveru www.isth.info.

V piipadech, kdy se nepodafilo taxonomické zatazeni do druhu dle tefl, jsem
zvolila analyzu oblasti ITS-rDNA. Takto ziskané sekvence byly opét zafazeny pomoci
programu BLAST a databdze Genbank. Spravnost zafazeni jsem vzdy zkontrolovala
porovnanim s internetovym kli¢em TrichOKEY (Druzhinina a kol. 2005) zalozenym
na ITS sekvencich. Tento kli¢ je dostupny na serveru www.isth.info.

Shodné, popt. nejpodobnéjsi sekvence jsem vzdy editovala spolu se sekvenci

uréovaného izolatu v programu BioEdit (Hall 1999).

3.5.1 Izolace DNA

DNA jsem izolovala z 5-7 dni starych kultur pomoci komeréni izolaéni sady
ArchivePure DNA Purification System (5 PRIME GmbH) postupem shodnym s
navodem dodanym od vyrobce. Kontrolu Cistoty a koncentrace ziskané DNA jsem

provadéla na spektrofotometru NanoDrop 2000 (Thermo Scientific).

3.5.2 UP-PCR fingerprinting

Z primert uvadénych na www.isth.info jako vhodnych pro tuto metodu jsem
zvolila Sest primerd, se kterymi jsem zkuSebné zamplifikovala 3 kmeny nalezici k
riznym morfotyptim. Jednalo se o primery L15 (5"GAGGGTGGCGGTTCT3"), L21
(5"GGATCCGAGGGTGCGGTTCT3"), L45 (5" GTAAAACGACGGCCAGT3"), AS4
(5'TGTGGGCGCTCGACAC3"), AS15 (5GGCTAAGCGGTCGTTAC3") a AA2M2
(5'CTGCGACCCAGAGCGG3’). Z téchto primerh jsem posléze vybrala dva, které
poskytovaly nejvyssi rozliSovaci schopnost - L45 a AS15. S témito primery jsem
provedla amplifikaci vSech izolovanych kment. Pro naprostou jistotu spravného
zaclenéni do jednotlivych skupin jsem jako stejny fingerprint brala pouze takovy, kde
doslo k naprosté shod¢ vyskytujicich se fragmentti. Slozeni reakéni smési je uvedeno v
Tab. 5.
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Tab. 5: Slozeni reak¢ni smési (celkem 20,15 pl)

deionizovana H,O 10 pl
dNTP’s (2 mM) 2 ul
MgCl; (25 mM) (Promega Corp., Madison, WI) 2l
primer (10 pmol/ul) 2wl
Perfect Taq pufr (Eppendorf) 2ul
Perfect Taqg DNA polymeraza (5U/ul) (Eppendorf) 0,15 pl
DNA templat (30ng/pl) 2 ul

Amplifikaci vzorkli jsem provedla v termocykleru Mastercycler Gradient
(Eppendorf) a to dle ptedpisu uvedeném v Liibeck a kol. (2000). Amplifika¢ni cyklus
m¢l nasledujici parametry: 94°C/3 min (1x); 92°C/50 s, 56°C/70 s, 72°C/60 s (30x) a
72°C/3 min (1x).

Produkty jsem poté nanesla na 1,5% agar6zovy gel (elektroforeticky pufr TBE)

a zviditelnila pii gelové elektroforéze. Nanasela jsem vzdy 2ul produktu. Délka

elektroforézy byla pfiblizné 1,5 hodiny pti 130V.
Veskeré prace souvisejici s metodou UP-PCR fingerprintingu jsem provadéla v

laboratoii RNDr. S. Pazoutové, CSc. v Mikrobiologickém ustavu AV CR v Praze.

3.5.3 DNA amplifikace

K zafazeni kment ke konkrétnimu druhu jsem zvolila oblast rDNA kodujici
gen pro transla¢ni elongacni faktor la (tefl). Na serveru International Subcommission
on Trichoderma and Hypocrea Taxonomy (ISTH) uvadi J. Bissett pro tento ucel

moznost pouziti dvou dvojic vhodnych primerdt. A to tef71f (5'CAA

AATGGGTAAGGAGGASAAGAC3’) a tef997r
(5’CAGTACCGGCRGCRATRATSAG3"), tef85f
(5’ AGGACAAGACTCACATCAACG3) a tef954r (5’AGTA

CCAGTGATCATGTTCTTG3"). S obéma témito dvojicemi jsem provedla zkuSebni
amplifikaci a po zviditelnéni produkti gelovou elektroforézou jsem pro finalni

amplifikaci zvolila dvojici tef85f a tef954r, ktera poskytovala Cistsi PCR produkt.
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Protoze jsem neméla k dispozici polymerazu uvadénou v daném PCR piedpisu,
provedla jsem zkouSku dostupnych polymeraz. Amplifikovala jsem vzdy 3 vzorky
nalezici k rozdilnym druhim a pfitomnost PCR produkti zviditeliiovala pomoci
gelové elektroforézy. Timto zpiisobem jsem pro mozné pouziti vyiadila polymerazy
Red Taq Polymerase (Sigma-Aldrich), AmpliTaq Gold DNA Polymerase (Invitrogen)
a Immolase (Bioline). Jedind polymeraza poskytujici usek amplifikované DNA v
pozadované délce byla My Taq HS DNA Polymerase (Bioline), kterou jsem nésledné
pouzila pro amplifikaci oblasti tefl u vSech svych vzorkl. SloZeni reakéni smési je

uvedeno v Tab. 6.

Tab. 6: Slozeni reakéni smési (celkem 20 pl)

deionizovana H,0O 12,3 ul
tef85f primer (10 pmol/ul) 2 ul
tef954r primer (10 pmol/ul) 2 ul
My Taq HS pufr (Bioline) 2 ul
My Taq HS DNA polymeraza (5U/ul) (Bioline) 0,2 ul
DNA templat (30 ng/ul) 1,5 ul

Pro amplifikaci vzorkli jsem zvolila tzv. touchdown-cyklus, pii kterém teplota
annealingu klesa vzdy o 1°C na jedno opakovani. Amplifika¢ni cyklus uvadény J.
Bissettem jsem upravila pro parametry zvolené My Taq HS DNA polymerazy. Cyklus
provedeny v termocykleru Mastercycler epgradient S (Eppendorf) mél nasledujici
parametry: 94°C/2 min (1x); 94°C/30 s, 66-60°C/45 s, 72°C/45 s (5%); 94°C/30 s,
60°C/45 s, 72°C/45 s (30x) a 72°C/10 min (1x).

Produkty jsem poté nanesla na 1% agarézovy gel (elektroforeticky pufr TAE) a

zviditelnila pii gelové elektroforéze. Nanasela jsem vzdy 2,5 pl produktu. Délka

elektroforézy byla pfiblizné 0,5 hodiny pti 120 V.
Pro izolaty, u kterych sekvence tefl neposkytla dostatecné informace pro

zafazeni k pfislusSnému druhu, bylo zapotiebi amplifikovat dalsi usek rDNA. Zvolila

jsem amplifikaci ITS oblasti, kterd je jiz osekvenovana u velkého mnozstvi zastupcti
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rodu Trichoderma (stejn¢ jako u ostatnich houbovych roda) a existuje pro ni vlastni
internetova databdze TrichOKEY.

K amplifikaci byl pouzit komerén¢ dostupny mastermix SPrime MasterMix
2,5x  (5Prime) a primery ITS1 (5'TCCGTAGGTGAACCTGCGG3) a NL4
(5'GGTCCGTGTTTCAAGA CGG3’). Slozeni reakéni smési je uvedeno v Tab. 7.

Tab. 7: Slozeni reak¢ni smési (celkem 20 pl)

deionizovana H,O 10 pl
5Prime MasterMix 2,5x (5Prime) 8ul
ITS1 primer (25 pmol/ul) 0,5ul
NL4 primer (25 pmol/ul) 0,5l
DNA templat (30 ng/ul) 1l

Amplifikaci vzorkl jsem provedla v termocykleru Mastercycler epgradient S
(Eppendorf) a to dle pfedpisu uvedeném v Gardes a Bruns (1993) a O’Donnell (1993).
Amplifikacni cyklus mél nasledujici parametry: 95°C/10 min (1x); 94°C/10 s,
53°C/60 s, 72°C/60 s (38%) a 72°C/10 min (1x).

Produkty jsem poté nanesla na 1% agardézovy gel (elektroforeticky pufr TAE) a

zviditelnila pti gelové elektroforéze. Nanasela jsem vzdy 2ul produktu. Délka

elektroforézy byla ptiblizné 0,5 hodiny pti 120V.

3.5.4 Purifikace DNA

Pro zjisténi nejlepsiho zplsobu purifikace jsem na souboru 20 vzorkl srovnala

Cistotu precisténého produktu s pouzitim octanové metody a s pomoci kitu Gen Elute

PCR Clean-Up Kit (Sigma-Aldrich). Purifikace vzorki pomoci kitu je zptisob vyrazné

metoda octanova. Vétsinu svych vzorktl jsem proto purifikovala reakci s octanem
sodnym.

Purifikaci octanem sodnym jsem provadéla v jamkové desticce. K PCR

produktu (16 - 20 pl) jsem v prvnim kroku napipetovala 2 pl octanu sodného a
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dispenzorem piidala 50 pl 96%-niho etanolu. Poté jsem destiCku uzaviela,

zvortexovala a lehce stocila na centrifuze po dobu 1 minuty na 400 rpm. Nechala jsem
smés 15 minut stat. Nasledné jsem desticku stocila pii maximalnich otackach (3700
rpm) po dobu 30 minut. Supernatant jsem opatrné slila a otoenou desticku jsem

kratce stocila pii 400 rpm. V dal$im kroku jsem do jamek dispenzorem ptidala 100 pl

70% -niho etanolu. Uzavienou desticku jsem centrifugoval ptfi 3700 rpm po dobu 10
minut. Supernatant jsem opét slila a desticku dnem vzhiru kratce stocila pii 400 rpm.
Poté jsem nechala stat otevienou desti¢ku po dobu 10 minut ve flowboxu. Jamkovou
desticku jsem nasledné suSila 5 minut pfi 65°C na termobloku a vzniklou peletku

purifikované DNA jsem poté rozpustila ve 20 pl neionizované H,0.

Amplifikaci a purifikaci tefl a ITS rDNA jsem provadéla v DNA laboratofi
katedry botaniky PfF UK v Praze, Benatska 2.

3.5.5 Sekvenace DNA

Sekvenace vzorkl byla provedena servisné v Laboratotfi sekvenace DNA PiF
UK v Praze, Vini¢na 7. K sekvenaci byly pouzity primery tef71f, tef85f a ITS1.
Identitu izolath jsem urcila na zakladé shody ziskané sekvence a sekvence typového

kmenu daného druhu ulozené v databazich GenBank, TrichOKEY a TrichoBLAST.

3.6 KONSTRUKCE FYLOGENETICKYCH KLADOGRAMU

Pro sestrojeni fylogenetickych kladogrami jsem provedla alignment vSech
ziskanych sekvenci, spolu s reprezentanty znamych druht (uvest citace od kud byly ty
datasety, nebo to vice rozepsat kde si je sehnala) pomoci programu MAFFTvers.6
dostupném na internetu (http://mafft.cbrc.jp/alignment/server/). Fylogenetické stromy
pro useky tefla - intron 4, tefla - intron 5, ITS a rpb2 jsem sestrojila pomoci metod
Minimum evolution a Maximum likelihood za pouziti programu MEGAS (Tamuraa
kol.. 2011). V tomto programu byl zjistén nejlepsi substitu¢ni model pro metodu
Maximum likelihood. Zatazeni jednotlivych kmen do stavajiciho systému rodu

Trichoderma je popsano v kapitole Vysledky, 3.2.2.2. Taxonomické zarazeni.
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3.7 STATISTICKE ZPRACOVANI DAT

Primérni data pro statistické analyzy jsem zpracovala v programu Microsoft
Excel. U ziskanych kment jsem zjistovala jejich frekvenci vyskytu (vyjadienou
procentudlnim zastoupenim) na jednotlivych substratech resp. pro jednotlivé
nadmoftské vysky. Frekvenci vyskytu (v %) jsem stanovovala z poctu jedincii daného
druhu k celkovému poctu jedinct vyskytujicich se na sledovaném substratu. Hodnoty,

z nichz byly frekvence stanovovany jsou uvedeny v Tab. 15 v kapitole Ptilohy.

3.8 SEZNAM VYBRANYCH ZKRATEK POUZITYCH YV DIPLOMOVE
PRACI

Calml - Calmodulin 1

CCF - Culture Collection of Fungi

CCM - Czech Collection of Microorganisms

CMF ISB - Collection of Microscopic Fungi of ISB

CPPF - Collection of Phytopathogenic Fungi

ech 42 - Chitinaza 18-5

ITS, ITS-rDNA - internal transcribed spacer (ITS1-5,8S-1TS2 rDNA).
PCA - bramboro-mrkvovy agar (potato-carrot agar)

PDA - bramboro-dextrozovy agar (potato-dextrose agar)

SL2 - 2° sladinovy agar

SNA - Synthetic nutrient-poor agar
TAE - Tris-Acetate-EDTA pufr
TBE - Tris-Borate-EDTA pufr

tefl - translacni elongacni faktor la
TUB?2 - B-tubulin2

UP-PCR - Universally Primed PCR
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4 VYSLEDKY

Cilem ptedkladané diplomové prace bylo studium diverzity rodu Trichoderma
na tzemi Ceské republiky kombinaci morfologickych a molekularnich metod a
porovnani zjisténych vysledka s dosud znamymi 0daji o diverzité tohoto druhu na

nasem uzemi.

4.1 DRUHOVE ZASTOUPENI RODU TRICHODERMA NA JEDNOTLIVYCH
SUBSTRATECH RESP. NADMORSKYCH VYSKACH

V ramci diplomové prace jsem v letech 2010 az 2013 provedla revizi 30
izolath pochazejicich ze sbirky CCF, zpracovala 196 izolath ze studijni sbirky A.
Kubatové a 43 izolath vzeSlo z vlastniho zpracovani odbérovych vzorkd. U vSech
téchto izolatl jsem zjistila druhovou pfislusnost, s vysledkem 21 znamych druht rodu
Trichoderma patticich do 4 sekci a jednoho izolatu druhu dosud pro védu patrné
nezndmého. Piehled identifikovanych druhli véetné jejich teleomorf a zatazeni do
ptislusné sekce je uveden v Tab. 8. Grafické znazornéni vyskytu jednotlivych druhii

Vv zavislosti na substratu a nadmotské vysce je zndzornéno v Grafu 1.

Tab. 8: Ptfehled druhti rodu Trichoderma identifikovanych morfologickymi a
molekularnimi metodami v rdmci diplomové préce.

DRUH TELEOMORFA SEKCE

T. aggressivum Samuels & W. - Pachybasium

Gams

T. atroviride P. Karst. H. atroviridis Dodd, Trichoderma
Lieckf. & Samuels

T. citrinoviride Bissett H. schweinitzii (Fr.) Sacc. | Longibrachiatum

T. crassum Bissett H. crassa P. Chaverri & Pachybasium
Samuels

T. gamsii Samuels & Druzhin. -

T. ghanense Yoshim. Doi, Y. Abe | - Longibrachiatum

& Sugiy.

T. hamatum (Bonord.) Bainier - Trichoderma

T. harzianum Rifai H. lixii Pat. Harzianum

T. koningii Oudem. H. koningii Lieckf., Trichoderma
Samuels & W. Gams

T. koningiopsis Samuels, C. H. koningiopsis Samuels Trichoderma

Suérez & H. C. Evans

T. longibrachiatum Rifai - Longibrachiatum

T. longipile Bissett H. longipilosa Jaklitsch Pachybasium
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T. polysporum (Link) Rifai

H. pachybasioides Yoshim.

Doi

Pachybasium

T. pseudokoningii Rifai

Longibrachiatum

T. reesei E. G. Simmons

Longibrachiatum

T. rossicum Bissett, C. P.
Kubicek & Szakacs

Pachybasium

T. saturnisporum Hammill

Longibrachiatum

T. tomentosum Bissett

Pachybasium

T. virens (J. H. Mill., Giddens &
A. A. Foster) Arx

H. virens P. Chaverri,
Samuels & E. L. Stewart

Pachybasium

T. viride Pers.

H. rufa (Pers.) Fr.

Trichoderma

T. viridescens (A. S. Horne & H.

S. Will.) Jaklitsch & Samuels

H. viridescens Jaklitsch &
Samuels

Trichoderma

Trichoderma sp. (AK 115/00)

Pachybasium

4.1.1 Druhové zastoupeni na jednotlivych substratech

Pichled a zastoupeni druhi na jednotlivych substratech je uveden v Tab. 15 v
kapitole Ptilohy. Izolaty byly dle substratu rozdéleny do nasledujicich kategorii:
dfevo/ povrch brouki, opad (dale délen na opad jehli¢naty a opad listnaty/ smiSeny),
ovzdu$i, potraviny/ krmiva, puda blize nespecifikovand, puda alpinska, pada
antropogenni, piida jehlicnatého lesa, piida raselinistni, ptida zemédélska a ostatni.
Kategorie ovzdusi, potraviny/ krmiva, piida nespecifikovana a ostatni neobsahovaly
dostatecné mnoZstvi kment resp. nepfinaSely vypovédni hodnotu o daném substratu a
nebyly proto do nasledné bliz8i charakteristiky obsazeny. Druhové zastoupeni na
ostatnich uvedeno nize, Graf 2 - 15

vybranych  substratech je
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Graf 1: Druhové zastoupeni rodu Trichoderma v zavislosti na typu substratu a nadmotské vysce
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4.1.1.1 Zastoupeni jednotlivych druhii na dfevé/ povrchu brouki

Kategorie dievo/ povrch broukl obsahovala celkem 41 izolath patticich do 9
druhti. Kultury byly izolovany z 21 lokalit. Druhové zastoupeni je znazornéno v Grafu
2. Vyraznou ptfevahu na tomto substrdtu zaznamenaly kosmopolitn€ se vyskytujici
druh Trichoderma harzianum (39%) a Trichoderma atroviride (26,8%), ktera je
specifickd pravé svou vazbou na rozkladajici se dfevo. Vys$si zastoupeni na tomto
substratu m¢l i druh Trichoderma virens (12,2%). Druhy Trichoderma citrinoviride
(7,3%) a Trichoderma hamatum (4,9%) se jiz vyskytovaly s mensi frekvenci vyskytu.
Ostatni druhy se vyskytly pouze v podobé jednoho izolatu (T. viridescens, T.

aggressivum, T. tomentosum, T. longipile).

B Tharzianum M Tatroviride H T.virens B Tcitrinoviride ® T.hamatum

M T.viridescens T.aggressivum M T.tomentosum I T. longipile

Graf 2: Zastoupeni druht rodu Trichoderma izolovanych ze dieva/ povrchu brouku

4.1.1.2 Zastoupeni jednotlivych druhii v piidé jehli¢natého lesa

Z pudy jehli¢natého lesa pochazelo celkem 20 izolath patficich do 4 druht.
Kultury byly izolovany z 9 lokalit. Druhové zastoupeni je znazornéno v Grafu 3. Zcela

dominantnim zastupcem této kategorie byl druh charakteristicky praveé pro jehlicnaté
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porosty vyssich nadmotskych vysek - Trichoderma viride s frekvenci vyskytu 75%.
V mensi mife (2 izolaty) se zde vyskytovaly druhy Trichoderma harzianum a

Trichoderma viridescens. Pouze jedenkrat se vyskytoval druh Trichoderma atroviride.

BT viride B T.harzianum T.viridescens B T.atroviride

Graf 3: Zastoupeni druht rodu Trichoderma izolovanych z pudy jehli¢natého lesa

4.1.1.3 Zastoupeni jednotlivych druhii v piidé listnatého/ smiSeného lesa

Z pudy smiSené¢ho a listnatého lesa se podafilo izolovat celkem 26 kmeni
nalezicich k 11 druhim. Kultury byly izolovany z 13 lokalit. Druhové zastoupeni je
znazornéno v Grafu 4. Tato velmi rliznorod4 skupina neobsahovala Zadny vyrazné
dominujici druh. Vyss§i zastoupeni vykazovaly druhy Trichoderma viride (23,1%),
Trichoderma polysporum (19,2%) a Trichoderma viridescens (19,2%). Méné
zastoupeny (2 izolaty) byly druhy Trichoderma harzianum a Trichoderma hamatum.
Ostatni druhy se vyskytly pouze v podobé jednoho izolatu (T. longipile, T. rossicum,
T. ghanense a T. saturnisporum). U druhtt Trichoderma longipile, Trichoderma
rossicum, Trichoderma ghanense se vsak jedna o prvni nalez ztuzemi Ceské
republiky, u druhu Trichoderma ghanense nebyl dosud publikovan ani vyskyt z uzemi
Evropy. Z pidy smiSené¢ho lesa také pochazi izolat, ktery se dle soucasné literatury
nepodafilo zatadit do Zadného z dosud zndmych druht, a ktery bude popséan jako novy
druh.
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HT. viride B T.polysporum M T.viridescens B T.hamatum B T.harzianum B T.crassum

T.sp. nov. H T.longipile T.rossicum M T.ghanense T.saturnisporum

Graf 4: Zastoupeni druhti rodu Trichoderma izolovanych z pudy listnatého/ smiSeného

lesa

4.1.1.4 Zastoupeni jednotlivych druhii v raseliniStni padé

V kategorii plida raselinistni bylo zpracovano celkem 18 izolath patiicich do 5
druhii. Kultury byly izolovany z 9 lokalit. Druhové zastoupeni je znazornéno v Grafu
5. Vice nez polovina izolati byla identifikovana jako Trichoderma viride (55,5%).
Vys$$i zastoupeni v raSelini$tni pidé zaznamenal téz druh Trichoderma hamatum
(27,8%), ktery se nejCastéji vyskytuje pravé na rozkladajicim se bylinném substratu
popt. listovém opadu. Jednim izolatem byly zastoupeny druhy T. koningiopsis, T.

tomentosum a T. aggressivum.
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H T.viride ® T.hamatum ™ T.koningiopsis ® T.tomentosum M T.aggressivum

Graf 5: Zastoupeni druht rodu Trichoderma izolovanych z raselinistni ptudy

4.1.1.5 Zastoupeni jednotlivych druhi v alpinské piudé

Z alpinské pudy bylo ziskdno celkem 12 izolatl patiicich k 5 druhiim. Kultury
byly izolovany z 8 lokalit. Druhové zastoupeni je znazornéno v Grafu 6. Vyrazné
prevazujicim druhem této kategorie byla Trichoderma viride s frekvenci vyskytu
66,7%, druh pfizna¢ny pravé pro jehlicnaté porosty vySSich nadmoiskych vySek.
Ostatni druhy (T. virens, T. koningiopsis, T. citrinoviride a T. polysporum) se

vyskytovaly pouze v nalezu jediného izolatu.

E Tviride B T.virens ® T.koningiopsis M T.citrinoviride ® T.polysporum

Graf 6: Zastoupeni druht rodu Trichoderma izolovanych z alpinské pudy
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4.1.1.6 Zastoupeni jednotlivych druhii v zemédélské pudé

Do kategorie zemé&d¢lska ptuda patii celkem 13 izolatt ndlezicich do 8 druht.
Kultury byly izolovany z 8 lokalit. Druhové zastoupeni je znazornéno v Grafu 7.
V této kategorii se nevyskytuje zadny vyrazné€ ptrevazujici druh. VSechny druhy zde
byly zaznamenany pouze vpoctu 1 az 3 izolatd. Nejvice je zde zastoupena
Trichoderma harzianum a Trichoderma viride a to 23,1% vyskytu. Druh Trichoderma
polysporum byl na zemédélské pudé zaznamenan dvakrat, ostatni druhy (T.
longibrachiatum, T. koningiopsis, T. reesei, T. tomentosum a T. gamsii) byly nalezeny
pouze jedenkrat. Nalez posledné jmenovaného druhu (Trichoderma gamsii) je prvnim

nalezem pro tizemi Ceské republiky.

B T.harzianum B T.viride M T.polysporum B T.longibrachiatum

B T koningiopsis W T.reesei T.tomentosum T.gamsii

Graf 7: Zastoupeni druhti rodu Trichoderma izolovanych ze zemédélské pudy

4.1.1.7 Zastoupeni jednotlivych druhii v antropogenni pudé

Ve skupiné izolati ziskanych z antropogenni pidy se nachdzi celkem 41
izolatl patficich do 8 druhd. Kultury byly izolovany ze 7 lokalit. Druhové zastoupeni
je znazornéno v Grafu 8. Nejcastéji se vyskytujici druhem je kosmopolitné rozsifeny
druh s vyraznou adaptabilitou - Trichoderma harzianum s frekvenci vyskytu 36,6%.

Vyssi zastoupeni v antropogenni pudé zaznamenaly téZz druhy Trichoderma virens
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(17,1%), Trichoderma koningiopsis (12,2%), Trichoderma hamatum (12,2%) a
Trichoderma koningii (9,7%). Trichoderma viride se na tomto substratu vyskytovala

pouze ve 3 izolatech, T. longipile a T. atroviride byly ptfitomny pouze jedenkrat.

B T.harzianum M T.virens B T.koningiopsis B T.hamatum

B T .konigii H T.iride T.longipile T. atroviride

Graf 8: Zastoupeni druhti rodu Trichoderma izolovanych z antropogenni ptdy

4.1.1.8 Zastoupeni jednotlivych druhii na listnatém/ smiSeném opadu

Z odbérti pochazejicich z listového a smiSeného opadu jsem ziskala celkem 34
izolatl. Kultury byly izolovany z 18 lokalit. Druhové zastoupeni je znazorné€no v
Grafu 9. Stejné jako izolaty z pudy listnatého a smiseného lesa vykazuje tato skupina
velkou druhou rozmanitost, celkem se podatilo urcit 11 druhd. Ani v tomto piipadé
vSak nelze nalézt druh dominujici svou Cetnosti nad ostatnimi. Vyssi zastoupeni lze
pozorovat pouze u druht Trichoderma hamatum (23,5%) a Trichoderma viride
(17,6%). Mén¢ zastoupeny byly druhy Trichoderma viridescens (11,8%),
Trichoderma atroviride (11,8%) a Trichoderma harzianum (8,8%). Ostatni druhy se
vyskytly pouze v podobé dvou (T. saturnisporum, T. virens a T. koningiopsis) resp.
jednoho izolatu (T. citrinoviride, T. koningii a T. longibrachiatum).
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B T.hamatum H T.viride M T.viridescens H T. atroviride
B T. harzianum B T.saturnisporum T.virens B T. koningiopsis
T. citrinoviride H T.koningii T.longibrachiatum

Graf 9: Zastoupeni druhti rodu Trichoderma izolovanych z listnatého/ smiseného

opadu

4.1.1.9 Srovnani jednotlivych substrata

Z grafu 2 - 9 je patrné vyrazné vys$si zastoupeni druhu Trichoderma harzianum
na dfeveé/ povrchu broukd (39%) a antropogenni pidé (36,6%). DalSim druhem s
viditelnou vazbou na substrat je Trichoderma viride. Nejvyraznéj$i ptevahu nad
ostatnimi druhy ma Trichoderma viride v pidé¢ jehlicnatého lesa (75%) a v alpinské
pude (67%).

Srovnani poctu druhti rodu Trichoderma na rtuznych substratech ve vztahu k

poctu ziskanych izolath a poctu studovanych lokalit je uvedeno v Tab. 9.
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Tab. 9: Srovnani poctu druhti rodu Trichoderma na riznych substratech ve vztahu k

poctu ziskanych izolatd a poctu studovanych lokalit

kategorie substratu pocet izolati | pocet lokalit pocet druhu
dfevo/ povrch broukt 41 21 9
puda jehli¢natého lesa 20 9 4
puda listnatého/ 26 13 11
smiSen¢ho lesa

puda raselinistni 18 9 5
puda alpinska 12 8 5
puda zeméd¢lska 13 8 8
puda antropogenni 41 7 8
opad listnaty/ smiSeny 34 18 11

4.1.2 Druhové zastoupeni v jednotlivych nadmorskych vySkach

Piehled a zastoupeni druhd v jednotlivych nadmoiskych vyskach je uveden
v Tab. 15 v kapitole Pfilohy. Kategorie ¢lenéni nadmotskych vysek odpovidaji
vyskytu jednotlivych vegetacnich stupni a byly vytvofeny dle publikace
Biogeografické ¢lenéni Ceské republiky II. dil (Culek a kol. 2005). Tabulka (Tab. 10)
a mapa (Obr. 4) biogeografického ¢&lenéni Ceské republiky jsou zobrazeny niZe.
Izolaty byly dle nadmotské vysky rozdéleny do nasledujicich kategorii: 150 - 300 m n.
m. (odpovidd dubovému vegetatnimu stupni), 301 - 500 m n. m. (odpovida
dubobukovému vegetacnimu stupni), 501 - 700 m n. m. (odpovida bukovému
vegetatnimu stupni), 701 - 1000 m n. m. (odpovidd jedlobukovému vegetacnimu
stupni, 1000 - 1250 m n. m. (odpovida smrkovému vegetacnimu stupni) a kategorie

nad 1251 m n. m. (odpovida kleCovému, subalpinskému vegetacnimu stupni).
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Tab. 10: Biogeografické ¢lenéni Ceské republiky (upraveno dle Culek a kol. 2005)

.« . | Malé vegetaéni

Vegetacni Prtmrlerna obdobi ¢ < | Primérna nadmoiska
9 rocni PlochavCR | . x
stupent teplota (primérna denni vyska v CR
teplota nad 10°C)

1. dubovy pres 9°C | pres 170 dni 3,4 % 150 - 300 m n. m.
2. dubobukovy |8°C cca 155 dni 24,5 % 301 -500 mn. m.
3. bukovy 6,5°C cca 145 dni 42,6 % 501 -700 mn. m.
4. jedlobukovy |5,5°C cca 130 dni 12,9 % 701 - 1000 m n. m.
5. smrkovy 2°C cca 80 dni 0,4 % 1000 - 1250 m n. m.
6. kleCovy
(subalpinsky) |1°C cca 50 dni 0,05 % nad 1251 m n. m.

Bl cubovy vegetatni stupeii B bukowy &ni stuped (ocednicka var) B sniovy vegetadni stuped
] g i stupe i (ocednicka var.) | bukovyvegetaéni stuped (kontinentdini var) Bl =tow (subalpinsky) vegetadni stuped
i stupe (kons i var) B rdbbuioy vegewtni stuped QO mesa

Obr. 4: Mapa biogeografického ¢lenéni Ceské republiky (Culek a kol. 2005)
4.1.2.1 Zastoupeni jednotlivych druhii v nadmoiské vysce 150 - 300 m n. m.
Ve skupin¢ izolati ziskanych z nadmotské vysky 150 - 300 m n. m. se nachazi

celkem 101 kmeni patficich do 17 druhii. Kultury byly izolovany z 27 lokalit.

Druhové zastoupeni je znazornéno v Grafu 10. NejcCastéji se vyskytujici druhem je
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Trichoderma harzianum s frekvenci vyskytu 25,7%. Vys8i zastoupeni v této
nadmoiské vysce zaznamenaly téz druhy Trichoderma viride (16,8%) a Trichoderma
koningiopsis (16,8%). Kmeny patiici ke druhtim Trichoderma hamatum, Trichoderma
virens a Trichoderma koningii se ve 150 - 300 m n. m. vyskytovaly s frekvenci 5,9%.
U druhti Trichoderma atroviride, Trichoderma polysporum a Trichoderma viridescens
jsem zaznamenala po 4 nalezech, coz odpovida 4% vyskytu. Trichoderma
citrinoviride se mezi ziskanymi kmeny vyskytovala celkem tiikrat a Trichoderma
longibrachiatum dvakrat. Ostatni druhy (Trichoderma gamsii, Trichoderma ghanense,
Trichoderma pseudokoningii, Trichoderma reesei, Trichoderma saturnisporum a
Trichoderma longipile se v této kategorii vyskytovaly pouze jedenkrat. Nalezy druht
Trichoderma gamsii, Trichoderma ghanense jsou prvnim zaznamenanym vyskytem

téchto druhti na uzemi Ceské republiky.

® T.harzianum B T.viride ¥ T.koningiopsis B Thamatum H T.irens B T. koningii
H T.atroviride B T.polysporum T.viridescens B T.citrinoviride ¥ Tlongibrachiatum ® T.gamsii
T.ghanense T.pseudokoningii T.reesei T.saturnisporum T. longipile

Graf 10: Zastoupeni druhti rodu Trichoderma izolovanych ze substratii z nadmoiské
vysky 150 - 300 m n. m.

4.1.2.2 Zastoupeni jednotlivych druht v nadmoiské vysce 301 - 500 m n. m.

V kategorii 301 - 500 m n. m. se vyskytuje celkem 89 kmenu patiicich do 15
druhti. Kultury byly izolovany z 37 lokalit. Druhové zastoupeni je znazornéno v Grafu

11. Dominantnim druhem v této nadmoiské vysce je opét Trichoderma harzianum
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s frekvenci vyskytu 22,5%. Hojné&ji se v této skupiné vyskytuji druhy Trichoderma
atroviride (18%), Trichoderma viride (18%) a Trichoderma hamatum (10,1%).
Dalsimi nalezenymi druhy byly Trichoderma koningiopsis (5,6%) a Trichoderma
citrinoviride  (4,5%). U druhd  Trichoderma aggressivum, Trichoderma
longibrachiatum, Trichoderma viridescens a Trichoderma longipile jsem zaznamenala
vzdy 3 ndlezy, coz odpovida 3,4% vyskytu. Ostatni druhy se v této nadmotské vysce
vyskytovaly pouze dvakrat (T. saturnisporum, T. tomentosum, T. konigii) resp. jednou

(T. gamsii).

12

B Tharzianum H Tatroviride B Tviride B Thamatum H T.virens
B T.koningiopsis B Tcitrinoviride M T.aggressivum T.longibrachiatum M T.viridescens
B T. longipile T.saturnisporum T.tomentosum T. koningii T.gamsii

Graf 11: Zastoupeni druhti rodu Trichoderma izolovanych ze substratu z nadmoiské

vysky 301 - 500 m n. m.

4.1.2.3 Zastoupeni jednotlivych druhii v nadmorské vysce 501 - 700 m n. m.

Z odbért pochazejicich z nadmotské vysky 501 - 700 m n. m. jsem ziskala celkem 16
izolati patiicich k 10 druhim. Kultury byly izolovany ze 4 lokalit. Druhové
zastoupeni je znazornéno v Grafu 12. Protoze neni tato skupina vzorkd nikterak
pocetnd, nebyl Zadny druhl zastoupen vyrazné Castéji nez ostatni, jak je tomu v jinych
nadmoiskych vySkach. U vSech nalezenych druht jsem zaznamenala takika
srovnatelny vyskyt, tj. 1 - 4 nalezy. Nejcastéji zastoupenymi druhy v této kategorii
byly Trichoderma viride (25%) a Trichoderma hamatum (18,8%). Dvakrat se
vyskytovaly druhy T. atroviride, T. virens a T. aggressivum. Jediny nalez jsem pak

57



zaznamenala u druhti T. hamatum a T. saturnisporum. V této kategorii jsem téz nalezla
druh novy pro védu, Trichoderma sp. (AK 115/00). Detailni morfologicky popis a
zatazeni tohoto druhu do stavajiciho systému rodu Trichoderma jsou uvedeny v
kapitole 3.2.2. Trichoderma sp. AK 115/00.

B T.iride B T.harzianum B T.atroviride W T.virens

B T.aggressivum  ® Thamatum T.saturnisporum B T, sp. Nov.

Graf 12: Zastoupeni druhti rodu Trichoderma izolovanych ze substratii z nadmotské
vysky 501 - 700 m n. m.

4.1.2.4 Zastoupeni jednotlivych druhi v nadmoiské vysce 701 - 1000 m n. m.

Z nadmoftské vysky 701 - 1000 m n. m. bylo ziskano celkem 32 izolatd
nalezicich k 10 druhiim. Kultury byly izolovany z 10 lokalit. Druhové zastoupeni je
znazornéno v Grafu 13. Nejcastéji se vyskytujicim druhem je v této kategorii (stejné
jako v dalSich s vyss§i nadmoiskou vySkou) Trichoderma viride (37,5%), druh typicky
svou vazbou na chladngjsi klima. Mezi vice zastoupené druhy v této nadmoiské vySce
patiily téz Trichoderma viridescens (18,8%), Trichoderma hamatum (12,5%) a
Trichoderma harzianum s frekvenci vyskytu 9,4%. Jako druh Trichoderma
polysporum jsem identifikovala 2 izolaty, ostatni druhy (T. atroviride, T. virens, T.
koningiopsis, T. koningii a T. aggressivum) se v této skupiné¢ vyskytovaly pouze
jedenkrat.
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H T.iride H T.viridescens E T.hamatum B T.harzianum B T.polysporum

M T.atroviride T.virens T.koningiopsis T. koningii M T.aggressivum

Graf 13: Zastoupeni druhti rodu Trichoderma izolovanych ze substratii z nadmotské
vysky 701 - 1000 m n. m.

4.1.2.5 Zastoupeni jednotlivych druhii v nadmorské vySce 1001 - 1250 m n. m.

V kategorii 1001 - 1250 m n. m. se vyskytuje celkem 16 kmend patticich do 9
druhil. Kultury byly izolovany z 11 lokalit. Druhové zastoupeni je zndzornéno v Grafu
14. Dominantnim druhem v této nadmoiské vySce je opét Trichoderma viride
s frekvenci vyskytu 37,5%. Hojnéji se v této skupiné vyskytoval jeste druh
Trichoderma polysporum (18,8%), druh morfologicky dobfe rozpoznatelny od vétsiny
kmeni v této skupiné diky odliSnému vétveni konidioforli, tzv. typ Pachybasium.
Zbylé druhy se v této kategorii vyskytovaly pouze jedenkrat. Jednalo se o druhy T.
viridescens, T. hamatum, T. atroviride, T. saturnisporum, T. koningiopsis, T. rossicum
aT. longipile.
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H Tviride B T.polysporum B T.iridescens B T.hamatum B T.atroviride

B T.saturnisporum ® T.koningiopsis T.rossicum T.longipile

Graf 14: Zastoupeni druhti rodu Trichoderma izolovanych ze substrati z nadmotské
vysky 1001 - 1250 m n. m.

4.1.2.6 Zastoupeni jednotlivych druhii v nadmorské vySce nad 1251 m n. m.

Z nadmoiské vysky nad 1251 m n. m. jsem ziskala celkem 30 kmeni
nalezicich k 8 druhiim. Kultury byly izolovany z 15 lokalit. Druhové zastoupeni je
znazornéno v Grafu 15. Naprostou pfevahu nad ostatnimi druhy ma v této kategorii
Trichoderma viride. Jako T. viride bylo uréeno 22 izolatd z celkového poctu 30, coz
odpovida 73,3% vyskytu. Ostatni druhy byly v nadmotské vysce nad 1251 m n. m.
nalezeny dvakrat (Trichoderma hamatum), popt. pouze jedenkrat (T. viridescens, T.

harzianum, T. saturnisporum, T. koningiopsis, T. tomentosum, T. virens).
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H Tviride B T.hamatum B T.iridescens B T.harzianum

H T.saturnisporum ® T.koningiopsis T.tomentosum T.virens

Graf 15: Zastoupeni druhii rodu Trichoderma izolovanych ze substrati z nadmotské

vysky nad 1251 m n. m.

4.1.2.7 Srovnani jednotlivych nadmorskych vysSek

Grafy 10 - 15 ukazuji druhové zastoupeni na jednotlivych nadmoiskych
vyskach resp. vegetatnich stupnich. Lze Fict, ze na Gizemi Ceské republiky mtizeme
nalézl dva vyrazné¢ dominantni druhy pro urcité nadmoiské vysky. V dubovém a
dubobukovém vegeta¢nim stupni (nadmotska vyska 150 - 500 m n. m.) je nejhojnéji
zastoupenym druhem Trichoderma harzianum. Druhym je pak Trichoderma viride,
ktera zna¢n¢ dominuje v jedlobukovém, smrkovém a kleCovém vegetacnim stupni (tj.
v nadmoiské vysce 701 - nad 1250 m n. m.). Tento vysledek odpovida zastoupeni,
které jsem zjistila na jednotlivych substratech. Tedy, ze T. harzianum pievazuje v
pude¢ listnatého/ smiSeného lesa a v opadu a druh T. viride vykazuje silnéj$i vazbu na
ptdu jehli¢natého lesa.

Vegetacni stupent bukovy (nadmotskéd vyska 501 - 700 m n. m.) je pasmem
pfechodu mezi témito dvéma druhy a proto je v této kategorii nachdzime oba, s
piiblizné stejnou frekvenci vyskytu. Srovnani po¢tu druhii rodu Trichoderma riznych
nadmoiskych vyskach ve vztahu k poctu ziskanych izolat a poctu studovanych lokalit

je uvedeno v Tab. 11.
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Tab. 11: Srovnani poctu druhd rodu Trichoderma riznych nadmoiskych vyskach ve

vztahu k poctu ziskanych izolat a poctu studovanych lokalit

kategorie nadm. vysky pocet izolati | pocet lokalit pocet druhi
150 - 300 m n. m. 101 27 17
301-500 mn. m. 89 37 15
501 - 700 mn. m. 16 4 10
701 - 1000 m n. m. 32 10 10
1000 - 1250 m n. m. 16 11 9
nad 1251 m n. m. 30 15 8

4.2 VYSLEDKY MOLEKULARNI ANALYZY

Celkem 266 izolath hub bylo typovano pomoci metody UP-PCR
fingerprinting. Ze vSech 6 zkousenych primeri se dvojice AS15 a L45 ukdzala jako
vhodny zpiisob zatazeni do druhu u kment ndleZicich ke stejnym morfotypim.
Piiklady vyslednych UP-PCR fingerprintd jsou zndzorné€ny na Obr.5 a 6. Vybranych
65 izolath bylo déle charakterizovano pomoci oblast tefla rDNA. U dalSich zastupct
byla téz sekvenovana oblast ITS1 a 4 rDNA. Druh patrné€ novy pro védu (AK 115/00)
byl pro spolehlivéj§i zafazeni do stavajiciho systému rodu Trichoderma dale

charakterizovan jesté sekvenci rpb2. Ptehled vSech izolati pouZzitych v molekularni

analyze a jejich vysledné ur€eni uvadi Tab. 12.
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1234567 89 10111213141516171819202122

Obr. 5: UP-PCR fingerprint ziskany po amplifikaci s primerem AS15 vSech izolath
zjisténych z tzemi Ceské republiky béhem prace na DP.

(1. T. longibrachiatum, 2. T. saturnisporum, 3. T. virens, 4. T. koningii, 5. T. crassum,
6. T. harzianum, 7. T. koningiopsis, 8. T. citrinoviride, 9. T. polysporum, 10. T.
viridescens, 11. T. tomentosum, 12. T. longipile, 13. T. hamatum, 14. T. virens, 15. T.
gamsii, 16. T. ghanense, 17. T. atroviride, 18. T. sp. (AK 115/00), 19. T. viride, 20. T.
aggressivum, 21. T. rossicum, 22. T. pseudokoningii)

.
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Obr. 6: UP-PCR fingerprint ziskany po amplifikaci s primerem AS15 kmend
nalezicich k druhu Trichoderma viride (1. AK 170/ 00, 2. AK 89/00, 3. AK 37/06, 4.
T27,5. AK 98/00, 6. AK 126/96, 7. AK 137/02, 8. AK 34/10, 9. T4, 10. AK 69/07,
11. AK 43/05, 12. AK 114/00)
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Tab. 12: Piehled izolata pouzitych v molekularni analyze a jejich zafazeni pomoci programu BLAST a databaze TrichOKEY

rDNA % Pocet Kmeny se stejnym UP-
kmen (délka) BLAST Match [Accession No.] shody :)lcl;;(iicnych PCR fingerprintem Taxonomické zarazeni
AK110/1 tef1 (900bp) | Hypocrea crassa [EU280048.1] 99 818/827 H.crassa/T.crassum
CCF3834
AK23TI93 | o81 (900bp) | Hypocrea koningii [EU280017.1] 97 | 650/668 H. koningii/T koningii
AK125/07 . —_— AK113/11,T7,T8
tefl (900bp) | Trichoderma koningii [EU280017.1] 99 559/560 H.koningii/T. koningii
AK24/94 AK112/99, AK170/06,
tefl (900bp) | Hypocrea lixii [AY605792.1] 100 | 810/810 AK194/06, AK61/03, H.lixii/T.harzianum
AKB84/93, CCF3814
AK135/06 AK110/95, AK113/95,
tefl (900bp) Hypocrea lixii [EF191322.1] 99 | 825/827 AK39/06, AK44/05, H.lixii/T.harzianum
AK82/07, CCF2714
AKG0/03 AK13/05, AK233/94,
tefl (900bp) Hypocrea lixii [EF191322.1] 99 | 825/827 AK45/11, AK55/95, H.lixii/T.harzianum
AK61/97, AK95/06
L AK244/93, AK67/95 L .
AK123/07 | tefl (900bp) Hypocrea lixii [EF191329.1] 99 | 648/654 H.lixii/T.harzianum
AK108/95 AK175/95, AK183/02,
tefl (900bp) Hypocrea lixii [EF392752.1] 99 | 713/716 AK?247/93, AK35/07, H.lixii/T.harzianum
AK73/92, T25
T11 tefl (900bp) Hypocrea lixii [EU279990.1] 99 | 721/729 ¢3K219|_6£5 AK112/95, H.lixii/T.harzianum
AK200/06 | o1 (900bp) | Hypocrea lixii [FI763170.1] 98 | 696/711 H.lixii/T.harzianum
AKT1/32 tef1 (900bp) Hypocrea lixii [FJ763170.1] 99 | 703/711 AK107/34, AKIL/10, H.lixii/T.harzianum

AK94/10, CCF2687
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/296040276?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=R4ADP9Y0016

Tab. 12: pokraCovani

rDNA % Pocet Kmeny se stejnym UP-
kmen (délka) BLAST Match [Accession No.] shody ;l:;(iicnych PCR fingerprintem Taxonomické zarazeni
CCF1555 AK188/02, AK221/01, o
tefl (900bp) Hypocrea pachybasioides [AY750886.1] 99 | 527/531 AK340, 44 H.pachybasioides/T.polysporum
CCF2823 tefl (900bp) Hypocrea pachybasioides [AY750886.1] 99 | 527/531 H.pachybasioides/T.polysporum
AK185/02 CCF3404,T16 o
tefl (900bp) Hypocrea pachybasioides [FJ860661.1] 99 | 533/535 H.pachybasioides/T.polysporum
AK113/00, AK117/02,
AK177/02, AK184/02,
AK101/00 AK186/02, AK187/02, .
tefl (900bp) Hypocrea rufa [DQ307543.1] 99 | 687/692 AK204/01. AK207/96. H.rufa/T.viride
AK79/99, AK87/02,
AK92/00
AK103/00, AK104/00,
AK124/94, AK131/00,
AK134/02, AK137/02,
AK176/00, AK177/01,
AK185/01,
AKL14/00 | ot1 (900bp) 99 | 687/692 | AK187/01.AKA0/06, | H.rufa/T.viride

Hypocrea rufa [DQ307543.1]

AK43/02, AK81/91,
AK89/10, AK93/00,
AK93/11, AK97/00,
AK98/00, CCF3231, T4,
T20,T22
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Tab. 12: pokraCovani

rDNA % Pocet Kmeny se stejnym UP-
kmen (délka) BLAST Match [Accession No.] shody ;l:;(iicnych PCR fingerprintem Taxonomické zarazeni
AK103/05, AK132/00,
AK291/05 AK167/94, AK170/00,
tefl (900bp) 99 | 721/726 AK195/06, AK202/01, H.rufa/T.viride
Hypocrea rufa [DQ307543.1] AK36/06, AK390, T3,
T6, T23
AK37/06 AK130/00, AK162/01,
tefl (900bp) | | fa [DO307543.1 99 | 721/726 AK173/00, AK43/05, H.rufa/T.viride
ypocrea rufa [DQ307543.1] AK60/97, CCF3231
AK126/96 AK34/10, AK35/10, o
tefl (900bp) Hypocrea rufa [EU280018.1] 99 | 554/558 AK390, AK86/02, H.rufa/T.viride
AK71/07 AK110/02, AK171/00,
tefl (900bp) 98 | 696/711 AK172/00, A234/01, H.rufa/T.viride
Hypocrea rufa FJ763170.1] AKE6/04, CCF1403
AK69/07, T33 o
CCF1611 tef1 (900bP) | Trichoderma viride [EU280018.1] 99 | 666/671 H.rufa/T.viride
T27
AK89/00 .
tef1 (900bP) | Trichoderma viride [EU280018.1] 98 | 683/698 H.rufa/T.viride
AK112/11, AK134/06,
CCF2848 tefl (900bp) ; 99 | 680/682 AK188/99, AK46/05, H.virens/T.virens
Hypocrea virens [EU280059.1] CCF2889, T28
AK124/07 AK122/06, AK149/05,
tefl (900bp) Hypocrea virens [EU280063.1] 99 | 650/655 ,10_\‘}1(2198/06, AK220/086, H.virens/T.virens
AK169/00, AK257/93,
AK174/00 tefl (900bp) 99 | 515/521 T40, T43 H.viridescens/T.viridescens

Hypocrea viridescens [EU279999.1]
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Tab. 12: pokraCovani

rDNA % Pocet Kmeny se stejpym UP-
kmen (délka) BLAST Match [Accession No.] shody ;l:;(iicnych PCR fingerprintem Taxonomické zarazeni
AK186/01 tefl (900bp) Hypocrea viridescens [EU279999.1] 99 | 751/765 AKZ3933,T5 H.viridescens/T.viridescens
AK70/03 AK253/93, T36 N -
tefl (900bp) Hypocrea viridescens [EU279999.1] 99 | 751/765 H.viridescens/T.viridescens
T31 tefl (900bp) Hypocrea viridescens [EU280016.1] 99 | 726/733 H.viridescens/T.viridescens
AK34/00 tefl (900bp) Trichoderma viridescens [EU279999.1] 98 | 591/603 o H.viridescens/T.viridescens
AK182/02
AK221/94 tefl (900bp) Trichoderma aggressivum [AY605798] 99 | 869/872 T. aggressivum
AK118/11, AK220/94
T29 tefl (900bp) Trichoderma atroviride [AB280011.1] 99 | 701/705 H.atroviridis/T.atroviride
AK26/10 AKG6/92, AK72/07 o o
tefl (900bp) Trichoderma atroviride [AB558914.1] 97 | 614/632 H.atroviridis/T.atroviride
AK86/93 AK113/99, AK114/11, o o
tefl (900bp) Trichoderma atroviride [AB558914.1] 99 | 652/653 AK21/94, AK83/93, T24| H.atroviridis/T.atroviride
AK165/91 AK114/95, AK175/91, o o
tefl (900bp) Trichoderma atroviride [AB558914.1] 100 | 829/829 AK23/94, CCF3910 H.atroviridis/T.atroviride
AK220/94, CCF2691,
AK164/91 tefl (900bp) 99 | 786/791 T46 H.atroviridis/T.atroviride

Trichoderma atroviride [AB558914.1]
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Tab. 12: pokraCovani

rDNA % Pocet Kmeny se stejnym UP-
kmen (délka) BLAST Match [Accession No.] shody ;l:;(iicnych PCR fingerprintem Taxonomické zarazeni
AK116/99 S
tef1 (900bP) | Trichoderma citrinoviride [EU280036.1] 99 | 822/827 H.schweinitzii/T.citrinoviride
AK167/91 AK51/94, CCF1455 S
tefl (900bp) Trichoderma citrinoviride [EU280036.1] 99 | 829/832 H.schweinitzii/T.citrinoviride
CCE2715 AK145/96, AK90/10, -
tefl (900bp) Trichoderma citrinoviride [EU280036.1] 99 | 822/824 CCF1352, CCF3911 H.schweinitzii/T.citrinoviride
AK16/00 S
CCF2768 tefl (900bp) Trichoderma citrinoviride [EU280036.1] 99 | 697/706 H.schweinitzii/T.citrinoviride
AK184/06 ..
tefl (900bP) | Trichoderma gamsii [EU280005.1] 98 | 814/834 T.gamsii
AK341
tef1 (900bP) | Trichoderma ghanense [EU280043.1] 98 | 800/816 T.ghanense
AK?254/93, T37, T39
AK111/95 ' '
tef1 (900bp) | Trichoderma hamatum [EU279965.1] % | 602/614 T-hamatum
AK?203/01, AK254/93,
AK34/07 AK38/07, AK416,
(ef1 (900bp) | Trichoderma hamatum [EU279965.1] 99 | 611618 | AKe2/4, T18, T30, | Thamawm
T34, T4l
AKA0/07 AK121/99, AK15/94,
tefl (900bp) 98 | 706/721 AK22/94, AK256/93, T.hamatum

Trichoderma hamatum [EU279965.1]

CCF2390, T15

68



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/296040276?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=R4ADP9Y0016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/296040276?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=R4ADP9Y0016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/296040276?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=R4ADP9Y0016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/296040276?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=R4ADP9Y0016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/296040276?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=R4ADP9Y0016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/296040276?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=R4ADP9Y0016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/296040276?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=R4ADP9Y0016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/296040276?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=R4ADP9Y0016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/296040276?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=R4ADP9Y0016

Tab. 12: pokracovani

rDNA % Pocet Kmeny se stejnym UP-
kmen (délka) BLAST Match [Accession No.] shody ;l:;(iicnych PCR fingerprintem Taxonomické zarazeni
AK111/02, T21
AK74/07 '
tef1 (900bP) | Trichoderma hamatum [EU279965.1] 98 | 602/614 T-hamatum
AK?232/94
AK283/05 Lo Lo
tefl (900bp) Trichoderma koningiopsis [AB548214.1] 97 | 597/616 H.koningiopsis/T.koningiopsis
AK76/07
AK109/95 Lo Lo
tefl (900bp) Trichoderma koningiopsis [EU280028.1] 97 | 688/708 H.koningiopsis/T.koningiopsis
AK197/06 AK16/97, AK76/07 o .
tefl (900bp) Trichoderma koningiopsis [EU280028.1] 98 | 694/708 H.koningiopsis/T.koningiopsis
AK70/07 AK68/07, AK73/07, T1 - -
tefl (900bp) Trichoderma koningiopsis [EU280028.1] 98 | 755/769 H.koningiopsis/T.koningiopsis
AK109/94 | tefl (900bP) | Trichoderma koningiopsis [EU280028.1] 99 | 714/716 T. koningiopsis
AK37/00, T23
AK158/01 ' . .
tef1 (900bp) Trichoderma longibrachiatum [AB568377.1] 98 | 668/684 T. longibrachiatum
AK186/06 tefl (900bp) Trichoderma longibrachiatum [AB568377.1] 99 | 680/684 T.longibrachiatum
AK120/96 ipi
tefl (900bP) | Trichoderma longipile [EU280051.1] 99 | 697/700 T.longipile
AK19201 | o1 (900bp) 98 | 672/689 T.longipile

Trichoderma longipile [EU280051.1]
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Tab. 12: pokracovani

rDNA % Pocet Kmeny se stejpym UP-

kmen (délka) BLAST Match [Accession No.] shody :)lcl;;(iicn)'fch PCR fingerprintem Taxonomické zatrazeni
AR08 Tt 90008) | Trighoderma longipie [£U280051.1] % | 672/689 T.longipile
AKI3I06 tef1 (900bp) Trichoderma longipile [EU280051.1] 98 | 672/689 T.longipile
cereize tef1 (900bp) Trichoderma longipile [EU280051.1] 98 | 672/689 T.longipile
CCF1887 tefl (900bp) Trichoderma reesei [223012.1] 98 | 644/658 H.jecorina/T.reesei
CCF1855 tefl (900bp) Trichoderma reesei [223012.1] 99 | 727/732 H.jecorina/T.reesei
COPI0 T e (800bP) | Trichoderma rossicum [EU280062.1] 99 | 934/937 T. rossicum

T17

CCF2983 tefl (900bp) Trichoderma saturnisporum [JN175581.1] 99 | 622/627 T.saturnisporum

T45 tefl (900bp) Trichoderma saturnisporum [JN175581.1] 99 | 650/654 T.saturnisporum
AK226/01 tefl (900bp) Trichoderma tomentosum [AY605761.1] 98 | 760/779 T.tomentosum
AKB0/99 tefl (900bp) 99 | 601/605 T. tomentosum

Trichoderma tomentosum [AY605780.1]
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Tab. 12: pokraCovani

rDNA % Pocet Kmeny se stejnym UP-
kmen (délka) BLAST Match [Accession No.] shody ;l:;(iicnych PCR fingerprintem Taxonomické zarazeni
AK52/94
tef1 (900bP) | Trichoderma tomentosum [EU279969.1] 99 | 723/724 T. tomentosum
AK185/06 ITS1 99 | 827/838 H.j ina/T i
(900bp) | Hypocrea jecorina [AF510497.1] Jecorina/t.reesel
ITS1 AK75/07, T2 o o
AK36/07 (900bp) Hypocrea konigii [F1430782.1] 99 | 832/835 H.koningii/T. koningii
ITS1 AK32/98, AK68/95, o _
AK289/05 (900bp) Hypocrea lixii [GQ328856.1] 99 | 818/824 CCF2713, T19, T38 H.lixii/T.harzianum
ITS1 AK135/02, AK178/99,
CCF3813 (900bp) | Trichoderma koningiopsis [F430784.1] 99 | 798/807 ﬁigggg é‘gégéﬁsz T. koningiopsis
ITS1 AK183/06, AK39/07, o
AK199/06 (900bp) | Trichoderma koningiopsis [F430784.1] 99 | 802/804 | AK94/06 T. koningiopsis
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4.2.1 Charakteristika druhii rodu Trichoderma dosud neznamych z tizemi Ceské

republiky

Trichoderma crassum Bissett 1991, teleomorfa Hypocrea crassa P. Chaverri &

Samuels

Originalni citace: Bissett J. (1991): A revision of the genus Trichoderma. I1l. Section
Pachybasium. - Can. J. Bot. 69: 2373-2417.

Studované izolaty:
AK 110/91: ptida bukosmrkového lesa, Smréek u Pernstejna, Morava (izolace VIII.
1991)

Fenotypové znaky:

Kolonie na PDA pti 22°C rychle rostouci (pifi 35°C neroste), nejprve bilé,
postupné svétle zelené, sporulace efuzni. Bez charakteristické viing. Byla pozorovéana
zlutd pigmentace agaru. Konidiofory s hlavnim vladknem zpravidla rovnym. Boéni
vétve (v nékolika ptipadech zakoncené sterilnim vybézkem) vyrastaji nepravidelné a
nesou nahloucené piesleny se 2-5 fialidami. Fialidy jsou obvykle lahvovitého tvaru,
zuzujici se k bazi. Rozméry fialid jsou nasledujici; délka: (8,5-)13,6-15,7(28,0) pum,

Konidie protahle elipsovité, hladké, zelené, (3,6-)3,9-5,2(-5,3) x (2,4-)2,6-3,6(-
3,8) um.

V kultufe se muze tvofit synanamorfa typu Gliocladium (s pfitisklymi
fialidami), kterou jsem u sledovaného kmene nezaznamenala.

Ristove znaky kolonii 1 mikroskopické znaky odpovidaji origindlnimu popisu.

Izolat primarné identifikovan analyzou tefla.

Vyskyt a rozsifeni ve sveéte:
Substrat: pada, rozkladajici se dievo (Samuels a kol. 2013)
Rozsifeni: Severni a stf. Amerika, Novy Z¢éland, Thajsko (Chaverri a Samuels 2003,
Samuels a kol. 2013).
Souéasny nalez druhu T. crassum je tedy novym nalezem nejen pro Ceskou

republiku, ale pravdépodobné i pro Evropu.
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Morfologicky podobné druhy: Trichoderma virens (tvofi konidiofory typu
Gliocladium jako T. crassum, konidie jsou takika shodné velikosti a tvaru) se od T.
crassum lisi schopnosti rastu pii 35 °C a ponékud rychlejsim rastem pii 25-30 °C a
hojnou tvorbou chlamydospor). T. crassum tvoii obvykle sterilni vyb&Zzky (pii mém
pozorovani nezaznamenané), ¢imz se lisi jak od T. virens, tak od T. flavofuscum
(Samuels a kol. 2013). Trichoderma flavofuscum tvoifi rovnéz konidiofory typu
Gliocladium, 1isi se v8ak Zlutavymi konidiemi, tvorbou chlamydospor a rastem pfii 35
°C; Chaverri a Samuels (2003) ji na zaklad¢ studia molekuldrnich znakt povazuji za

synonymum druhu T. virens.

Trichoderma gamsii Samuels & Druzhinina 2006, teleomorfa neni znama

Originalni citace: Jaklitsch W. M., Samuels G. J., Dodd S. J., Lu B., Druzhinina I.S.
(2006): Hypocrea rufa/ Trichoderma viride: a reassessment, and description of five

closely related species with and without warted conidia. - Stud. Mycol. 56: 135-177.

Studované izolaty:

AK 184/06: ptida pastviny, Netluky u Prahy, st. Cechy (izolace VIIL 2006)

Fenotypové znaky:

Kolonie na PDA pii 22°C velmi rychle rostouci, pii vyssi teploté (35°C) jen
nepatrny nariist. Nejprve se vytvafeji bilé pustuly, postupné ziskavaji zlutou az
zelenavou barvu, mycelium produkuje Zluty pigment a slabou vini pfipominajici
kokosové aroma. Byla zaznamenana téz tvorba vzdusného mycelia. Konidiofory
S hlavnim vldknem rovnym, s bo¢nimi vétvemi vyristajici obvykle v paru. Boc¢ni
vétve nesou fialidy - obvykle solitérni, n¢kolikrat v§ak byly pozorovany téZ dvojice

fialid. Fialidy lahvovité s vyrazné rozsifenou stfedni ¢asti a protahlym vrcholkem.

(Samuels a kol. 2013).
Konidie jsou zluté az zelené, podlouhlé, hladké, (3,7-)4,1-5,0(-5,5) x (2,3-)2,8-
3,5(-3,8) um.

Ristové znaky kolonii i mikroskopické znaky odpovidaji origindlnimu popisu.
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Izolat primarné identifikovan analyzou ITS a tefla.

Vyskyt a rozsifeni ve sveéte:

Substrat: puda, izolovana téz jako endofyt Ricinus communis, Lens esculenta aj. (Rinu
a kol. 2013, Samuels a kol. 2013).

Rozsifeni: Italie (Sardinie), Polsko, Rumunsko, Rusko, Indie, Australie, Spojené staty
americké (Texas), Guatemala, Jihoafricka republika, Rwanda (Jaklitsch a kol. 2006,
Blaszczyk a kol. 2011, Kamala a kol. 2013, Samuels a kol. 2013).

Morfologicky podobné druhy: Trichoderma koningii, Trichoderma koningiopsis.
Trichoderma gamsii se vsak li§i Castou tvorbou proliferujicich fialid, které jsem pii
vlastnich pozorovanich nezaznamenala. Konidie T. gamsii navic maji nejvyssi
hodnotu poméru délky a Siiky ze vSech dosud znamych druhd rodu Trichoderma
(Jaklitsch a kol. 2006, Samuels a kol. 2013).

Trichoderma ghanense Yoshim. Doi, Abe & Sugi. 1987. teleomorfa neni znima

Originalni citace: Doi Y., Abe Y., Sugiyama J. (1987): Trichoderma sect.
Saturnisporum, sect. nov. and Trichoderma ghanense, sp. nov.. - Bull. Natl. Sci. Mus.
Tokio 13: 1-9.

Studované izolaty:

AK 341: piida smieného porostu na biehu Ohfe, Postoloprty, SZ Cechy (III. 1989)

Fenotypové znaky:

Kolonie na PDA pii bézné teploté rychle rostouci, pii vyssi teploté (35°C) téz
rychly rust. Kolonie postupné ziskavaji tmavé zelené zbarveni, nedochazi k produkci
pigmentu. Tvorba pustul nebyla opzorovana. Bez charakteristické viin¢. Konidiofory
S charakteristicky silnym rovnym hlavnim vldknem a pérovité postavenymi bocnimi

vétvemi. Hlavni vldkno 1 bo¢ni vétve nesou solitérni fialidy. Fialidy cylindrické,

(2,0-)2.,5-3,5(-4,5) um (Samuels a kol. 2013).
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Konidie jsou zelené, elipsovité, hladké (vyjimecné 1 mirn¢ tuberkulézni), (3,8-
)4,5-5,6(-5,9) x (2,1-)2,2-3,0(-3,2) um.
Rustové znaky kolonii i mikroskopické znaky odpovidaji originalnimu popisu.

Izolat primarné identifikovan analyzou tefla.

Vyskyt a rozsifeni ve sveéte:

Substrat: puda, jehli¢naty opad, Theobroma cacao (Samuels a kol. 2013)

Rozsiteni: Amerika, Zapadni Afrika, Evropa, JV Asie, Australie (Samuels a kol.
2013).

Morfologicky podobné druhy: Trichoderma asperellum, Trichoderma saturnisporum
(Chaverri a kol. 2003). Hlavni vlakno vSak u T. asperellum i T. saturnisporum nese
obvykle fialidy v pieslenech, na rozdil od T. ghanense majici fialidy zpravidla
solitérni. Trichoderma ghanense tvofi mirn¢ tuberkulatni konidie, avSak tento znak

neni vzdy pozorovatelny, coz mize vést k mylné identifikaci.

Trichoderma rossicum Bissett, C. P. Kubicek & Szakacs 2003, teleomorfa neni zndma

Originalni citace: Bissett J., Szakacs G., Nolan C. A., Druzhinina I., Gradinger C.,
Kubicek C. P. (2003): New species of Trichoderma from Asia. - Canad. J. Bot. 81 (6):
570-586.

Studované izolaty:
CCF 3150: puda bukosmrkového lesa, Obii dul, KrkonoSe, S Cechy (izolace IX.
2000); v CCF uchovavan pod jménem Trichoderma polysporum.

Fenotypové znaky:

Na PDA vytvati pii bézné teplot¢ pomalu rostouci kolonie. Ty jsou bilé az
svétle nazelenalé. Hojné¢ se vytvaii vzdusné mycelium, nedochazi k produkci
pigmentu. Bez charakteristického zapachu. Jako vSechny druhy nélezici do sekce
Pachybasium tvofi konidiofory jednotliva vldkna s termindlnim pieslenem fialid.

Konidie jsou hyalinni az svétle zelené, obvykle cylindrického tvaru, hladkeé,

(4,0-)4,3-5,6(-6,0) x (2,0-)2,3-2,9(-3,4) um.
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Rustové znaky kolonii i mikroskopické znaky odpovidaji origindlnimu popisu. Izolat

primarn¢ identifikovan analyzou tefla.

Vyskyt a rozsifeni ve svéte:
Substrat: piida, opad (Samuels a kol. 2013).Rozsifeni: Rakousko, Rusko, Mexiko
(Friedl a Druzhinina 2012, Samuels a kol. 2013).

Morfologicky podobné druhy: Trichoderma stromaticum (Bissett a kol. 2003).
Hlavnim rozliSenim od T. rossicum je mensi velikost, elipsovity tvar a tmavsi zbarveni
konidii (Samuels a kol. 2013). Bilé¢ zbarveni kolonii mlze vést k zaméné s bile

sporolujicimi druhy, napt. T. polysporum.

Trichoderma longipile Bissett 1991, teleomorfa Hypocrea longipilosa Jaklitsch 2009

Originalni citace: Bissett J. (1991): A revision of the genus Trichoderma. I1l. Section
Pachybasium. - Can. J. Bot. 69: 2373-2417.

Studované izolaty:

AK 120/96: ptda bukového lesa, Certovo jezero, Sumava, JZ Cechy (izolace VII.
1996)

AK 93/06: antropogenni piida, odkali§té Chvaletice, V Cechy

AK 192/01: dievo v krypté kostela, Kynsperk nad Ohfi, Z Cechy (izolace IX. 2001)
AK 6/06: substrat piskovcového osypu, Borovy dul, Ceské Svycarsko, S Cechy
(izolace XI1. 2005)

CCF 3126: povrchova voda (rybnik), Straz pod Ralskem, S Cechy (izolace VI. 1999);

v CCF uchovavan pod jménem Trichoderma atroviride.

Fenotypové znaky:

Kolonie na PDA pfti 22°C pomérné pomalu rostouci, pii vyssi teploté (35°C)
nedochazi k riistu mycelia. Nejprve se vytvareji drobné pustuly bilé barvy, pozdéji se
zbarvuji Sed¢ ¢i zelen€. Neprodukuje zadny pigment ani charakteristickou vini.
Konidiofory jsou tvofeny hlavnim vlaknem, na némz se pomérné fidce vyskytuji
solitérni postranni vétve. Bocni vétve nesou lahvovité, pii bazi vyrazné zuzené fialidy

v preslenech.
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Konidie jsou Sedé az zelené, valcovité, lehce protahlé, hladké, (4,0-)4,5-5,2(-
5,6) x (2,0-)2,2-3,0(-3,3) um.
Rustové znaky kolonii i mikroskopické znaky odpovidaji originalnimu popisu.

Izolaty primarn¢ identifikovany analyzou ITS a tefla.

Vyskyt a rozsifeni ve sveéte:
Substrat: rozkladajici se dfevo, opad, pada (Bissett 1991c¢, Jaklitsch 2009).
Rozsiteni: Severni Amerika, Evropa (Chaverri a kol. 2003, Jaklitsch 2009).

Morfologicky podobné druhy: Trichoderma strictipile, Trichoderma spirale (Chaverri
a kol. 2003). Druh T. spirale se odliSuje pfitomnosti termindlnich ¢i interkalarnich
chlamydospor, podobné druhy zaroven tvoii velikostné mensi konidie, u T. spirale
dosahujici maximaln¢ 4,8 um u T. strictipile dokonce jen 4,1 um. Podle Bissetta
(1991¢) je morfologicky takika k nerozezndni od blizce piibuzného druhu

Trichoderma oblongisporum.

4.2.2 Trichoderma sp. AK 115/00

4.2.2.1 Morfologicka charakteristika
Substrat a lokalita nalezu: piida smiSeného lesa; Albef, Nova Bysttice, jizni Cechy;
650 m n. m.

Datum izolace: zari 2000

Fenotypové znaky:

Kolonie na PDA pii 30°C pomérné pomalu rostouci, nartst za 72 hodin 7 - 10
cm. Naockované Petriho misky s PDA pfi 35°C a 40°C po 72 hodinach nevykazovaly
7adny nariist mycelia. Zadny nartist mycelia neprob&hl po 72 hodinach téz na SNA pii
35°C. Charakter kolonii a fenotypové znaky jsou viditelné na Obr. 7 - 12.

Na PDA pfi laboratorni teploté¢ doSlo po 4 dnech k ristu drobnych bélavych
pustul, které se pozdéji zbarvily svétle az tmave zelené. Kolonie na PDA produkovaly
svétle zluty pigment, avSak nevytvarely zadnou specifickou viini.

Konidiofory vytvati tzv. "Pachybasium-like" vétveni. Hlavni vldkno s

kratkymi postrannimi vétvemi nesoucimi kratké a Siroké fialidy rostouci obvykle v
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misté (2,2-)2,6-3,7(-4,6) um.
Konidie jsou tmavé Sedé az zelené, elipsovité az podlouhlé, hladké, (4,8-)5,2-

5,7(-6,4) X (3,0-)3,5-3,9(-4,1) pm.

Morfologicky podobné druhy: Trichoderma fertile, Trichoderma oblongisporum
(Samuels a kol. 2013). Oba tyto druhy se vSak zarovei lisi pfitomnosti chlamydospor,
které u izolatu AK 115/00 pozorovany nebyly. Tvarem a velikosti konidii se blizi
spise T. oblongisporum, ktera ma (stejné jako AK 155/00) vyrazné vétsi konidie nez T.

fertile.

4.2.2.2 Taxonomické zarazeni

Pro zatazeni kmene AK 115/00 do stavajiciho systému rodu Trichoderma byly
sestaveny kladogramy zaloZené na oblasti gent rpb2, ITS, tefla - int4 a tefla - int5.
Kladogramy jsem sestrojila pomoci metod Minimum evolution a Maximum likelihood
za pouziti programu MEGAS5 (Tamura a kol. 2011). Topologie (rozliSeni sekci a
clades) bylo stejné u obou pouzitych metod. Metoda Minimum Evolution vSak
vygenerovala kladogramy s vét§imi podpora, a proto jsou v piedkladané praci
publikovany pouze kladogramy ziskané metodou Minimum Evolution, substitu¢ni
model LogDet; bootstrap 500 opakovani. Hlavnim cilem analyz bylo umisténi nového
druhu (AK 115/00) do systému rodu Trichoderma, coz se podafilo, potvrzuji to 4
pouzité useky rDNA 1 dva typy pilotnich analyz. Na zaklad¢ zjisténych piibuzenskych
vztahti byl nové nalezeny druh Trichoderma sp. (AK 115/00) zatazen do sekce
Pachybasium, Clade Semiorbis. Nejbliz§imi fylogeneticky pifibuznymi druhy jsou
Hypocrea hunua, Trichoderma moravica, Trichoderma fertile, Trichoderma
semiorbis, Trichoderma oblongisporum a Trichoderma fomiticola.

Zarazeni jednotlivych kment do stavajiciho systému rodu Trichoderma je

znazornéno na Obr. 13 - 16.
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Obr. 9: Trichoderma sp. AK 115/00 - kolonie na SNA po 14 dnech pti 22°C
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Obr. 10: Trichoderma sp. AK 115/00 - konidiofory (Melzerovo Ginidlo, zvétSeni 400x)

obr. 11: Tihoderma sp. AK 115/00 - konidioor (Melzerovo ¢inidlo, zvétseni 640x)
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Obr. 12: Trichoderma sp. AK 115/00 - konidie (kyselina mlééna s bavinovou modfi,
zvétseni 1000x)
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Obr. 13: Postaveni nepopsaného taxonu (AK 115/00) v stavajiciho systému rodu
Trichoderma. (Fylogeneticky strom zalozeny na genu ITS1 a 4; metoda Minimum
Evolution (MEGAS); substitu¢ni model LogDet; bootstrap 500 opakovani).
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Obr. 14: Postaveni studovanych izolat véetné nepopsaného taxonu (AK 115/00) v
stavajiciho systému rodu Trichoderma. (Fylogeneticky strom zaloZeny na genu tefla. -
int4; metoda Minimum Evolution (MEGAS); substitu¢ni model LogDet; bootstrap 500

opakovani).
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Obr. 15: Postaveni studovanych izolatli véetné nepopsaného taxonu (AK 115/00) v
stavajiciho systému rodu Trichoderma. (Fylogeneticky strom zaloZeny na genu tefla -

int5; metoda Minimum Evolution (MEGAS); substitu¢ni model LogDet; bootstrap 500
opakovani).
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Obr. 16: Postaveni nepopsaného taxonu (AK 115/00) v stavajiciho systému rodu
Trichoderma. (Fylogeneticky strom zalozeny na genu rpb2; metoda Minimum
Evolution (MEGAS); substitu¢ni model LogDet; bootstrap 500 opakovani).
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4.3 DIVERZITA RODU TRICHODERMA NA UZEMI CESKE REPUBLIKY

Celkem je tedy v soucasné dobé znaseho tUzemi znamo celkem 34 druht
potvrzenych na zéklad€ sekvence DNA, coz odpovida piiblizné 19 % z celkové znamé
diverzity rodu Trichoderma. Souborny piehled vSech dosud zjisténych druhti rodu
Trichoderma z izemi Ceské republiky s pouzitou metodikou (morf = charakteristika

dle fenotypovych znakti, mol = urc¢eni molekuldrnimi metodami) uvadi Tab. 13.

Tab. 13: Souborny piehled vsech dosud zjisténych druhd rodu Trichoderma z tizemi
CR (podle Jaklitch 2009, 2011, Ptacnikova 2010, Novakova a kol. 2012, Kubatova a
kol. 2009, Hujslova 2006, Hujslova a kol. 2010, Bukovska a kol. 2010, tato diplomova

prace)

DRUH POUZITA METODIKA
Trichoderma aggressivum mol
Trichoderma atroviride morf, mol
Trichoderma aureoviride morf
Trichoderma citrinoviride morf, mol
Trichoderma crassum mol
Trichoderma dacrymycellum mol
Trichoderma fertile mol
Trichoderma gamsii mol
Trichoderma ghanense mol
Trichoderma lacteum mol
Trichoderma hamatum morf, mol
Trichoderma harzianum morf, mol
Trichoderma koningii morf, mol
Trichoderma koningiopsis mol
Trichoderma longibrachiatum morf, mol
Trichoderma longipile mol
Trichoderma minutisporum morf, mol
Trichoderma moravicum mol
Trichoderma oblongisporum morf
Trichoderma pachypallidum mol
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Trichoderma piluliferum morf
Trichoderma polysporum morf, mol
Trichoderma pseudokoningii morf, mol
Trichoderma reesei mol
Trichoderma rossicum mol
Trichoderma saturnisporum morf, mol
Trichoderma silvae-virgineae mol
Trichoderma sinuosum mol
Trichoderma sp. (H. parapilulifera) mol
Trichoderma sp. (H. protopulvinata) mol
Trichoderma sp. (H. pulvinata) mol
Trichoderma sp. (AK 115/00) mol
Trichoderma stritipile mol
Trichoderma tomentosum morf, mol
Trichoderma virens morf, mol
Trichoderma viride morf, mol
Trichoderma viridescens mol
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5 DISKUZE

Diverzita mikroskopickych pidnich hub ztzemi Ceské republiky byla
predmétem cel¢ tfady vyzkumt vyuzivajicich pfedevSim klasické morfologické
metody. AvSak podrobnym studiem diverzity rodu Trichoderma s vyuzitim modernich
molekularnich metod se u nas dosud nikdo nezabyval. Hlavnim cilem ptedkladané
diplomové prace proto bylo ziskdni informaci o druhové diverzité a vyskytu tohoto

rodu na naSem tizemi s vyuzitim adekvatni metodiky.

5.1 POUZITA METODIKA

5.1.1 Vybér morfotypi

Ke zpracovani vlastnich padnich vzorkll byla pouzita tzv. zfed’ovaci metoda.
Tato metoda je béZzna pii studiu diverzity pudnich hub (viz napt. Mueller a kol. 2004),
s mirnymi odli§nostmi ji pouZil rovnéz Jaklitsch (2009) pfi studiu evropskych druhti
rodu Trichoderma. Uréitym uskalim v dal$im zpracovani vzorki je vybér kolonii
stejného morfotypu pro dalsi studium. U rodu Trichoderma se ukazuje, Ze pravé tento
krok by mohl vést ke snizeni Sance na odhaleni morfologicky podobnych druh.
Jedinym feSenim tohoto tuskali by byla molekularni identifikace vSech kolonii
vykazujicich ptislusnost k rodu Trichoderma. Nicméné vzhledem k velkému mnozstvi
a rychlému nartstu kolonii (i ptes velké zfedéni) by takova studie byla nezvladnutelna

vzhledem k moznostem této diplomové prace.

5.1.2 Spolehlivost druhového urceni dle morfologickych znaku

U vSech studovanych izolath byly pozorovany fenotypové znaky a nartst
kolonii na PDA a SNA pii 35°C za 72 hodin, coz je doporuCovand standardni
metodika (Samuels a kol. 2013). Na =zakladé¢ zjisténych morfologickych a
fyziologickych znaki byly jednotlivé izolaty pfifazeny k pfislusSnému morfotypu. Po
porovnani s vysledky ziskanymi sekvenaci DNA jsem vSak nalezla chybné urceni u 76
z 267 studovanych izolati (Tab. 15 v kapitole Pfilohy). Nesnadnost piesného

druhového urceni dle fenotypu naznacuje jiz skuteCnost, Ze v nejobsdhlejSim

88



morfologickém kli¢i (Samuels a kol. 2013) je obsazeno pouze 32 ze 181 popsanych
druhd.

Pro morfologické uréovani se ukazaly byt problematické predev§im druhy s
nizkou frekvenci vyskytu, jako jsou napi. Trichoderma longipile ¢ Trichoderma
rossicum, které se ve zminovaném kli¢i vibec nevyskytuji. Naopak u druhu
Trichoderma virens se morfologické ureni zcela shodovalo s druhovym ur¢enim na
zaklad¢é genové sekvence tef 1a a ITS. Druh je typicky svym vétvenim konidioforti
(tzv. "Gliocladium-like"), které je i ve svételném mikroskopu dobie pozorovatelné.
Uskalim identifikace tohoto druhu je vSak vyskyt stejného typu vétveni i u druhu
Trichoderma crassum a Hypocrea nigrovirens. Pravé zminéna Trichoderma crassum
se mezi mymi izolaty vyskytovala v podobé jednoho nalezu a dle morfologie byla
nespravné urena jako vySe zminéna Trichoderma virens. Obdobny problém
morfologického odliseni se Vv mém souboru izolatt vyskytoval u druht Trichoderma
pseudokoningii, T. koningii a T. koningiopis. V tomto ptipad¢ byla T. pseudokoningii
pomoci morfologického klice chybné ur¢ena jako T. koningii ve 14 ptipadech z 22
nalezl tohoto druhu. Spravné uréeni druhu T. koningiopsis se zdafilo pouze ve ¢tyfech
ptipadech z 22. T. koningiopsis byla popsana a molekularné odlisena od T. koningii
teprve roku 2006 (Samuels a kol. 2006). Ukazalo se, ze T. koningii, ¢asto citovana ve
studiich zaloZzenych na fenotypovych znacich, je druhem pomérné¢ vzacnym,
vyskytujicim se spiSe v Severni Americe a temperatni Evrop€. Naopak T. koningiopsis
patii v soucasné dobé z daleko vice citovanym nalezim (Samuels a kol. 2006b,
Hoyos-Carvajal a Bissett 2011).

Druhym velkym problém, ktery jsem musela pii ur€ovani druhd fesit, byla
existence morfologicky velice podobnych druhtit v komplexu Trichoderma viride.
Jaklitsch a kol. (2006) se této skupin¢ druhii vénovali podrobnéji a zjistili, Ze izolaty
urCené diky charakteru fenotypovych znakl jako T. viride jsou ve skuteCnosti ve
vétsiné pripadi kosmopolitné se vyskytujici druh Trichoderma viridescens.
K morfologické zadmeéné téchto dvou druht doslo i v této diplomové préci. Jako T.
viride jsem chybné oznacila 9 izolath ze 14 posléze urcenych jako T. viridescens.
Dalsimi druhy patficimi do této skupiny jsou Trichoderma asperellum, odlisitelna od
T. viride pouze skenovanim elektronovym mikroskopem diky odlisnému charakteru
hrbolkd na povrchu konidii (Samuels a kol. 1999), T. neokoningii vyskytujici se
v tropickych oblastech Peru, T. gamsii, T. vinosum a T. scalesiae, dosud nalezena

pouze jako vzacné sporulujici endofyt Scalesia pedunculata na Galapagach (Jaklitsch
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a kol. 2006). Kladogram zobrazujici podobnost téchto druhii s jejich geografickym
rozdélenim je znazornén na Obr. 17. Tuberkulatni konidie jsem déale pozorovala u
druhd T. saturnisporum a T. ghanense. Je proto zapotiebi se u téchto fylogeneticky
pouze vzdalen¢ piibuznych druhl patficich do sekce Longibrachiatum vyvarovat
zaméné s vySe uvedenymi druhy z komplexu Trichoderma viride.

Na zékladé srovnani vysledkl ziskanych fenotypovou a molekulérni analyzou
jsem dospéla k zavéru, ze fenotypové znaky jsou stale vhodnym voditkem k roziazeni
do tzv. morfotypi, vyuZitelnych napi. pii nasledném UP-PCR fingerprintingu.
Rozhodné vSak nejsou spolehlivym druhovym uréovacim znakem, pokud se pouziji

jen jako jedina identifika¢ni metoda.

5.1.3. Revize shirkovych izolati rodu Trichoderma

Soucasti zadani diplomové prace byla téz revize 30 sbirkovych izolati CCF.
Nékteré sbirkové kmeny (CCF 3813, 3814, 3834, 3862, 3865, 3910, 3911, 3912) byly
jiz uréeny molekuldrni analyzou, a proto jsou z tohoto srovnani vylouceny. Z
celkového poctu 22 kmeni identifikovanych pouze na zaklad€ fenotypovych vlastnosti
byla tato identifikace potvrzena molekularnimi metodami pouze u 13 izolatl (viz Tab.
15 v kapitole Ptilohy). Spravné zatazeni vSech izolatl pfisluSného druhu bylo zjisténo
u druht T. harzianum, T. reesei, T. saturnisporum, T. viride a T. virens. V piipadé¢
jednoho izolatu ulozeného v CCF pod oznacenim T. polysporum doslo k zaméné s T.
rossicum. Podobnost téchto dvou druhti nalezicich do sekce Pachybasium je dle
referencni literatury (Bissett a kol. 2003) velmi vyrazné a to predevs§im diky u rodu
Trichoderma pomémé vzacnému bilému zbarveni sporulujicich kolonii. Za zminku
ur¢eni doslo dokonce ve 4 ptipadech a to zaménou za T. koningii a T. koningiopsis.
Zminéné druhy nalezi do stejné sekce i cladu (Longibrachiatum) a jsou si tedy velmi
blizké nejen morfologicky ale i fylogeneticky. VSechny tyto druhy navic patii do
komplexu Trichoderma koningii (Samuels a kol. 2006), diive povazovaného za jediny

druh (viz vyse) a proto je jejich fenotypova zaména naprosto béznym jevem.
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Obr. 17: Kladogram zalozeny na oblasti tefla rTDNA zobrazujici soucasné druhové
uspofadani v sekci Trichoderma. Tmavé Sedé plné kruhy zvyraznuji druhy s
koeficientem pravdépodobnosti vyssim nez 0,90, Cerné teCky v uzlech znamenaji
podporu vyssi nez 0,95. Barva pisma odpovida regionu odbéru znazornénému na

schematické mapé v levém rohu (pievzato z Jaklitsch a kol. 2006).
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5.1.4 Metodika UP-PCR fingerprintingu

Metoda UP-PCR fingerprinting byla do studie zafazena piedevSim kvili
redukci poctu kmenid urCenych na sekvenovani. Z primert uvadénych na
www.isth.info.cz jako vhodnych pro tuto metodu jsem vybrala dva, které poskytovaly
nejvyssi rozliSovaci schopnost - L45 a AS15 Obr. 5 a 6). Z celkového poctu 267 bylo
pro urceni vSech studovanych izolatl nutné sekvenovat pouze 65. Nutnost ziskani
genove sekvence jsem diky této nendkladné metod¢ snizila na jednu Ctvrtinu.

Navzdory skutecnosti, ze 1ze tuto metodu pomérné dobie vyuzit na roziazeni
izolatt rodu Trichoderma do skupin shodnych druhi, je v soucasné dob¢ tato metoda
pii studiu diverzity tohoto rodu pouzivana jen vzacné. Moznym vyuzitim této metody
pii urCeni izolath patficich do sekce Trichoderma se na pieclomu tohoto tisicileti
zabyvala pfedevsim vyzkumna skupina okolo danské mykolozky M. Liibeck (Liibeck
a Jensen 2002, Bulat a kol. 1998, Liibeck a kol. 2000, Cumagun a kol. 2000). Liibeck
a kol. (2000) vyjadiuji v praci zabyvajici se izolaty rodu Trichoderma ze zaplavenych
domt téz presvédCeni o vhodnosti uziti tohoto postupu ke druhovému urceni. Ke
stejnému zavéru dosli i Cumagun a kol. (2000) pfi studiu 42 izolati rodu Trichoderma
ziskanych zryzovych poli na Filipinach. V této praci byl pouzit (stejné jako
v predkladané DP) primer L45 k rozfazeni izolati patticich ke druhiim Trichoderma
viride (neurcitelné pouze pomoci sekvence ITS) a T. harzianum. S ptichodem moderni
identifikace studovanych izolati pomoci dalsich useki rDNA (napi. teflo, rbp2
apod.), které¢ poskytuji pfimé a spolehlivé druhové ur€eni, vSak zajem o tuto metodu

opadl.

5.1.5 Pouziti jednotlivych usekii DNA k druhové identifikaci

Molekularni metody hraji pfi soucasné znalosti druhové diverzity rodu
Trichoderma nepostradatelnou tlohu pro spravné druhové urceni. Velké mnozstvi
popsanych kryptickych druhti dava morfologické determinaci mizivou Sanci dosahnout
spolehlivého druhového ur€eni. Pfesna druhova determinace pfitom hraje vyznamnou
ulohu ptedev§im u druhii zpusobujicich onemocnéni cloveéka, popt. u druht
s ekonomickym vyznamem.

Patrné nejpouzivangj$i genovou oblasti pro determinaci zdstupcl rodu

Trichoderma je usek ITS. Jak uvadi Chaverri a kol. (2003b), ITS sekvence jsou
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dostacujicim urcovacim kli¢em pro zastupce sekci Pachybasium, Longibrachiatum a
Hypocreanum. Zastupci posledni ze sekci, Trichoderma, vSak v této oblasti nevykazuji
dostatecné mnozstvi rozdilnych bazi a urcit do pfislusného druhu je nelze. Nejméné
spolehlivé je druhové odliSeni u trojice druhti T. viride, T. koningii a T. atroviride
(Druzhinina a Kubicek 2005). U téchto izolati se doporucuje sekvenovat usek tefla ¢i
rpb2 s naslednym srovnanim v databazi TrichoBLAST popt. GenBank (Kopchinskyi a
kol. 2005). K potvrzeni spravného zafazeni vybrané¢ho izolatu do systému rodu
Trichoderma se dale pouzivaji useky actin, calmodulinl, chitinase 18-5 ¢i B-tubulin2
(Hoyos-Carvajal a Bissett 2011). V piedkladané diplomové praci jsem vychazela z
predpokladu, ze oblast tefla je dostacujicim ur¢ovacim znakem pro zastupce vSech
sekci, a pracovala jsem rovnou s timto genovym usekem. Podnétem k tomuto kroku
bylo pfedevSim sniZeni nékladii na sekvenaci pti velkém mnozstvi zpracovavanych
kmeni. PouZiti tohoto postupu se ukéazalo jako vyhovujici, v databazi GenBank c¢i
TrichoBLAST existovalo dostate¢né mnozstvi referencnich kment ze spolehlivych
zdrojt pro vSechny zjisténé druhy.

Jak jsem jiz uvedla, oblast ITS patii v souCasné dobé¢ stale k nejpouzivanéjSimu
useku rDNA pouzivanému k druhovému urceni zastupcti rodu Trichoderma. Hlavnim
divodem je dle mého nazoru predevsim to, Ze diky nejdelsi dob&é pouzivani tohoto
useku existuje 1 nejobsahlejsi databaze sekvenci. Domnivam se vSak, ze diky neustéle
postupujicimu studiu tohoto rodu bude piibyvat sekvenci dalsich tsekt rDNA (jako je
tefla, rpb2, calml, chit18-5, TUBB2), které jsou spolehlivéjsimi ukazateli druhové
prislusnosti, a oblast ITS bude k pouhému druhovému zatazeni pouZzivana ¢im dal tim

méne.

5.2 ZJISTENA DIVERZITA RODU TRICHODERMA ZUZEMIi CESKE
REPUBLIKY

Srovnani vysledkl studii pochéazejicich z riznych geografickych oblasti byva
velmi obtizné, protoze prakticky nikdy nedochazi k uplnému piekryvu faktort
ovlivityjicich vysledek. Mezi nejvyznamnéjsi faktory patii pouZzitda metodika vcetné
rozsahu sbéru materialu, biogeografické podminky (ptfedevsim klimatické podminky)

a rozsah studované oblasti, a také charakter substratu.
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5.2.1 Srovnani vysledki s dostupnymi literarnimi adaji

Béhem studia diverzity rodu Trichoderma bylo na zaklad¢ studia celkem 262
izolatt z 98 lokalit na tizemi Ceské republiky zji§téno 22 druhdi rodu Trichoderma.
Druhové zastoupeni a Cetnost nalezi byly nasledujici: T. viride (69), T. harzianum
(47), T. hamatum (23), T. koningiopsis (22), T. atroviride (19), T. viridescens (14), T.
virens (13), T. citrinoviride (9), T. koningii (9), T. polysporum (9), T. longipile (5), T.
aggressivum (4), T. longibrachiatum (4), T. reesei (3), T. saturnisporum (3), T.
tomentosum (3), T. crassum (1), T. gamsii (1), T. ghanense (1), T. pseudokoningii (1),
T. rossicum (1) a Trichoderma sp. AK 115/00 (1).

Jedinymi dosud publikovanymi zahrani¢nimi pracemi zaméfenymi na rod
Trichoderma/Hypocrea a &aste¢nd pokryvajicimi téz uzemi Ceské republiky, se
kterymi by bylo mozné zjisténé vysledky piimo srovnavat, jsou prace Jaklitsche (2009
a 2011). Tyto studie mapuji vyskyt rodu Trichoderma a Hypocrea na evropském
uzemi a uvadéji vyskyt 75 druhti tohoto rodu, z toho 29 druhti zcela novych pro védu.
Jsou zalozeny na 620 nilezech z tzemi 14 evropskych stati (véetnd tzemi Ceské
republiky) v obdobi roku 2003-2008. Tyto publikace uvadéji z naseho uzemi
nasledujici druhy: T. citrinoviride, T. dacrymycellum, T. lacteum, T. minutisporum, T.
moravicum, T. pachypallidum, T. polysporum, T. silvae-virgineae, T. sinuosum,
Trichoderma sp. (H. parapilulifera), Trichoderma sp. (H. protopulvinata),
Trichoderma sp. (H. pulvinata), T. strictipile, T. viride a T. viridescens. Z téchto 15
druhti jsem v ramci diplomové prace zjistila pouze 4 druhy (T. citrinoviride, T.
polysporum, T. viride a T. viridescens). Domnivam se, ze hlavnim divodem tohoto
rozdilu je odebirany substrat. Jaklitsch se ve své praci zaméfil na studium dievniho
substratu, ktery je v mé praci zastoupen jen velmi okrajové. Predpokladam tedy, ze
pokud by byla tato prace rozSifena o odbéry ze dfevniho materidlu, byla by celkova
druhové diverzita vyssi. Druhou praci umoziujici srovnani s vysledky DP je studie
mapujici diverzitu rodu Trichoderma na uzemi Polska (Blaszcyk a kol. 2011).
Studovanym substratem bylo i v této studii dievo, v mensi mife pak piuda (pfedevSim
substrat péstiren Zampioni). Vysledkem této studie bylo ziskdni 170 izolati rodu
Trichoderma nalezicich k 14 druhtim. Blaszcyk a kol. ve své praci publikovali nalez
nasledujicich druht: T. harzianum (43), T. aggressivum (35), T. atroviride (20), T.
koningii (17), T. viridescens (13), T. citrinoviride (11), T. viride (7), T. hamatum (9),
T. virens (6), T. longibrachiatum (4), T. gamsii (2), T. koningiopsis (1), T. polysporum
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(1) a T. tomentosum (1). Nejvétsi zastoupeni druhu T. harzianum na rozkladajicim se
drevé zcela odpovida vysledku zjiSténému pro tento substrat i v predkladané DP.
Velmi zajimavym se na prvni pohled zda vysoké zastoupeni druhu Trichoderma
aggressivum, procentualni zastoupeni 20,6%. Tato skute¢nost je vSak pouze odrazem
zastoupeni jednotlivych substratd. Stejné jako nalezy T. aggressivum Vv této DP,
pochazely 1 izolaty tohoto druhu v praci Blaszcyk a kol. (2011) ze substratu
pouzivaného k péstovani Agaricus bisporus. Vysoké zastoupeni druhu T. aggressivum
tak pouze reflektuje zastoupeni 58 izolatli pochazejicich ze Zampionového substratu.
Ostatni nalezené druhy patii k béZnym druhiim vyskytujicim se na uzemi Evropy a
zcela se prekryvaji s ndlezy zaznamenanymi pii studiu rodu Trichoderma na uzemi
CR.

Velmi zajimavou se téz jevi skuteCnost, ze né€které druhy, citované v fadé
zahrani¢nich studii jako hojné s takika kosmopolitnim rozsifenim, se na naSem Uzemi
dosud nepodatilo nalézt. Ptikladem takového druhu je napi. Trichoderma asperellum.
Druh patfici do sekce Trichoderma vykazuje velmi podobné fenotypové znaky jako
Trichoderma viride a pfi pouhém mikroskopickém pozorovani by bylo velmi snadné
tyto dva druhy zaménit. Z publikované literatury (Hoyos-Carvajal a kol. 2009, Rivas a
Pavone 2010, Kubicek a kol. 2003, Zhang a kol. 2005) vyplyva, Ze pfirozeny vyskyt
tohoto druhu je vadzany spiSe na teplejSi oblasti, pfedevSim subtropy, na rozdil od
druhu T. viride vyskytujicim se v hojné mife na chladngjsich lokalitach. Na druhou
stranu v8ak neni vyskyt druhu T. asperellum na nasem uzemi v budoucnu zcela
vyloucen, protoze ma (podobné jako jiné druhy rodu Trichoderma) biotechnologicky
potencial a mohl by tak byt uméle introdukovan 1 do nasi pfirody (pokud by bylo uziti
daného preparatu povoleno k pouzivani i u nas) (Tondje a kol. 2007).

Jinym ptikladem jsou Trichoderma pleurotum a T. pleuroticola. Oba druhy
jsou znamé z péstiren hlivy ve svété (Hatvani 2008, Sobieralski a kol. 2012, Kredics a
kol. 2008) a mohly by se vyskytnout i na naSem Uzemi. Zatim jsem vSak nezjistila
publikované nalezy téchto druhli u nds. Z prostiedi péstiren hub jsem navic zpracovala
jen minimum ndlezl, coz vysvétluje dosavadni absenci vyskytu téchto druhd.

Srovnani publikované literatury z nejblizSich oblasti centrdlni Evropy tedy
ukazuje, Ze diverzita rodu Trichoderma na uzemi Ceské republiky neni jesté zcela jisté
prozkouména a studium dalSich substratii (pfedevsim rozkladajiciho se dieva a hub

vcetné péstovanych) by mohlo ptinést dalsi nové poznatky pro naSe tizemi.
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5.2.2 Dominantni druhy (T. harzianum a T. viride) - substratova a vySkova

preference

Studované kmeny pochazeji z riznych zdroji a projektd, a proto nejde
podrobnéji vyhodnotit substratovou a vyskovou preferenci. Malo studované substraty
jsem se sice snazila doplnit vlastnimi sbéry a rozsifit tak nalezené druhové spektrum,
nicméné i tak nelze u vétSiny nalezenych druhti ze zjisténych dat stanovit substratovou
ani vysSkovou preferenci. Proto se pokusim alespoil o Castecné srovnani vyskytu
vyrazné dominantnich taxont, Trichoderma harzianum a T. viride.

Druh T. harzianum je velmi unikatni svym kosmopolitnim rozsifenim a
vysokou pfizpisobivosti, nejvétsi mezi zastupci rodu Trichoderma. Diky témto
vlastnostem zna¢né dominuje na substratech, na kterych se ostatni zastupci vyskytuji
méné kvili ne zcela pfiznivym Zzivotnim podminkdm (Chaverri a Samuels 2003,
Samuels 2006). Ptikladem takového substratu z tzemi CR je napf. silng zasolena pida
NPR SOOS (Hujslova 2006, Hujslova a kol. 2010) nebo substrat vysypky uhelného
dolu v severnich Cechach (Bukovska a kol. 2010). Potvrzeni této preference je patrné i
zvysledkli této prace. T. harzianum tvofila 36,6% izolatl pochazejicich
z antropogenni plidy (substrat odkalisté Chvaletice, Jivka u Radvanic a Médénec).
Zaroven je T. harzianum je druhem preferujicim nizs$i nadmoiské vysky (zcela
dominuje mezi izolaty z oblasti 150 - 300 m n. m.), nicméné testovani vlivu
nadmoiské vysSky na spektrum Trichoderma spp. Nelze dle povahy dat uéinit. Ze
zahrani¢nich praci jsem nenasla tdaje o uz$i ekologické vazbé T. harzianum. Pti
studiu rodu Trichoderma v Cin& (Zhang a kol. 2005) v oblasti Tibetu (piiblizné 5000
m n. m.) byla zji§téna ptitomnost jediného druhu a to pravé T. harzianum. Zivotni
podminky ve vySce 5000 m n. m. jsou ovSem patrn¢ tak extrémni, ze zde jiné druhy
nejsou schopny prezit a tak tato skuteCnost opét potvrzuje znacnou schopnost

ptizpusobeni se tohoto druhu riznym ekologickym faktortim.

Dalsim druhem s viditelnou vazbou na substrat je Trichoderma viride. Tento
druh je specificky svym vyskytem v pud¢ jehli¢natého lesa a v opadu (Samuels a kol.
2013) a preferenci chladnéjSich regionti (Samuels 2006), coz potvrzuji 1 vysledky této
diplomové prace. Klein a Eveleigh (1998) naméfili teplotni optimum tohoto druhu
v rozmezi 8 - 16 °C. Ke stejnému zavéru jsem dosla v této praci i ja, nebot’ druh T,

viride zna¢n¢ dominuje mezi izolaty ziskanymi z jedlobukového, smrkového a
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kleCového vegetacniho stupné (tj. v nadmoiské vysce 701 - nad 1250 m n. m.), kde se

prumérné rocni teploty drzi velmi nizko (mezi 1 az 5,5°C).

5.3 ROZSAH STUDOVANEHO MATERIALU VE VZTAHU KE ZJISTENE
DIVERZITE

Predkladana diplomova prace je srovnatelna s vysledky podobné zamétenych
praci. Napt. Migheli a kol. (2009) béhem svého ttiletého studia na Sardinii a ostrovech
Tyrhénského mote zjistili na zdkladé studia 482 izolati z 15 pldnich typt vyskyt 14
druhti rodu Trichoderma. Dalsi studii zabyvajici se diverzitou rodu Trichoderma
provedli Zhang a kol. (2005) na tzemi Ciny. Zhang a kol. analyzovali 135 izolatd
pochazejicich z piidy a opadu Sesti odliSnych lokalit v rozmezi nadmoiskych vysek
500 - 5000 m n. m. a nalezli 11 znamych a 2 dosud neznamé druhy rodu Trichoderma.
Obzvlast zajimavymi se ukazaly byt izolaty z nadmotské vysky kolem 5000 m n. m.,
které vSechny nalezely k druhu T. harzianum (viz vySe.). Studiem vyskytu rodu
Trichoderma na tizemi Ruska, Nepalu a severni Indie se zabyvali Kullning a kol.
(2000). Tito védci zatadili 76 studovanych izolatd do 7 zndmych druhti a 5 novych
druhti. Obdobnou studii provedli v jihovychodni Asii 1 Kubicek a kol. (2003).
Vysledkem jejich prace bylo ziskdni 96 izolath nalezicich do 10 druhi znamych a
nalezeni dokonce 7 novych druhli. Obdobnou praci publikovali pro Uzemi jiZni
Ameriky Hoyos-Carvajal a kol. v roce 2009. Tato studie mapujici zastoupeni rodu
Trichoderma v pidnich vzorcich sedmi jihoamerickych statt na zakladé 182 izolath
prezentuje nalez 20 zndmych druhti a 11 novych druh.

Vysledky téchto studii véetné mé diplomové prace ukazuji, ze diverzita rodu
Trichoderma neni stale jesté zcela zmapovana a skyta vysoky potencial nalezu novych

druhil s moZnym vyuZzitim pro ¢lovéka.

54 DIVERZITA DRUHU RODU TRICHODERMA STUDOVANA
MORFOLOGICKYMI A MOLEKULARNIMI METODAMI

Porovname-li diverzitu druhti rodu Trichoderma na nasem uzemi v "pre-
molekularni éte" (Pta¢nikova 2010) se soucasnym stavem (vysledky této DP, Jaklitsch
2009 a 2011, Hujslova 2006, Kubatova a kol. 2009, Bukovska 2010, Hujslova a kol.
2010), dochazime ke stavu 16 druhG: 34 druhtim. Mezi druhy urenymi dle
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fenotypovych znaki a molekularnimi metodami zatim nepotvrzenymi je Trichoderma
minutisporum izolovana z vysypky dolu Theodor u Kladna (Be¢var 1998) a z povrchu
kofenti dubu z jihozapadni Moravy (Dolejsky a Novotny 1999, Novotny 1995).
Dalsim takovym druhem je Trichoderma piluliferum ziskana z povrchu kofenu Picea
abies v oblasti Krugnych hor (Cerny a kol. 1987) a ze vzorki ovzdusi a stéri stén
z Ceskych Budgjovic (Repova 1986). Absence téchto druhti v mém souboru izolatd Ize
vysvétlit tim, Ze typ substratu, na kterém byly tyto druhy nalezeny, byl v mém souboru
zastoupen zcela zanedbatelné.

Nové nalezenym druhy, které nebyly zaznamenany v literarni reSersi
(Ptacénikova 2010) jsou: T. aggressivum, T. crassum, T. gamsii, T. ghanense, T.
koningiopsis, T. longipile, T. reesei, T. rossicum, T. viridescens a Trichoderma sp. AK
115/00.Nélezy téchto druhti byly komentovéany v kapitole Vysledky.

MozZnosti molekularnich metod ve srovnani s morfologickymi metodami
Ize u rodu Trichoderma lze dale dokumentovat na piikladu studia diverzity ptidnich
hub na Sumavé a v Chvaleticich. Z obou t&chto oblasti jsem zpracovala vyssi podet
izolatd. Kubatovd a Vafova (2001) zaznamenali v oblasti Sumavy za pomoci
morfologickych metod 5 druht rodu Trichoderma. V ramci diplomové prace jsem
studovala 40 izolatd z oblasti Sumavy molekularnimi metodami a zjistila 9 druhd.
Druhym piikladem je oblast opuSténého odkalist¢ Chvaletice s popilkovym
substraitem. Kubatova a kol. (2002) zaznamenali na této lokalit¢ 3 druhy rodu
Trichoderma a dalsi druhové neurcené izolaty. V této diplomové praci jsem z lokality
Chvaletice molekularnimi metodami studovala 33 izolatd a zjistila jsem vyskyt 8
druhil. Oba piiklady dokladaji zna¢nou omezenost vyuziti morfologickych metod pro
spolehlivou identifikaci druhu rodu Trichoderma a zaroven velky pokrok, kter¢ho 1ze
v souCasné dob¢ dosdhnout vyuzitim molekularnich analyz. Bohuzel finanéni

naro¢nost tohoto studia je stale velmi vysoka.
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6 ZAVER

e Diplomova prace zaméfend na studium diverzity rodu Trichoderma na tzemi
Ceské republiky je zalozena na zpracovani celkem 267 izolatd (30 izolath
pochézejicich ze sbirky CCF, 196 izolath ze studijni sbirky A. Kubatové a 43

izolatl z vlastniho zpracovani odbérovych vzorki).

o Izolaty byly ziskdny z 98 lokalit na izemi Cech a Moravy, piedev§im z pudy a

opadu, ale 1 dalSich substratt.

e Pro tento vyzkum jsem pouzila fenotypovou charakteristiku, molekularni metodu
UP-PCR fingerprinting a DNA sekvenovani, coz umoznilo identifikaci vsech
studovanych izolati. Zvoleny metodicky postup, tj. rozfazeni do morfotypu,
vyuziti molekularni metody UP-PCR fingerprintingu a DNA sekvenovani (tefla,
ptip. ITS), se ukazal jako vhodn4 a rychld metodika.

e Celkem jsem na zaklad¢ studia literatury a svych vlastnich vysledkli zaznamenala
vyskyt 34 druhti rodu Trichoderma patticich do 4 sekci, z toho 21 vlastnich

nalezi. Jeden izolat bude popsan jako novy druh.

e Mezi studovanymi izolaty jsem zaznamenala 5 novych ndlezii pro uzemi Ceské

republiky: T. crassum, T. gamsii, T. ghanense, T. rossicum a T. longipile.

e Na studovanych lokalitich jsem zaznamenala afinitu vybranych druhd k
specifickému substratu a nadmotiské vySce. Takto specifickym druhem je na
nasem uzemi Trichoderma viride vazana na vyssi nadmotské vysky (nad 700 m n.
m.) a pudu jehli¢natého lesa a opad. Druh Trichoderma harzianum se naopak
vyskytoval v hojné mife v nizSich nadmoiskych vyskach (150 - 500 m n. m.)
pfedev§im na dfevnim substratu a v antropogenni pudé. Ostatni druhy se na
substratech a nadmoftskych vyskach vyskytovaly ve vyrazné niz§im zastoupeni,

nelze proto o jejich vazbé na studovany substrat init jednoznacné zavéry.

e Rozdilné vysledky ziskané druhovym ur€enim pomoci fenotypovych znakl a

molekularné taxonomické analyzy (pfedevsim sekvence DNA) ukdzaly, Ze izolaty
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rodu Trichoderma nelze v dnesni dob¢, pii existenci 181 platné popsanych druhu,
spolehlivé ptitadit ke spravnému druhu pouze na zakladé morfologie studovaného

1zolatu.
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7 PRILOHY

Tab. 14: Seznam znamych druhti rodu Trichoderma a jejich spojeni s teleomorfou (pievzato z www.mycobank.org/)

Nazev taxonu Autor Sekce Rok Teleomorfa
publikace
Trichoderma aeroaquaticum K. Yamaguchi, Tsurumi, 2012
Chuaseeharonnachai & Nakagiri
Trichoderma aerugineum Jaklitsch 2009 | Hypocrea aeruginea Jaklitsch
Trichoderma aeruginosum Link 1816
Trichoderma aethiopicum Mullaw, C. P. Kubicek & Samuels 2012
Trichoderma aggressivum Samuels & W. Gams Pachybasium 2002
Trichoderma aggressivum f. Pachybasium
aggressivum
Trichoderma aggressivum f. Samuels & W. Gams Pachybasium 2002
europaeum
Trichoderma albolutescens Jaklitsch 2011 | Hypocrea albolutescens Jaklitsch
Trichoderma alni Jaklitsch 2008 | Hypocrea alni Jaklitsch
Trichoderma alutaceum Jaklitsch 2011 | Hypocrea alutacea (Pers.) Ces. & De
Not.
Trichoderma amazonicum P. Chaverri & Gazis 2011
Trichoderma arachnoideum Kuritzina & Sizova 1967
Trichoderma arundinaceum Zafari, Griafenhan & Samuels 2008
Trichoderma asperelloides Samuels 2010
Trichoderma asperellum Samuels, Lieckf. & Nirenberg Trichoderma 1999
Trichoderma atlanticum Jaklitsch 2011 | Hypocrea atlantica Jaklitsch
Trichoderma atroviride P. Karst. Trichoderma 1892 Hypocrea atroviridis Dodd, Lieckf. &

Samuels
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Tab. 14 - pokracovani

Nazev taxonu Autor Sekce Rok Teleomorfa
publikace
Trichoderma auranteffusum Jaklitsch 2011 | Hypocrea auranteffusa Jaklitsch
Trichoderma aureoviride Rifai Hypocreanum 1969 | Hypocrea aureoviridis Plowr. & Cooke
Trichoderma aureum Pers. 1801
Trichoderma austriacum Jaklitsch 2011 | Hypocrea austriaca Jaklitsch &
Voglmayr
Trichoderma austrokoningii Samuels & Druzhinina Trichoderma 2006 | Hypocrea austrokoningii Samuels &
Druzhinina
Trichoderma bavaricum Jaklitsch 2011 | Hypocrea bavarica Jaklitsch
Trichoderma brassicae Schumach. 1803
Trichoderma brevicompactum G. F. Kraus, C. P. Kubicek & W. Lone Lineages 2004
Gams
Trichoderma brunneoviride Jaklitsch 2008 | Hypocrea brunneoviridis Jaklitsch
Trichoderma caesium Pers. 1794
Trichoderma calamagrostidis Jaklitsch 2011 | Hypocrea calamagrostidis Jaklitsch
Trichoderma candidum Alb. & Schwein. Hypocreanum 1805
Trichoderma capillare Samuels & C. P. Kubicek 2012
Trichoderma caribbaeum Samuels & Schroers Trichoderma 2006
Trichoderma caribbaeum var. Samuels & H. C. Evans Trichoderma 2006
aequatoriale
Trichoderma caribbaeum var. Trichoderma 2006 | Hypocrea caribbaea Samuels &

caribbaeum

Schroers
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Tab. 14 - pokracovani

Nazev taxonu Autor Sekce Rok Teleomorfa
publikace

Trichoderma carneum Schumach. 1803

Trichoderma catoptron P. Chaverri & Samuels Pachybasium 2003 | Hypocrea catoptron Berk. & Broome

Trichoderma ceraceum P. Chaverri & Samuels 2003

Trichoderma ceramicum P. Chaverri & Samuels Hypocreanum 2003 | Hypocrea ceramica Ellis & Everh.

Trichoderma cerinum Bissett, C. P. Kubicek & Szakacs Pachybasium 2003

Trichoderma chlorosporum P. Chaverri & Samuels Hypocreanum

Trichoderma chromospermum P. Chaverri & Samuels Lone Lineages 2003 | Hypocrea chromosperma Cooke &
Peck

Trichoderma cinnabarinum Wallr. 1833

Trichoderma cinnamomeum P. Chaverri & Samuels Pachybasium 2003

Trichoderma citrinoviride Bissett Longibrachiatum 1984

Trichoderma collae (Schwein.) Sacc. 1886

Trichoderma compactum Z.F.Yu &K. Q. Zhang Lone Lineages 2007

Trichoderma cordobense Speg. 1926

Trichoderma corfecianum Sacc. 1911

Trichoderma crassum Bissett Pachybasium 1992 | Hypocrea crassa P. Chaverri &
Samuels

Trichoderma cremeum P. Chaverri & Samuels Hypocreanum 2003

Trichoderma croceum Bissett 1991

Trichoderma crystalligenum Jaklitsch 2006 | Hypocrea crystalligena Jaklitsch

Trichoderma cuenisporum P. Chaverri & Samuels 2003

Trichoderma dacrymycellum Jaklitsch 2009

Trichoderma delicatulum Jaklitsch 2011 | Hypocrea delicatula Tul. & C. Tul.




Tab. 14 - pokracovani

Nazev taxonu Autor Sekce Rok Teleomorfa
publikace

Trichoderma deliquescens (Sopp) Jaklitsch 2011 | Hypocrea lutea (Tode) Petch
Trichoderma desrochii Sartory & Bainier 1913
Trichoderma dingleyae Samuels & Dodd 2006 | Hypocrea dingleyae Samuels & Dodd
Trichoderma dorotheae Samuels & Dodd Trichoderma 2006 | Hypocrea dorotheae Samuels & Dodd
Trichoderma dubium Alb. & Schwein. 1804
Trichoderma effusum Bissett, C. P. Kubicek & Szakacs Longibrachiatum 2003
Trichoderma eijii C. S. Kim & N. Maek. 2012
Trichoderma epimyces Jaklitsch 2008 | Hypocrea epimyces Sacc. & Pat.
Trichoderma erinaceum Bissett, C. P. Kubicek & Szakacs Trichoderma 2003
Trichoderma estonicum P. Chaverri & Samuels Hypocreanum 2003
Trichoderma evansii Samuels 2009
Trichoderma fasciculatum Bissett 1992
Trichoderma fertile Bissett Pachybasium 1992
Trichoderma flagellatum Mullaw, C. P. Kubicek & Samuels 2012
Trichoderma flavofuscum (J. H. Mill., Giddens & A.A. Foster) 1992

Bissett
Trichoderma flavum Sommerf. 1826
Trichoderma fomiticola Jaklitsch 2009 | Hypocrea fomiticola Jaklitsch
Trichoderma fuscum Schumach. 1803
Trichoderma gamsii Samuels & Druzhin. 2006
Trichoderma gelatinosum P. Chaverri & Samuels 2003 | Hypocrea gelatinosa (Tode) Fr.
Trichoderma ghanense Yoshim. Doi, Y. Abe & Sugiy. Longibrachiatum 1987
Trichoderma gillesii Samuels 2012
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Tab. 14 - pokracovani

Nazev taxonu Autor Sekce Rok Teleomorfa
publikace

Trichoderma globosum Schwein. 1822

Trichoderma gracile Samuels & G. Szakacs 2012

Trichoderma granulosum Fuckel 1870

Trichoderma guttatum Alb. & Schwein. 1805

Trichoderma hamatum (Bonord.) Bainier Trichoderma 1906

Trichoderma harzianum Rifai Harzianum 1969 | Hypocrea lixii Pat.

Trichoderma helicum Bissett, C. P. Kubicek & Szakacs Lone Lineages 2003

Trichoderma inhamatum Veerkamp & W. Gams 1983

Trichoderma intricatum Samuels & Dodd Trichoderma 2006 | Hypocrea intricata Samuels & Dodd

Trichoderma junci Jaklitsch 2011 | Hypocrea junci Jaklitsch

Trichoderma konilangbra Samuels, Petrini & C.P. Kubicek Longibrachiatum 1998

Trichoderma koningii Oudem. Trichoderma 1902 | Hypocrea koningii Lieckf., Samuels &
W. Gams

Trichoderma koningiopsis Samuels, C. Suarez & H. C. Evans Trichoderma 2006 | Hypocrea koningiopsis Samuels

Trichoderma lacteum Bissett 1992

Trichoderma laeve Pers. 1796

Trichoderma lateritioroseum Lib.

Trichoderma leucopus Jaklitsch 2011 | Hypocrea leucopus (P. Karst.) H.L.
Chamb.

Trichoderma lieckfeldtiae Samuels 2009

Trichoderma longibrachiatum Rifai Longibrachiatum 1969

Trichoderma longipile Bissett Pachybasium 1991 | Hypocrea longipilosa Jaklitsch

Trichoderma luteffusum Jaklitsch 2011 | Hypocrea luteffusa Jaklitsch
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Tab. 14 - pokracovani

Nazev taxonu Autor Sekce Rok Teleomorfa
publikace
Trichoderma luteocrystallinum Jaklitsch 2011 | Hypocrea luteocrystallina Jaklitsch,
Siepe & L.G. Krieglst.
Trichoderma margaretense Jaklitsch 2011 | Hypocrea margaretensis Jaklitsch
Trichoderma martiale Samuels 2008
Trichoderma melanomagnum P. Chaverri & Samuels Lone Lineages 2003
Trichoderma mienum C. S. Kim, Nakagiri & N. Maek. 2012
Trichoderma minutisporum Bissett Pachybasium 1991 | Hypocrea minutispora B.S. Lu, Fallah
& Samuels
Trichoderma minutum Bainier 1906
Trichoderma moravicum Jaklitsch 2011 Hypocrea moravica Petr.
Trichoderma mycophilum (Pers.) Schwein. 1822
Trichoderma neokoningii Samuels & Sober. 2006
Trichoderma neorufoides Jaklitsch 2011 | Hypocrea neorufoides Jaklitsch
Trichoderma nigrovirens Goddard Lone Lineages 1913
Trichoderma oblongisporum Bissett Pachybasium 1992
Trichoderma ovalisporum Samuels & Schroers Trichoderma 2004
Trichoderma pachypallidum Jaklitsch 2011 | Hypocrea pachypallida Jaklitsch
Trichoderma parepimyces Jaklitsch 2009 | Hypocrea parepimyces Jaklitsch
Trichoderma parestonicum Jaklitsch 2009 | Hypocrea parestonica Jaklitsch
Trichoderma paucisporum Samuels, C. Suarez & K. Solis 2006
Trichoderma pedunculatum Schumach. 1803
Trichoderma penicillatum Wallr. 1833

116




Tab. 14 - pokracovani

Nazev taxonu Autor Sekce Rok Teleomorfa

publikace
Trichoderma petersenii Samuels, Dodd & Schroers Trichoderma 2006 | Hypocrea petersenii Samuels, Dodd &

Schroers

Trichoderma pezizoideum Wallr. 1833
Trichoderma phellinicola Jaklitsch 2011 Hypocrea phellinicola Jaklitsch
Trichoderma phyllostachydis P. Chaverri & Samuels Lone Lineages 2003 | Hypocrea phyllostachydis P. Chaverri
Trichoderma piluliferum J. Webster & Rifai Pachybasium 1969 ﬁyggggéa pilulifera J. Webster & Rifai
Trichoderma pinnatum Samuels 2012
Trichoderma placentula Jaklitsch 2011 | Hypocrea placentula Grove
Trichoderma pleuroti S.H. Yu & M.S. Park Pachybasium 2006 |
Trichoderma pleuroticola S.H. Yu & M.S. Park Pachybasium 2006
Trichoderma polysporum (Link) Rifai Pachybasium 1969 | Hypocrea pachybasioides Yoshim. Doi
Trichoderma protrudens Samuels & Chaverri 2008
Trichoderma pseudocandidum P. Chaverri, Samuels & Minnis 2009
Trichoderma pseudokoningii Rifai Longibrachiatum 1969
Trichoderma pseudolacteum C. S. Kim & N. Maek. 2012
Trichoderma pseudonigrovirens P. Chaverri, Samuels & Minnis 2009 Hypocrea nigrovirens P. Chaverri &

Samuels
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Tab. 14 - pokracovani

Néazev taxonu Autor Sekce Rok | Teleomorfa
publikace

Trichoderma psychrophilum Jaklitsch 2011 Hypocrea psychrophila E. Miill., Aebi
& J. Webster

Trichoderma pubescens Bissett Trichoderma 1992

Trichoderma pyrenium Pers. 1801

Trichoderma racemosum McAlpine 1902

Trichoderma reesei E. G. Simmons Longibrachiatum 1977

Trichoderma rogersonii Samuels 2006 | Hypocrea rogersonii Samuels

Trichoderma rossicum Bissett, C. P. Kubicek & Szakacs Pachybasium 2003

Trichoderma rubropallens Schwein. 1832

Trichoderma samuelsii Jaklitsch & Voglmayr 2012

Trichoderma saturnisporopsis Samuels & W Jaklitsch 2012

Trichoderma saturnisporum Hammill Longibrachiatum 1970

Trichoderma scalesiae Samuels & H. C. Evans 2006

Trichoderma seppoi Jaklitsch 2008

Trichoderma silvae-virgineae Jaklitsch 2011 | Hypocrea silvae-virgineae Jaklitsch

Trichoderma sinensis Bissett, C. P. Kubicek & Szakacs Longibrachiatum 2003

Trichoderma sinuosum P. Chaverri & Samuels Hypocreanum 2003 | Hypocrea sinuosa P. Chaverri &
Samuels

Trichoderma solani Samuels, V. Doyle & V. S. Lopez 2012

Trichoderma spirale Bissett Lone Lineages 1992

Trichoderma stilbohypoxyli Samuels & Schroers Trichoderma 2006 | Hypocrea stilbohypoxyli B.S. Lu &

Samuels
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Tab. 14 - pokracovani

Nazev taxonu Autor Sekce Rok Teleomorfa
publikace
Trichoderma stramineum P. Chaverri & Samuels Pachybasium 2003 | Hypocrea straminella P. Chaverri,
Samuels & Minnis
Trichoderma strictipile Bissett 1992 | Hypocrea strictipilosa P. Chaverri &
Samuels
Trichoderma strigosum Bissett Trichoderma 1991
Trichoderma stromaticum Samuels & Pardo-Schulth. Pachybasium 2000
Trichoderma subalpinum Jaklitsch 2011 | Hypocrea subalpina Petr.
Trichoderma subeffusum Jaklitsch 2011 | Hypocrea subeffusa Jaklitsch
Trichoderma surrotundum P. Chaverri & Samuels Hypocreanum 2003
Trichoderma sympodianum Kulik 1960
Trichoderma taiwanense Samuels & M. L. Wu Trichoderma 2006
Trichoderma tawa P. Chaverri & Samuels Trichoderma 2003 | Hypocrea tawa Dingley
Trichoderma taxi Chu L. Zhang, F. C. Lin & C. P. 2007
Kubicek
Trichoderma thailandicum P. Chaverri & Samuels Pachybasium 2003
Trichoderma thelephoricola P. Chaverri & Samuels Hypocreanum 2003
Trichoderma theobromicola Samuels & H. C. Evans Trichoderma 2006
Trichoderma tomentosum Bissett Pachybasium 1991
Trichoderma tremelloides Jaklitsch 2011 | Hypocrea tremelloides (Schumach.) Fr.
Trichoderma turrialbense Samuels, Degenkolb, K. F. Nielsen & 2008
Grifenhan
Trichoderma valdunense Jaklitsch 2011 | Hypocrea valdunensis Jaklitsch
Trichoderma varians Sartory & Bainier 1912




Tab. 14 - pokracovani

Nazev taxonu Autor Sekce Rok Teleomorfa
publikace
Trichoderma varium Ehrenb. 1818
Trichoderma velutinum Bissett, C. P. Kubicek & Szakacs Pachybasium 2003
Trichoderma vinosum Samuels 2006 | Hypocrea vinosa Cooke
Trichoderma violaceum Oudem. 1904
Trichoderma virens (J. H. Mill., Giddens & A.A. Foster) Pachybasium 1987 | Hypocrea virens P. Chaverri, Samuels
Arx & E.L. Stewart
Trichoderma viride Pers. Trichoderma 1794 | Hypocrea rufa (Pers.) Fr.
Trichoderma viride var. kizhanense Krapiv., L. A. Poljak. & Sizova Trichoderma 1975
Trichoderma viridescens (A. S. Horne & H. S. Will.) Jaklitsch | Trichoderma 2006 | Hypocrea viridescens Jaklitsch &
& Samuels Samuels
Trichoderma voglmayrii Jaklitsch Lone Lineages 2006 | Hypocrea voglmayrii Jaklitsch
Trichoderma vulpinum Fuckel 1874
Trichoderma yunnanense Z.F.Yu &K. Q. Zhang 2007
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Tab. 15: Piehled studovanych izolatt rodu Trichoderma véetnd charakteru substratu a lokality. (Izolaty oznagené * nepochazi z izemi CR, nebyly do studie zafazeny, byly pouze revidovany).

Cislo izolatu Identifikace genotypova Identifikace fenotypova | Rok izolace | Kategorie substratu Substrat m n. m. Lokalita Region
AK182/02 T. aggressivum T. aggressivum XI. 2002 puda radelinistni substrat raselinisté v borosmrkovém lese 730 Raselinisté Houska, Sumava JZ Cechy
AK221/94 T. aggressivum T. aggressivum XI. 1994 dfevo/povrch broukd Quercus petraea, vétev 400 Drevi€ u Nizbora, Kfivoklatsko stf. Cechy
CCF3862 T. aggressivum f. europaeum T. harzianum / T. aggressivum VI. 2007 ostatni Zampionovy substrat 500 Kovarfov - Pfedbofice stf. Cechy
CCF3865 T. aggressivum f. europaeum T. harzianum / T. aggressivum VI1.2006 ostatni Zampionovy substrat 500 Kovarov - Predbofice stf. Cechy
AK113/99 T. atroviride T. atroviride / T. aggressivum VI. 1999 dfevo/povrch broukd Scolytus intricatus, Quercus robur 190 Bacov, Velky Osek, Polabi stt. Cechy
AK114/11 T. atroviride T. viride 1X. 2011 puda antropogenni substrat vysypky 760 vysypka dolu Eduard u Jachymova, Kru$né hory Z Cechy
AK114/95 T. atroviride T. atroviride IX. 1995 dfevo/povrch broukd Quercus robur, kmen 320 Znojemsko J Morava
AK118/11 T. atroviride T. atroviride XI. 2011 potraviny/krmiva voda balena, ochucena Praha stf. Cechy
AK164/91 T. atroviride T. viride (bez hrbolkd) XII. 1991 dfevo/povrch broukd Quercus sp. 350 Okrouhlo, Jilové u Prahy stf. Cechy
AK165/91 T. atroviride T. viride (bez hrbolk() XII. 1991 dfevo/povrch brouk Quercus sp. 350 Okrouhlo, Jilové u Prahy stf. Cechy
AK175/91 T. atroviride T. viride XII. 1991 dfevo/povrch brouk Quercus petraea, kmen 350 Okrouhlo, Jilové u Prahy stf. Cechy
AK21/94 T. atroviride T. aggressivum / T. atroviride IV. 1994 dfevo/povrch broukd Pinus nigra, kmen 450 Hudlice u Berouna stf. Cechy
AK220/94 T. atroviride T. atroviride XI. 1994 dfevo/povrch broukd Quercus petraea, vétev 400 Drevi¢ u Nizbora, Kfivoklatsko stf. Cechy
AK23/94 T. atroviride T. aureoviride IV. 1994 dfevo/povrch brouk Pinus nigra, kofen 450 Hudlice u Berouna stf. Cechy
AK26/10 T. atroviride T. atroviride 11.2010 ostatni plesnivy napoj Ice Tea 210 Praha stf. Cechy

AK6/92 T. atroviride T. aggressivum 1. 1992 dfevo/povrch broukd Picea abies, borka 1060 Kvilda, Sumava JZ Cechy
AK72/07 T. atroviride neurceno 1I. 2007 puda puda s travinnym porostem 280 Hrad¢any u Mimoné S Cechy
AK83/93 T. atroviride T. viride (bez hrbolkd) V. 1993 dfevo/povrch brouk Quercus robur, kmen 500 De3ov, Moravské Budé&jovice JZ Morava
AK86/93 T. atroviride T. atroviride V. 1993 dfevo/povrch broukd Quercus robur, kmen 500 DeSov, Moravské Budé&jovice JZ Morava
CCF2691 * T. atroviride T. hamatum X.1985 puda jehlicnatého lesa puda modfinového lesa Cisowek, Suwalski park Polsko
CCF3910 T. atroviride T. atroviride X1.2006 opad listovy opad bfizy v opadovych saccich 215 Chvaletice V Cechy
T24 T. atroviride T. atroviride IIIl. 2012 opad opad dubohabrového lesa 400 Zdanice V Morava
T29 T. atroviride T. viride (bez hrbolk() IIl. 2012 opad opad olSiny 435 Zalesi Z Morava
T46 T. atroviride T. atroviride 11l. 2012 opad opad olSiny 420 Mirochov J Cechy
AK116/99 T. citrinoviride T. citrinoviride 11I. 1999 potraviny/krmiva téstoviny Ceska republika
AK145/96 T. citrinoviride T. citrinoviride VIIl. 1996 ovzdusi venkovni ovzdusi 210 Praha stf. Cechy
AK16/00 T. citrinoviride T. citrinoviride 1. 2000 ostatni obal na jogurt 350 BeneSov stf. Cechy
AK167/91 T. citrinoviride T. longibrachiatum XII. 1991 drevo/povrch broukd Quercus sp. 350 Okrouhlo, Jilové u Prahy stf. Cechy
AK51/94 T. citrinoviride T. koningii IV. 1994 drevo/povrch broukd Pinus silvestris, kmen 450 Hudlice u Berouna stf. Cechy
AK90/10 T. citrinoviride T. citrinoviride IX. 2010 ovzdusi vnitini ovzdu$i nemocnice 210 Olomouc stf. Morava
CCF1352 T. citrinoviride T. koningii 1968 ostatni povrch stény podzemni Stoly Pfibram stf. Cechy
CCF1455 * T. citrinoviride T. koningii 1972 puda alpinska puda blize nespecifikovana Himalaj Asie
CCF2715 T. citrinoviride T. pseudokoningii 1V.1986 drevo/povrch broukl Picea sp., dievo parezu 350 Trebotov, Praha - zapad stf. Cechy
CCF2768 * T. citrinoviride T. pseudokoningii VII1.1992 puda puda skleniku Heverlee Belgie
CCF3911 T. citrinoviride T. citrinoviride 1X.2006 opad listovy opad bfizy v opadovych saccich 215 Chvaletice V Cechy
AK110/91 T. crassum T. virens VIIl. 1991 puda smis./list. lesa puda smiSeného lesa 440 Smréek u Perntejna stf. Morava
AK184/06 T. gamsii T. koningii VIII. 2006 puda zemédélska puda pastviny 300 Netluky, Praha - Uhfinéves stf. Cechy
AK341 T. ghanense T. longibrachiatum III. 1989 puda smis./list. lesa puda smiseného porostu ficniho biehu 190 Postoloprty SZ Cechy
AK111/02 T. hamatum T. hamatum X. 2002 puda radelinistni substrat raselinisté 1430 Upské ra3elinisté, KrkonoSe SV Cechy
AK111/95 T. hamatum T. hamatum IX. 1995 puda antropogenni substrat odkalisté 215 Chvaletice V Cechy
AK121/99 T. hamatum T. hamatum VII. 1999 puda raselinistni substrat raselinisté 730 raselini$té Houska, Sumava JZ Cechy
AK15/94 T. hamatum T. hamatum 1Il. 1994 puda antropogenni substrat odkalisté 215 Chvaletice V Cechy
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AK203/01 T. hamatum T. hamatum X. 2001 puda raselinistni substrat raselinisté pod kosodFevinou 1400 Upské raselinisté, Krkono$e SV Cechy
AK22/94 T. hamatum T. hamatum IV. 1994 dfevo/povrch broukd Pinus nigra, kofen 450 Hudlice u Berouna stf. Cechy
AK254/93 T. hamatum T. hamatum X. 1993 plida raselinitni substrat raselinisté 740 Mrtvy luh, Sumava JZ Cechy
AK256/93 T. hamatum T. hamatum XI. 1993 puda smis./list. lesa puda bukového lesa 950 Medvédice, StoZec, Sumava JZ Cechy
AK34/07 T. hamatum T. hamatum 1. 2007 plida antropogenni substrat odkalisté 215 Chvaletice V Cechy
AK38/07 T. hamatum T. hamatum 1. 2007 puda antropogenni substrat odkalisté 215 Chvaletice V Cechy
AK40/07 T. hamatum T. koningii 1. 2007 plida antropogenni substrat odkalisté 215 Chvaletice V Cechy
AK416 T. hamatum T. hamatum VIII. 1989 pida smig./list. lesa plida bukosmrkového lesa 725 Velky Spicak (Ceskomoravska vrchovina) V Cechy
AK62/94 T. hamatum T. hamatum V. 1994 puda radelinistni substrat raselinisté 1070 Jezemi slat, Sumava JZ Cechy
AK74/07 T. hamatum T. hamatum 1I. 2007 puda puda s travinnym porostem 280 Hrad¢any u Mimoné S Cechy
CCF2390 T. hamatum T. hamatum 1X.1988 dfevo/povrch broukd trouchniva kura 400 Revnice stf. Cechy
T15 T. hamatum T. hamatum IIl. 2012 opad opad dubohabrového lesa 355 Nevojice V Morava
T18 T. hamatum T. hamatum 1Il. 2012 opad opad dubohabrového lesa 305 Mikulov J Morava
T21 T. hamatum T. pseudokoningii 1Il. 2012 opad opad olSiny 430 Zalesi Z Morava
T30 T. hamatum T. hamatum 11I. 2012 opad opad olSiny 430 Zalesi Z Morava
T34 T. hamatum T. pseudokoningii 1Il. 2012 opad opad dubohabrového lesa 410 Kloboucky V Morava
T37 T. hamatum T. hamatum IIl. 2012 opad opad olSiny 490 Starkov J Cechy
T39 T. hamatum T. pseudokoningii IIl. 2012 opad opad bukového lesa 510 Annin J Cechy
T41 T. hamatum T. hamatum IIl. 2012 opad opad dubohabrového lesa 355 Nevojice V Morava
AK106/95 T. harzianum T. harzianum VIIl. 1995 puda jehlicnatého lesa puda smrkového lesa 1305 Svaroh, Sumava JZ Cechy
AK107/94 T. harzianum T. harzianum VI. 1994 puda antropogenni substrat odkalisté 215 Chvaletice V Cechy
AK108/95 T. harzianum T. citrinoviride IX. 1995 drevo/povrch brouk Quercus petraea, kofen 450 Plasy u Plzné Z Cechy
AK110/95 T. harzianum T. harzianum IX. 1995 puda antropogenni substrat odkalisté 215 Chvaletice V Cechy
AK112/95 T. harzianum T. harzianum IX. 1995 dfevo/povrch broukd Quercus robur, kmen 320 Znojemsko J Morava
AK112/99 T. harzianum T. harzianum VI. 1999 dfevo/povrch brouk Scolytus intricatus, Quercus robur 190 Bacov, Velky Osek, Polabi stf. Cechy
AK113/95 T. harzianum T. harzianum IX. 1995 dfevo/povrch brouk Quercus robur, vétev 320 Znojemsko J Morava
AK123/07 T. harzianum T. hamatum IV. 2007 puda antropogenni substrat odkalisté 215 Chvaletice V Cechy
AK13/05 T. harzianum T. aggressivum VI. 2005 dfevo/povrch broukd mraveni$té pod borkou kmene 160 PR Cerninovsko u Neratovic stt. Cechy
AK135/06 T. harzianum T. atroviride VI. 2006 puda antropogenni substrat odkalisté 500 Jivka u Radvanic SV Cechy
AK170/06 T. harzianum T. harzianum VIII. 2006 puda zemédélska puda pastviny 300 Netluky, Praha - Uhfinéves stf. Cechy
AK175/95 T. harzianum T. harzianum XII. 1995 puda antropogenni substrat odkalisté 215 Chvaletice V Cechy
AK183/02 T. harzianum T. harzianum XI. 2002 puda jehlicnatého lesa puda blatkového lesa 730 Raselini$té Houska, Sumava JZ Cechy
AK194/06 T. harzianum T. harzianum IV. 2006 puda zemédélska puda strnisté 270 Praha - Uhfinéves stf. Cechy
AK200/06 T. harzianum T. harzianum IV. 2006 puda antropogenni substrat odkalisté 215 Chvaletice V Cechy
AK233/94 T. harzianum T. harzianum XII. 1994 puda antropogenni substrat odkalisté 215 Chvaletice V Cechy
AK24/94 T. harzianum T. harzianum IV. 1994 drevo/povrch broukl Robinia pseudoacacia, kmen 380 Hudlice u Berouna stf. Cechy
AK244/93 T. harzianum T. harzianum XI. 1993 puda smis./list. lesa puda bukového lesa 950 Medvédice, Stozec, Sumava JZ Cechy
AK247/93 T. harzianum T. harzianum VII. 1993 puda antropogenni substrat odkalisté 215 Chvaletice V Cechy
AK289/05 T. harzianum T. harzianum X. 2005 puda antropogenni substrat odkalisté 215 Chvaletice V Cechy
AK32/98 T. harzianum T. harzianum IV. 1998 dfevo/povrch broukd Scolytus intricatus, Quercus polycarpa 190 Libicky luh, Velky Osek stf. Cechy
AK35/07 T. harzianum T. harzianum 1. 2007 puda antropogenni substrat odkalisté 215 Chvaletice V Cechy
AK39/06 T. harzianum T. harzianum 1. 2006 puda puda s travinnym porostem 280 Hrad¢any u Mimoné S Cechy
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AK44/05 T. harzianum T. harzianum VI. 2005 puda antropogenni substrat odkalisté 810 Médénec SZ Cechy
AK45/11 T. harzianum T. harzianum 11l. 2011 ostatni stér ze stény podzemni toly 430 Trhové Dusniky, Pribramsko stf. Cechy
AK55/95 T. harzianum T. harzianum IV. 1995 ostatni krém na ruce s Calendula officinalis 400 Nové Mésto nad Metuji V Cechy
AK60/03 T. harzianum T. atroviride V. 2003 dfevo/povrch broukd Carpinus betulus, lezici vétev 300 Venory stf. Cechy
AK61/03 T. harzianum T. aggressivum V. 2003 dfevo/povrch broukd Carpinus betulus, lezici vétev 300 Venory stf. Cechy
AK61/97 T. harzianum T. harzianum IV. 1997 dfevo/povrch broukd Scolytus intricatus, Quercus petraea 500 Kohoutov, Zbiroh, Kfivoklatsko stf. Cechy
AK67/95 T. harzianum T. harzianum I1l. 1995 plida antropogenni substrat odkalisté 215 Chvaletice V Cechy
AK68/95 T. harzianum T. harzianum III. 1995 plida antropogenni substrat odkalisté 215 Chvaletice V Cechy
AK71/92 T. harzianum T. harzianum VI. 1992 dfevo/povrch broukd Quercus petraea, kmen 450 Hluboké nad Vlitavou J Cechy
AK73/92 T. harzianum T. harzianum VI. 1992 dfevo/povrch brouk Quercus petraea, kmen 450 Hluboka nad Vlitavou J Cechy
AK82/07 T. harzianum T. harzianum 1. 2007 plida antropogenni substrat odkalisté 215 Chvaletice V Cechy
AK84/93 T. harzianum T. harzianum V. 1993 dfevo/povrch brouk Quercus robur, kmen 500 De3ov, Moravské Budé&jovice JZ Morava
AK91/10 T. harzianum T. harzianum IX. 2010 ovzdusi vnitini ovzdu$i nemocnice 210 Olomouc stf. Morava
AK94/10 T. harzianum T. harzianum X1.2010 dfevo/povrch broukd lezici vétev 350 Praha - Ladvi stf. Cechy
AK95/06 T. harzianum T. harzianum 1l. 2006 puda antropogenni substrat odkalisté 215 Chvaletice V Cechy

CCF2687 * T. harzianum T. harzianum X.1985 ptida smi$./list. lesa plida v méstském parku Suwalki Polsko
CCF2713 T. harzianum T. harzianum 1V.1986 dfevo/povrch brouk Picea sp., dfevo pafezu 350 Ttebotov, Praha - zapad stf. Cechy
CCF2714 T. harzianum T. harzianum V.1986 drevo/povrch brouk Picea sp., dfevo pafezu 300 Prtihonice u Prahy stf. Cechy
CCF3814 T. harzianum T. harzianum X1.2003 plida slabé zasolena plida (pH 7,4), bylinny porost | 440 NPR Soos Z Cechy

T T. harzianum T. harzianum 1X. 2009 puda zemédélska puda pole s cukrovou fepou 280 Stfednice stf. Cechy
T19 T. harzianum T. aggressivum 11l. 2012 plida plida viesovisté 320 Znojmo J Morava
T25 T. harzianum T. harzianum IIIl. 2012 opad opad dubohabrového lesa 250 Mikulov J Morava
T32 T. harzianum T. harzianum 1II. 2012 opad opad olSiny 435 Zalesi Z Morava
T35 T. harzianum T. aggressivum IIIl. 2012 puda puda vfesovisté 290 Znojmo J Morava
T38 T. harzianum T. harzianum IIIl. 2012 opad opad bukového lesa 50 Annin J Cechy

AK113/11 T. koningii T. koningiopsis 1X. 2011 puda antropogenni substrat vysypky 840 pobliz Potlicka, Krusné hory Z Cechy
AK125/07 T. koningii T. koningii IV. 2007 puda antropogenni substrat odkalisté 215 Chvaletice V Cechy
AK237/93 T. koningii T. koningii XI. 1993 puda antropogenni substrat odkalisté 215 Chvaletice V Cechy
AK36/07 T. koningii T. koningii 1. 2007 puda antropogenni substrat odkalisté 215 Chvaletice V Cechy
AK75/07 T. koningii T. atroviride 1I. 2007 puda puda s travinnym porostem 280 Hrad¢any u Mimoné S Cechy
CCF3834 T. koningii T. koningii VII1.2004 puda slabé zasolena plda (pH 6,4), bylinny porost | 440 NPR Soos Z Cechy

T2 T. koningii T. koningii 1X. 2009 opad opad smiSeného lesa 460 Plavy S Cechy
T7 T. koningii T. koningii 1X. 2009 opad opad smrkového lesa 290 Nebuzely stf. Cechy
T8 T. koningii T. koningii 1X. 2009 opad opad smrkového lesa 290 Nebuzely stf. Cechy

AK109/94 T. koningiopsis T. harzianum VI. 1994 puda antropogenni substrat odkalisté 215 Chvaletice V Cechy
AK109/95 T. koningiopsis T. koningii IX. 1995 ostatni trus 215 Chvaletice V Cechy
AK135/02 T. koningiopsis T. koningii X. 2002 puda alpinska puda horského travniku 1150 Obfi dul, Krkonose SV Cechy
AK16/97 T. koningiopsis T. koningii 1. 1997 ovzdusi venkovni ovzdusi 210 Praha stf. Cechy
AK178/99 T. koningiopsis T. koningiopsis VIIl. 1999 puda radelinistni substrat raselinisté v borosmrkovém lese 730 Raselinisté Houska, Sumava JZ Cechy
AK183/06 T. koningiopsis T. koningiopsis VIII. 2006 plda zemédélska puda pastviny 300 Netluky, Praha - Uhfinéves stf. Cechy
AK197/06 T. koningiopsis T. koningii IV. 2006 ostatni pudni krusta na plode s lidejniky 300 Stfezov, Bfezno SZ Cechy
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AK199/06 T. koningiopsis T. koningii IV. 2006 puda puda s travinnym porostem 280 Hrad¢any u Mimoné S Cechy
AK232/94 T. koningiopsis T. koningii XII. 1994 puda antropogenni substrat odkalisté 215 Chvaletice V Cechy
AK283/05 T. koningiopsis T. atroviride X. 2005 plida antropogenni substrat odkalisté 215 Chvaletice V Cechy
AK38/06 T. koningiopsis T. koningii 1. 2006 puda puda s travinnym porostem 280 Hrad¢any u Mimoné S Cechy
AK39/07 T. koningiopsis T. koningii 1. 2007 plida antropogenni substrat odkalisté 215 Chvaletice V Cechy
AK45/05 T. koningiopsis T. koningii VI. 2005 ostatni pudni krusta na ploSe s liSejniky 300 Stfezov, Bfezno SZ Cechy
AK68/07 T. koningiopsis T. koningii 1. 2007 plida plida s travinnym porostem 280 Hrad&any u Mimoné S Cechy
AK70/07 T. koningiopsis T. aureoviride 1. 2007 puda puda s travinnym porostem 280 Hrad¢any u Mimoné S Cechy
AK73/07 T. koningiopsis T. koningii 1. 2007 puda puda s travinnym porostem 280 Hrad&any u Mimoné S Cechy
AK76/07 T. koningiopsis T. koningii 1I. 2007 puda puda s travinnym porostem 280 Hrad¢any u Mimoné S Cechy
AK90/00 T. koningiopsis T. aureoviride VII. 2000 puda alpinska puda horského travniku 1350 Velka Kotelni jama, KrkonoSe SV Cechy
AK94/06 T. koningiopsis T. koningii 11l. 2006 plida antropogenni substrat odkalisté 215 Chvaletice V Cechy
CCF3912 T. koningiopsis T. koningiopsis 111.2007 opad listovy opad bfizy v opadovych saccich 280 Hrad&any u Mimoné S Cechy

™ T. koningiopsis T. koningii 1X. 2009 opad opad smiSeného lesa 460 Plavy S Cechy
CCF3813 T. koningiopsis T. koningiopsis V.2005 puda slabé zasolena puda (pH 6,5), bylinny porost | 440 NPR Soos Z Cechy
AK158/01 T. longibrachiatum T. longibrachiatum VII. 2001 potraviny/krmiva zaplisnéné obilky pSenice 320 Bustéhrad stf. Cechy
AK186/06 T. longibrachiatum T. longibrachiatum VIIl. 2006 puda zemédélska puda pastviny 300 Netluky, Praha - Uhfinéves stf. Cechy
AK37/00 T. longibrachiatum T. longibrachiatum V. 2000 ostatni kosmeticky pfipravek, balzdm na vlasy 210 Praha stf. Cechy
T23 T. longibrachiatum T. pseudokoningii 11l. 2012 opad opad dubohabrového lesa 400 Zdanice V Morava
AK120/96 T. longipile T. virens VII. 1996 pida smi./list. lesa plda bukového lesa 1040 Certovo jezero, Sumava JZ Cechy
AK192/01 T. longipile T. atroviride 1X. 2001 dfevo/povrch broukd dfevéné prkno v krypté kostela 450 Kyn$perk n/Ohfi Z Cechy
AK6/06 T. longipile T. atroviride XII. 2005 ostatni substrat piskovcovéh osypu 350 Borovy dul, Mezni louka, Ceské Svycarsko S Cechy
AK93/06 T. longipile T. atroviride 11l. 2006 puda antropogenni substrat odkalisté 215 Chvaletice V Cechy
CCF3126 T. longipile T. atroviride VI.1999 ostatni povrchova voda (rybnik) 310 Stréz pod Ralskem S Cechy
AK185/02 T. polysporum T. polysporum XI. 2002 puda smis./list. lesa puda bukosmrkového lesa 1100 Plesné jezero, Sumava JZ Cechy
AK188/02 T. polysporum T. polysporum XI. 2002 puda alpinska puda kvétnaté louky 1160 Velka Kotelni jama, Krkono$e SV Cechy
AK221/01 T. polysporum T. polysporum XI. 2001 plida smi$./list. lesa ptida bukosmrkového lesa 780 Udoli Viydry, Sumava JZ Cechy
AK340 T. polysporum T. polysporum 11I. 1989 puda smis./list. lesa puda smi$eného porostu Fiéniho bfehu 190 Postoloprty SZ Cechy
CCF1555 T. polysporum T. polysporum 1976 puda Uhor 260 Srbsko stf. Cechy
CCF2823 T. polysporum T. polysporum X.1993 puda smis./list. lesa puda bukového lesa 950 Medvédice, Stozec, Sumava JZ Cechy
CCF3404 T. polysporum T. polysporum X.2003 puda smis./list. lesa puda smrkového lesa 1200 Pramen Vitavy, Sumava JZ Cechy
T16 T. polysporum Dle Klice neurceno! IIl. 2012 puda zemédélska puda pole s obilim 250 Boleradice J Morava
T44 T. polysporum T. polysporum IIl. 2012 puda zemédélska puda pole s kukufici 185 Mi&echvosty stf. Cechy
T9 T. pseudokoningii T. pseudokoningii 1X.2009 opad opad smrkového lesa 290 Nebuzely stf. Cechy
AK185/06 T. reesei T. citrinoviride VIII. 2006 puda zemédélska puda pastviny 300 Netluky, Praha - Uhfinéves stf. Cechy
CCF1855 T. reesei T. reesei ostatni mutageneze kmene QM9414
CCF1887 T. reesei T. reesei ostatni mutageneze kmene 139
CCF3150 T. rossicum T. polysporum 1X.2000 puda smis./list. lesa puda bukosmrkového lesa 1180 Obfi dul, Krkonose SV Cechy
CCF2983 T. saturnisporum T. saturnisporum VI.1996 puda smis./list. lesa puda bukového lesa 1250 Zdanidla, Sumava JZ Cechy
T17 T. saturnisporum T. saturnisporum 1Il. 2012 opad opad dubového lesa 300 Konice J Morava
T45 T. saturnisporum Dle klice neurceno! IIl. 2012 opad opad bukového lesa 500 Nuzerov J Cechy
AK226/01 T. tomentosum T. minutisporum XI. 2001 puda radelinistni substrat raselinisté pod kosodfevinou 1365 Navorska louka, KrkonoSe SV Cechy
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AK52/94 T. tomentosum T. pseudokoningii IV. 1994 dfevo/povrch broukd Pinus silvestris, kmen 450 Hudlice u Berouna stf. Cechy
AK80/99 T. tomentosum T. harzianum VI. 1999 puda zemédélska puda louky 400 Dobronice u Bechyné J Cechy
AK112/11 T. virens T. virens IX. 2011 plida antropogenni substrat vysypky 840 pobliz Pottickd, Krusné hory Z Cechy
AK122/06 T. virens T. virens V1. 2006 puda antropogenni substrat odkalisté 410 Ostrov, Karlovy Vary Z Cechy
AK124/07 T. virens T. virens IV. 2007 plida antropogenni substrat odkalisté 215 Chvaletice V Cechy
AK134/06 T. virens T. virens V1. 2006 puda antropogenni substrat odkalisté 500 Jivka u Radvanic SV Cechy
AK149/05 T. virens T. virens VIII. 2005 plida antropogenni substrat odkalisté 500 Jivka u Radvanic SV Cechy
AK188/99 T. virens T. virens 1X. 1999 plida alpinska ptida horského travniku 1350 Certova zahradka, Krkonoge SV Cechy
AK198/06 T. virens T. virens IV. 2006 puda antropogenni substrat odkalisté 215 Chvaletice V Cechy
AK220/06 T. virens T. virens 1X. 2006 dfevo/povrch brouk Ulmus laevis, endofyt 190 Libicky luh, Velky Osek stf. Cechy
AK46/05 T. virens T. virens VI. 2005 ostatni pudni krusta na ploSe s liSejniky 300 Stfezov, Bfezno SZ Cechy
CCF2848 T. virens T. virens VI.1993 puda antropogenni substrat odkalisté 215 Chvaletice V Cechy
CCF2889 T. virens T. virens 1975 dfevo/povrch broukd Picea abies Albrechtice V Cechy

T28 T. virens T. virens 1Il. 2012 opad opad dubového lesa 300 Konice J Morava

T42 T. virens T. virens IIl. 2012 opad opad dubového lesa 315 Kurdéjov J Morava
AK101/00 T. viride T. viride VII. 2000 puda alpinska puda horského travniku 1200 Lavinova rokle, Obfi dl, KrkonoSe SV Cechy
AK103/00 T. viride T. viride VII. 2000 puda alpinska puda horského travniku 950 Snéhova jama, Obfi dul, Krkonose SV Cechy
AK103/05 T. viride T. viride VI. 2005 puda antropogenni substrat odkalisté 800 Médénec, Krudné hory Z. Cechy
AK104/00 T. viride T. viride VII. 2000 plida alpinska plida horského travniku 1500 Studniéni hora, Krkono3e SV Cechy
AK110/02 T. viride T. viride X. 2002 puda raselinistni substrat raselinisté 1430 Upské radelinists, Krkonose SV Cechy
AK113/00 T. viride T. viride 1X. 2000 puda jehlicnatého lesa puda smrkového lesa 650 Albef, Nové Bystfice J Cechy
AK114/00 T. viride T. viride 1X. 2000 puda smis./list. lesa puda smiseného lesa 650 Albef, Nova Bystfice J Cechy
AK117/02 T. viride T. viride X. 2002 puda radelinistni substrat raselinisté 1425 Upské radelinisté, KrkonoSe SV Cechy
AK124/94 T. viride T. viride VII. 1994 dfevo/povrch broukd Quercus robur, vétev 210 PR Velky Kuntinov PR J Morava
AK126/96 T. viride T. viride VII. 1996 ovzdusi venkovni ovzdusi 210 Praha stf. Cechy
AK130/00 T. viride T. viride X. 2000 puda jehlicnatého lesa puda smrkového lesa 1320 Trojmezi, Sumava JZ Cechy
AK131/00 T. viride T. viride X. 2000 puda jehlicnatého lesa puda smrkového lesa 1355 Trojmezna, Sumava JZ Cechy
AK132/00 T. viride T. viride X. 2000 puda jehlicnatého lesa puda smrkového lesa 1340 Trojmezna, Sumvava JZ Cechy
AK134/02 T. viride T. aureoviride X. 2002 puda jehlicnatého lesa puda kosodfeviny 1170 Obfi dul, Krkonose SV Cechy
AK137/02 T. viride T. viride X. 2002 puda radelinistni substrat raselinisté 1360 Mala Kotelni jama, Krkono3e SV Cechy
AK162/01 T. viride T. viride VII. 2001 puda raselinistni substrat raselinisté 1425 Upské raselinisté, Krkonose SV Cechy
AK167/94 T. viride T. viride 1X. 1994 puda raselinistni substrat raselinisté 1040 Mlynaiska slat, Sumava JZ Cechy
AK170/00 T. viride T. viride XII. 2000 puda radelinistni substrat raselinisté 1345 Rakouska louka (Plechy - Trojmezi), Sumava JZ Cechy
AK171/00 T. viride T. viride XII. 2000 puda jehlicnatého lesa puda smrkového lesa 1370 Plechy, Sumava JZ Cechy
AK172/00 T. viride T. viride XII. 2000 puda jehlicnatého lesa puda smrkového lesa 1345 Plechy, Sumava JZ Cechy
AK173/00 T. viride T. viride XII. 2000 puda jehlicnatého lesa puda smrkového lesa 880 Udoli Vydry, Sumava JZ Cechy
AK176/00 T. viride T. viride XII. 2000 puda jehlicnatého lesa puda borového lesa 800 Udoli Viydry, Sumava JZ Cechy
AK177/00 T. viride T. viride XII. 2000 puda jehlicnatého lesa puda borového lesa 790 Udoli Vydry, Sumava JZ Cechy
AK177/01 T. viride T. viride VII. 2001 puda smis./list. lesa puda olsiny 730 Udoli Viydry, Sumava JZ Cechy
AK184/02 T. viride T. viride XI. 2002 puda jehlicnatého lesa puda blatkového lesa 730 Raselinisté Houska, Sumava JZ Cechy
AK185/01 T. viride T. viride VII. 2001 puda smis./list. lesa puda bukosmrkového lesa 750 Udoli Viydry, Sumava JZ Cechy
AK186/02 T. viride T. viride XI. 2002 puda jehlicnatého lesa puda smrkového lesa 1350 Plechy, Sumava JZ Cechy
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AK187/01 T. viride T. viride VII. 2001 puda raselinistni substrat raselinisté 1425 Upské raselinisté, Krkono$e SV Cechy
AK187/02 T. viride T. viride XI. 2002 puda alpinska puda horského travniku 1275 Velka Kotelni jama, KrkonoSe SV Cechy
AK195/06 T. viride T. viride IV. 2006 plida zemédélska plida pastviny 300 Netluky, Praha - Uhfinéves stf. Cechy
AK202/01 T. viride T. viride X. 2001 puda raselinistni substrat raselinisté pod kosodFevinou 1440 Upské raselinisté, Krkonose SV Cechy
AK204/01 T. viride T. viride X. 2001 puda raselinistni substrat raselinisté 1425 Upské radelinisté, Krkonose SV Cechy
AK207/96 T. viride T. viride XI. 1996 ovzdusi venkovni ovzdusi 210 Praha stf. Cechy
AK234/01 T. viride T. viride XIl. 2001 plida jehli¢natého lesa plida pod kosodfevinou 1360 Mumlavska louka, Krkono3e SV Cechy
AK291/05 T. viride T. viride X. 2005 ostatni substrat piskovcovéh osypu 350 Borovy dil, Mezni louka, Ceské Svycarsko S Cechy
AK34/10 T. viride T. viride 11I. 2010 ostatni stér ze stény podzemni toly 300 Solenice stf. Cechy
AK35/10 T. viride T. viride 1Il. 2010 ostatni sediment podzemni $toly 300 Solenice stf. Cechy
AK36/06 T. viride T. viride 1. 2006 ostatni pudni krusta, travinny porost 280 Hrad&any u Mimoné S Cechy
AK37/06 T. viride T. viride 1. 2006 puda puda s travinnym porostem 280 Hrad¢any u Mimoné S Cechy

AK390 T. viride T. viride 1X. 1989 puda smis./list. lesa puda bukosmrkového lesa 725 Velky Spi¢ak, Ceskomoravska vrchovina JV Cechy
AK40/06 T. viride T. viride 1. 2006 puda puda s travinnym porostem 280 Hrad&any u Mimoné S Cechy
AK43/02 T. viride T. viride VI. 2002 puda raselinistni substrat raselinisté pod kosodFevinou 1300 Pancgavska louka (Krkono$e) SV Cechy
AK43/05 T. viride T. viride VI. 2005 puda antropogenni substrat odkalisté 810 Médénec SZ Cechy
AK60/97 T. viride T. viride VI. 1997 dfevo/povrch brouk Scolytus intricatus, Quercus petraea 500 Kohoutov, Zbiroh, Kfivoklatsko stf. Cechy
AK66/04 T. viride T. viride V. 2004 ostatni stér ze stény podzemni Stoly 650 Bedfichov, Jizerské hory S Cechy
AK69/07 T. viride T. viride 1. 2007 puda puda s travinnym porostem 280 Hrad¢any u Mimoné S Cechy
AK71/07 T. viride T. viride 1I. 2007 puda puda s travinnym porostem 280 Hrad¢any u Mimoné S Cechy
AK79/99 T. viride T. viride VI. 1999 puda smis./list. lesa puda listnatého lesa 400 Dobronice u Bechyné J Cechy
AK81/91 T. viride T. viride VII. 1991 puda zemédélska puda louky 400 Lourovice stf. Cechy
AK86/02 T. viride T. viride VII. 2002 puda smis./list. lesa puda bukosmrkového lesa 1110 Plesné jezero, Sumava JZ Cechy
AK87/02 T. viride T. viride VII. 2002 puda jehlicnatého lesa puda smrkového lesa 750 raselinisté Houska, Sumava JZ Cechy
AK89/00 T. viride T. viride VII. 2000 puda alpinska puda horského travniku 1350 Velka Kotelni jama, Krkono$e SV Cechy
AK92/00 T. viride T. viride VII. 2000 puda alpinska puda horskeé louky 1250 Velka Kotelni jama, Krkonose SV Cechy
AK93/00 T. viride T. viride VII. 2000 puda antropogenni substrat staré vysypky 1100 Rudnik, Obfi dil, Krkonose SV Cechy
AK93/11 T. viride T. viride VI. 2011 ostatni jableény népoj 220 Praha stt. Cechy
AK97/00 T. viride T. viride VII. 2000 puda alpinska puda horského travniku 1350 Upska jama, Obfi dl, KrkonoSe SV Cechy
AK98/00 T. viride T. viride VII. 2000 puda alpinska puda horského travniku 1330 Obfi dal, Upsky vodopad (Krkono$e) SV Cechy
CCF1403 T. viride T. viride 1972 puda puda Botanické zahrady UK 210 Praha stf. Cechy

CCF1611 * T. viride T. viride 1977 ostatni neznamy plvod

CCF3231 T. viride T. viride VI1.2001 puda jehlicnatého lesa puda smrkového lesa 850 doli Vydry, Sumava JZ Cechy
T20 T. viride T. viride 1l. 2012 opad opad dubohabrového lesa 305 Mikulov J Morava
T22 T. viride T. atroviride IIl. 2012 puda zemédélska puda pole s fepkou olejkou 155 Dusniky stf. Cechy
T26 T. viride T. viride IIl. 2012 opad opad dubohabrového lesa 410 Kloboucky V Morava
T27 T. viride T. viridescens IIl. 2012 opad opad dubohabrového lesa 355 Nevojice V Morava
T3 T. viride T. viride 1X. 2009 opad opad luzniho lesa 160 Luzec nad Vitavou stt. Cechy
T33 T. viride T. viride IIl. 2012 opad opad dubohabrového lesa 410 Kloboucky V Morava
T4 T. viride T. viride 1X. 2009 opad opad luzniho lesa 160 Luzec nad Vitavou stf. Cechy
T6 T. viride T. viride 1X. 2009 opad opad smrkového lesa 290 Nebuzely stf. Cechy

AK169/00 T. viridescens T. aureoviride XII. 2000 puda jehlicnatého lesa puda smrkového lesa 1370 Plechy - Trojmezi, Sumava JZ Cechy

126




Tab. 15: pokracovani

Cislo izolatu Identifikace genotypova Identifikace fenotypova | Rok izolace | Kategorie substratu Substrat m n. m. Lokalita Region
AK174/00 T. viridescens T. viride XII. 2000 puda jehlicnatého lesa puda smrkového lesa 860 Udoli Viydry, Sumava JZ Cechy
AK186/01 T. viridescens T. viride VII. 2001 puda smis./list. lesa puda bukosmrkového lesa 780 Udoli Viydry, Sumava JZ Cechy
AK239/93 T. viridescens T. atroviride XI. 1993 plida smi$./list. lesa plida bukového lesa 950 Medvédice, Stozec, Sumava JZ Cechy
AK253/93 T. viridescens T. viridescens X. 1993 puda smis./list. lesa puda bukového lesa 950 Medvédice, StoZec, Sumava JZ Cechy
AK257/93 T. viridescens T. atroviride XI. 1993 plida smi$./list. lesa plida bukového lesa 950 Medvédice, Stozec, Sumava JZ Cechy
AK70/03 T. viridescens T. viride VIII. 2003 dfevo/povrch broukd Carpinus betulus, lezici vétev 300 Venory stf. Cechy
AK94/00 T. viridescens T. viride VII. 2000 plida smi$./list. lesa plida bukosmrkového lesa 1180 Rudnik, Obfi dul, Krkonose SV Cechy

T10 T. viridescens T. viride 1X. 2009 opad opad bukového lesa 270 Kokorinsky Dl stt. Cechy
T31 T. viridescens T. viride 1Il. 2012 puda puda viesovisté 320 Znojmo J Morava
T36 T. viridescens T. viride 11l. 2012 opad opad luzniho lesa 152 Obiristvi stf. Cechy
T40 T. viridescens T. viridescens 1Il. 2012 opad opad bukového lesa 750 MileSice J Cechy
T43 T. viridescens T. viride 11I. 2012 plida plida viesovisté 320 Znojmo J Morava
T5 T. viridescens T. viride 1X. 2009 opad opad luzniho lesa 160 Luzec nad Vlitavou stf. Cechy
AK115/00 Trichoderma sp. T. aureoviride 1X. 2000 puda smis./list. lesa puda smiseného lesa 650 Albef, Nova Bystfice J Cechy
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