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Nazev vynalezu:
Smés endofytnich hub pro zvySeni produkce
biomasy, zpiisob jeji pFipravy a jeji pouZiti

Anotace:

Predkladané fedeni se tyka smési endofytnich hub pro
zvyseni produkce biomasy, kterd obsahuje kmeny
Verticillium leptobactrum Gams CCM 8703, Exophiala
sp. CCM 8705 a Halenosporal Zalerion sp. CCM 8704.
Reseni se dale tyka zptsobu jeji piipravy a jejiho pouziti
pro zvy3eni produkce biomasy.
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Smés endofytnich hub pro zvy3eni produkce biomasy, zpiisob jeji piipravy a jeji pouZiti

Oblast techniky

Predkladany vynélez se tyka smési endofytnich hub pro zvyseni produkce biomasy, zpisobu jeji
ptipravy a jejiho pouziti pro podporu produkce biomasy hostitelskych rostlin zejména na margi-
nalnich a kontaminovanych pidach.

Dosavadni stav techniky

V rostlinnych pletivech jsou asto ptitomné tzv. endofytni houby, které alespoii po &ast jejich
Zivotniho cyklu nemaji negativni vliv na rostlinného hostitele a nezpGisobuji u ného patogenni
symptomy. Diversita a funkce téchto endofyti jsou pfedmétem intenzivniho vyzkumu mimo jiné
pro jejich biotechnologicky potencial. Ten endofyté vykazuji jednak z hlediska ziskavani novych
bioaktivnich latek a jednak pro potencialni agrotechnologické vyuziti.

Pro podporu ristu hostitelskych rostlin existuje nékolik mechanismd, naptiklad zvysenou solubi-
lizaci malo rozpustnych sloucenin fosforu, produkci fytohormond, zejména auxinového typu, a
také produkci sideroforti, které usnadiiuji vyZzivu Zelezem a jinymi mikrozivinami. Néktefi endo-
fyté také syntetizuji vitaminy a podili se na regulaci priiduchd, osmotického tlaku, modulaci ko-
fenove architektury €i Gpravé dusikového metabolismu. Dobfe prostudované jsou efekty houbo-
vych endofyti1 z ¢eledi Clavicipitaceae (tfida Sordariomycetes, kmen Ascomycota) na jejich hos-
titele, jimiz jsou vétSinou travy mirného pasu. Tito systémovi endofyté zvy3uji rezistenci svych
hostiteld viici biotickym i abiotickym stresim a podporuji riist svych hostiteléi. Nékteré jejich
efekty jsou vazany na produkci alkaloidii &i jinych sekundérnich metabolitt, jimiz endofyté od-
puzuji herbivory a inhibuji patogeny. Jiné efekty souvisi s komplexnim pisobenim endofyti na
obranny systém rostlin nebo produkci metabolitii podporujicich rist rostlin. Prestoze existuji rody
a druhy mikroorganismi, jejichz zastupci vykazuji castéji prospésné efekty vigi hostiteli, tyto
efekty a jejich rozsah jsou vzdy odvislé od daného genotypu (kmene/izolatu). Napiiklad endofyté
z rodd Neotyphodium a Epichloé prokazuji graminoidnim hostitelim riiznou miru ochrany v za-
vislosti na daném morfotypu/genotypu. Stejny endofyt tak miize mit na riizné hostitele pozitivni i
negativni ¢inky. Meta—analyza efektii kofenovych houbovych endofyti ukazala, Ze pozitivni
efekty jsou ptitomné zejména u hostitelskych rostlin totoznych se zdrojovymi rostlinami endofy-
ta. Ackoli z tohoto pravidla existuji vyjimky, optimélni se jevi pouZivat cilena (specificky desig-
novana) inokula pro dany hostitelsky druh.

Na trhu jek dispozici fada komeréné vyznamnych travin v podobé osiva obsahujiciho endofyty z
Celedi Clavicipitaceae. Jednim z nejrozsifengjsich v USA je kultivar kostfavy rakosovité Kentuc-
ky 31, ktery byl ziskan z vitalniho travniho porostu v r. 1931 a byl Siroce vyuzivan pii protieroz-
nich vysadbéch a jako krmivéiska plodina. Pozdéji se ukazalo, Ze zpisobuje problémy dobytku
kvili obsahu ergotovych (ndmelovych) alkaloidii produkovanych endofyty, které zodpovidaji za
velkou Cast odolnosti tohoto kultivaru vigi riznym stresm. Pro krmivaiské tcely byl tento kul-
tivar nahrazen kultivarem Jesup obsahujicim MaxQ™ endofyty (kmeny Neotyphodium coeno-
phialum ARS02 a AR542), které neprodukuji ergotové alkaloidy, ale podporuji riist rostlin. Pro-
toze fada trav se vyuziva pro jiné nez krmivaiské ucely (turfové druhy, okrasné druhy aj.), zlista-
va prostor i pro vyuZiti endofyti produkujicich alkaloidy. Vedle endofytii z &eledi Clavicipi-
taceae se u travin uplatiiuji i dalSi endofyty, zejména z oddéleni vieckovytrusych hub. U houby
Verticillium leptobactrum Gams byla prokdzana nematofagni Gi¢innost potencialng vyuZitelnd pro
biologickou kontrolu rostlinnych had’atek, aviak schopnost podpory ristu travin u této houby
dosud nebyla publikovéana. Pokud jde o r. Exophiala sp., u kmene LHLO8 izolovaného z kofent
okurky seté byla prokézana podpora riistu okurky seté za stresovych podminek a Exophiala pis-
cina H93 zvysila toleranci kukufice k t&zkym koviim a podpofila jeji rist.
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V soucasné dobé se s ohledem na celosvétovou podporu produkce energie z obnovitelnych zdroji
prudce rozviji sektor cileng p&stované rostlinné biomasy, zejména ligno—celulotickych plodin,
které jsou zdrojem tzv. biopaliv druhé generace. Vyuziti rostlinné biomasy energetickych plodin
(napi. rychle rostoucich topolii nebo ozdobnice) pro produkei obnovitelné energie vsak s sebou
nese nékteré problémy. Jednim z nich je kompetice energetickych plodin o ornou pidu s potravi-
novymi komoditami. Pfipravky na podporu rostlin na bazi symbiotickych mikroorganismi jako
jsou endofytni houby maji potencial rozsifit oblast rentabilniho péstovani energetickych plodin i
na nevyuzita (izemi a omezit tak tuto kompetici. Marginalni ¢i kontaminovand stanovisté byvaji
Zivinové nevyvazena a vyznaduji se zvySenou mirou stresu. Na t&chto stanovistich mohou endo-
fytni houby zmirnit disledky stresu pro hostitelskou rostlinu a podpofit jeji rist. PouZiti endo-
fytnich hub miaze podobné jako v pripadé mykorhiznich hub (jiné skupiny symbiotickych mikro-
organismil) snizovat potiebu mineralniho hnojeni a také pouziti pesticiddi diky pfimé a nepfime
ochrang vi¢i nékterym patogentim a herbivoriim.

Soucasna feseni (napf. patenty US 8975489 B2, US 7232565 B2 a 9277751 B2) popisuji vyuziti

nékterych endofyti pro podporu ristu a ochranu rostlin véetng riiznych druhi trav, ale nedokla-
daji jejich vyuzitelnost na marginalnich a rizikovymi prvky zatizenych plochach.

Podstata vynalezu

Predkladany vynalez se tyka smési tii endofytnich hub z oddéleni vieckovytrusych hub (Verti-
cillium leptobactrum Gams kmen MR67, Exophiala sp. kmen MR72 a Halenospora/Zalerion sp.
kmen MR75) izolovanych z ozdobnice obrovské na zivinové chudém stanovisti a jejich prorusto-
vého efektu na rostliny, a to zejména, ale nikoli vyhradné, z ¢eledi lipnicovitych (Poaceae). Pred-
kladany vynalez popisuje vyuZiti unikatni smési endofytnich hub pro podporu ristu rostlin,
zejména lipnicovitych a vyhodné ozdobnice (r. Miscanthus).

Ptedmétem predkladaného vynalezu je smés endofytnich hub pro zvySeni produkce biomasy,
ktera obsahuje kmeny Verticillium leptobactrum Gams kmen MR67, Exophiala sp. kmen MR72
a Halenospora/Zalerion sp. kmen MR75 (déle jen "smés podle predkladaného vynalezu"). Uve-
dené kmeny endofytnich hub jsou uloZeny ve sbirce kultur hub Ceské sbirky mikroorganismii
(CCM) vedené na Prirodovédecké fakulté Masarykovy univerzity v Brné dle Budapest'ské smlou-
vy 0 mezinarodnim uznavani ulozeni mikroorganismii k (¢elim patentového fizeni pod cisly
CCM 8703 (Verticillium leptobactrum Gams kmen MR67), CCM 8704 (Halenospora/Zalerion
sp. kmen MR75) a CCM 8705 (Exophiala sp. kmen MR72).

Ve vyhodném provedeni jsou kmeny CCM 8703, CCM 8705 a CCM 8704 ve smési podle pied-
kladaného vynalezu zastoupeny ve vzdjemném stejném hmotnostnim poméru.

Predmétem piedkladaného vynalezu je rovnéZ zpisob piipravy smési endofytnich hub pro zvySse-
ni produkce biomasy, ktery obsahuje nasledujici kroky:

a) jednotlivé kmeny CCM 8703, CCM 8705 a CCM 8704 se péstuji oddélené na ristovém médiu
v submerzni kultufe do dosazeni pozadovaného mnozstvi jednotlivych kultur, s vyhodou za na-
sledujicich podminek: doba ristu dva az ¢tyfi tydny, kontinualni michani a aerace v nadobach s
vniténim ¢lenénim, jako jsou tzv. buffled flasks, pfi teploté 20 az 26 °C, do dosazeni pozadova-
ného mnoZstvi jednotlivych kultur, s vyhodou do dosazeni mnozstvi jednotlivych kultur alespori
80 g/L;

b) nasledné se z jednotlivych submerznich kultur kmend hub odstrani riistové médium, s vyhodou
filtraci za sterilnich podminek;

¢) vléknita mycelia jednotlivych submerznich kultur se smichaji, s vyhodou v hmotnostnim po-
mérul:1:1;

d) vysledna smés se nasledn& resuspenduje, s vyhodou v roztoku MgSQO,, Ringerové roztoku
a/nebo fyziologickém roztoku (0,9 % NaCl), nejvyhodn&ji v roztoku MgSQ,, s vyhodou v pomé-
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ru mycelia : roztoku 1 hmotnostni dil : 4 objemové dily, a desintegruje po dobu alespoti 30 minut
za vzniku mycelialni suspenze smési endofytnich hub, pficemz desintegrace se provede s vyho-
dou pomoci sterilnich Cepeli a magnetického michadla na magnetické michaéce, prichody zuzu-
Jici se trubici ¢i intenzivnim roztfepavanim.

V ptipadé€, Ze se pouZije roztok MgSOs,, je jeho koncentrace s vyhodou v rozmezi od 0,01 M do
1 M, vyhodnéji v rozmezi od 0,05 M do 0,15 M, nejvyhodné&ji je koncentrace MgSO, 0,1 M.
Ristové médium je s vyhodou vybrané ze skupiny obsahujici sladovy extrakt (malt extract, ME),
bramborovy extrakt s glukozou (potato—dextrose, PD), bramborovo-mrkvovy extrakt (potato—
carrot, PC), kukufi¢ny extrakt (comn meal, CM), nejvyhodnéji je ristovym médiem sladovy ex-
trakt.

V jednom provedeni se vysledna smés z kroku d) poté nafedi na vyslednou hustotu smési (su-
spenze) v rozmezi od 1 do 100 g mycelia/L, s vyhodou od 5 do 25 g mycelia /L, nejvyhodnéji 15
g mycelia/L. S vyhodou se k nafedéni pouZije roztok o témze slozeni a molarité jako roztok, kte-
ry byl pouZit pro resuspendovani smési v kroku d) piedchoziho odstavce.

V jiném provedeni se smés endofytnich hub pro zvySeni produkce biomasy imobilizuje na inertni
matrici. Imobilizace se provede tak, Ze po kroku d) pfipravy smési endofytnich hub pro zvy3eni
produkce biomasy se desintegrovana mycelialni suspenze z kroku d) spolu s Zivinovym roztokem
za sterilnich podminek smisf s inertni matrici, s vyhodou v poméru 1 litr inertni matrice : 70 g
desintegrované mycelidlni suspenze : 70 ml Zivinového roztoku, a tato smés se neprody$né zatavi
v silnosténném plastovém obalu. Zivinovym roztokem Je s vyhodou sterilni suspenze bramboro-
vého tésta o hustoté 15 g/l. Imobilizované inokulum je skladovano v temnu a chladu, s vyhodou
pii teplot€ v rozmezi od 4 do 10 °C. Neprody3né zatavend smés se skladuje v silnosténném plas-
tovém obalu az do jejiho dalsiho pouziti.

Inertni matrice je s vyhodou vybrana ze skupiny zahrnujici raselinu, diatomit, kaolinit, bentonit,
apatit, zeolit, perlit, piliny a jejich smési, nejvyhodnéji je inertni matrici raselina.

Pfedmétem predkladaného vynalezu je déle pouziti smési podle predkladaného vynalezu pro
podporu produkce biomasy hostitelské rostliny. S vyhodou Ize zvyseni produkce biomasy vyuzit
pii péstovani hostitelskych rostlin na marginlnich a kontaminovanych stanovistich, s vyhodou
kontaminovanych smési rizikovych prvkii, nejvyhodnéji pak As, Cd, Pb a Zn.

Pfedmétem predkladaného vynalezu je také zpiisob podpory riistu a produkce biomasy hostitel-
ské rostliny s vyuZitim smési podle predkladaného vynalezu, zejména ve formé jeji mycelialni
suspenze, ktery obsahuje nésledujici kroky:

a) kofenovy systém hostitelské rostliny se namo¢i do mycelialni suspenze smési endofytnich hub
obsahujici kmeny CCM 8703, CCM 8705 a CCM 8704 na dobu 1 a2 2 hodin, pfi¢emz mnozstvi
mycelialni suspenze pfi hustoté v rozmezi od 1 do 100 g mycelia/litr potifebné na inokulaci 1
tisice explantdtovych rostlin je v rozmezi 0,5 az 100 litrii, s vyhodou 1 az 10 litrdi, nejvyhodnéji 4
litry;

b) nasledné se hostitelska rostlina vsadi do péstebniho substrétu, popiipadé se mycelialni su-
spenze aplikuje do substratu sazenice hostitelské rostliny v mnozstvi 0,5 a# 50 ml/sazenici, s
vyhodou na kofeny a do vzdalenosti do 10 cm od kofenii sazenice, a sazenice se ponecha riist po
dobu 4 az 8 tydni ve skleniku;

¢) poté se hostitelské rostliny otuzi po dobu 3 a7 7 dni ve venkovnich podminkach a piesadi se ze
skleniku na kone¢né stanovisté. S vyhodou se tento krok provede poté, co pomine nebezpeti
Jjarnich mraziku.

Predmétem predkladaného vynalezu je také zptisob podpory ristu a produkce biomasy hostitel-
ské rostliny s vyuzitim smési podle predkladaného vynalezu, zejména ve formé imobilizované na
inertni matrici, ktery obsahuje nasledujici kroky:
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a) na vihky kofenovy systém hostitelské rostliny se aplikuje smés endofytnich hub pro zvySeni
produkce biomasy, obsahujici kmeny CCM 8703, CCM 8705 a CCM 8704, imobilizovana na
inertni matrici (dale "imobilizované inokulum"), vyhodn& o hustoté 1 az 200 g/litr matrice, vy-
hodngji o hustoté 70 g/litr matrice, pfiemz mnoZstvi inertni matrice potfebné na inokulaci 1
tisice explantatovych rostlin je v rozmezi 0,5 az 100 litrd, s vyhodou 1 az 10 litrd, nejvyhodnéji 5
litrty; pri¢emz aplikace se s vyhodou provede piekrytim vihkého kofenového systému imobilizo-
vanym inokulem, &imz dojde k ulpéni &astic inokula na kofenovém systému, a jeho lehkym skle-
pnutim; adherované imobilizované inokulum se na kofenech ponecha;

b) nasledné se hostitelska rostlina s adherovanym imobilizovanym inokulem vsadi do p&stebniho
substratu, poptipadé se imobilizované inokulum aplikuje na substrat do sadebni jamky sazenice
hostitelské rostliny, vyhodné v mnoZstvi 5 ml inokula/sazenici, a sazenice se ponecha rust po
dobu 4 az 8 tydnt ve skleniku;

¢) poté se hostitelské rostliny otuzi po dobu 3 az 7 dni ve venkovnich podminkéch a pfesadi se ze
skleniku na koneéné stanovisté. S vyhodou se tento krok provede poté, co pomine nebezpeli
jarnich mrazika.

S vyhodou se aplikace imobilizovaného inokula z kroku b) provede na kofeny a do vzdalenosti
do 10 cm od kofent sazenice hostitelské rostliny.

S vyhodou Ize pouzit in vitro mikropropagované hostitelské rostliny, naptiklad rostliny ozdobni-
ce obrovské, pred jejich vysazenim do substratu.

Pé&stebni substrat je s vyhodou vybrany ze skupiny Zivinové chudych substrati na bazi raSeliny,
pisku, zeolitu, perlitu, kokosového vlakna, mapita, kamenné viny a keramzitu nebo jejich smési s
kompostem, vermikompostem, zahradnickou zeminou, minerélnimi a organickymi hnojivy, vy-
hodngji je péstebnim substratem smés raseliny:pisku:zeolitu v objemovém poméru 6:3:1. Skleni-
kové péstovani sazenic hostitelské rostliny se provadi za podminek vhodnych pro hostitelskou
rostlinu, jako jsou pravidelna zdvlaha, teploty nad 12 °C a dostatena intenzita osvitu. Odbornik v
oboru by byl schopen uré&it vhodné péstebni podminky hostitelskych rostlin. Hostitelsky specific-
ké endofytni houby se inokuluji na in vitro mikropropagované rostliny, coz vede ke zvyseni pro-
dukce biomasy v raném stadiu vyvoje rostliny, které je klicové pro jeji etablovani na stanovisti,
konkurenci viiéi plevelim a zaloZeni rhizomil pro dobré pfezimovani. Ziskanou biomasu vzrost-
Iych rostlin Ize posléze konvertovat nékterym z dostupnych procesi (pfimé spalovani, fermenta-
ce, pyrolyza) na energii nebo vyuzit jinym zpiisobem adekvatnim pro danou rostlinu.

Hostitelskou rostlinou jsou s vyhodou rostliny eledi lipnicovitych véetné obilnin, zejména oz-
dobnice (r. Miscanthus), chrastice (r. Phalaris), trst (r. Arundo), psinecek (r. Agrostis), ovsik (r.
Arrhenatherum), kostfava (r. Festuca), svetep (r. Bromus), kukufice (r. Zea), jeCmen (r. Horde-
um), pienice (r. Triticum), Zito (r. Secalé), oves (r. Avena), proso (r. Panicum), ryze (r. Oryza),
&irok (r. Sorghum), vyhodnéji je hostitelskou rostlinou ozdobnice (r. Miscanthus) a nejvyhodnéji
ozdobnice obrovska (Miscanthus x giganteus).

Objasnéni vykresu

Obr. 1. Vliv inokulace ozdobnice Miscanthus x giganteus riznymi kmeny endofytnich hub (MRx
a MLx) usporadanymi dle jejich taxonomické piislusnosti na produkci biomasy v kvétinaCovém
experimentu. Uvedené hodnoty predstavuji primér + SEM pro biomasu koient, rhizomii (odden-
kit) a nadzemni listovou biomasu. * zna¢i statisticky vyznamny rozdil oproti kontrole na hladiné
p<0,05; (*) znati statisticky vyznamny rozdil oproti kontrole na hlading p<0,08; znaménka statis-
tické vyznamnosti jsou zobrazena v rostlinném pletivu, k némuz se vztahuji, pfipadné nad sloup-
cem, pokud jde o celkovou biomasu. Kmeny vybrané do inokulagni smési (MR 72, odpovidajici
CCM 8705; MR75 odpovidajici CCM 8704 a MR 67 odpovidajici CCM 8703) jsou oznaceny
rameckem.
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Obr. 2. Smésny preparét endofytnich hub CCM 8703, CCM 8705 a CCM 8704 imobilizovany na
neutralizované jemné mleté radeling. Bilé Sipky ukazuji svétlé houbové hyfy kolonizujici inertni
raSelinnou matrici. Uvedené méfitko znazorfiuje 0,5 mm.

Obr. 3. Inokulované rostliny ozdobnice Miscanthus x giganteus cv. lllinois v sadebni vané po
nékolika tydnech ristu.

Obr. 4. Spon vysazenych rostlin ozdobnice Miscanthus x giganteus. Ctverec oznatuje experi-
mentélni blok (25 rostlin) o plose 16 m’, prazdnymi krouzky jsou oznaceny rostliny, jejichz nad-
zemni biomasa byla na konci vegetacni sezony zméfena a sklizena.

Obr. 5. Vliv inokulace ozdobnice Miscanthus x giganteus smési endofytnich hub CCM 8703,
CCM 8705 a CCM 8704 na jeji prezivani a rist na nekontaminované pidé (StiteZ) po prvni se-
z6né€. Hodnoty inokulované varianty (F) jsou vztaZeny vici kontrole (C) a uvedeny jako pramér v
% + SEM. * statisticky vyznamny rozdil proti kontrole na hlading p<0,05. Absolutni primérné
hodnoty pro kontrolni rostliny ¢inily 80 % (pfezivani), 80,5 cm (vyska) a 34,1 g (hmotnost susiny
nadzemni biomasy).

Obr. 6. Vliv inokulace ozdobnice Miscanthus x giganteus smési endofytnich hub CCM 8703,
CCM 8705 a CCM 8704 na jeji piezivani a rist na plose kontaminované rizikovymi prvky (Nové
Podlesi) po prvni sezon€. Hodnoty inokulované varianty (F) jsou vztazeny vigi kontrole (C) a
uvedeny jako primér v % + SEM. * statisticky vyznamny rozdil proti kontrole na hladiné p<0,05.
Absolutni primérné hodnoty pro kontrolni rostliny ¢inily 78 % (ptezivani), 31,3 cm (vyska) a 0,9
g (hmotnost susiny nadzemni biomasy).

Priklady uskuteénéni vynalezu

Ptiklad I: Izolace endofytnich hub z ozdobnice

Izolace endofytnich hub byla provedena na pocatku zati 2013 s pomoci modifikované "dilution—
to—extinction" metody dle Unterseher & Schnittler (2009) a to z listii a kofenti ozdobnice obrov-
ské Miscanthus x giganteus rostouci na Zivinové chudé lokalité v Bezdékové (pidni parametry
PH 5,7; Corganicky 0,6 %; N 0,16 %; vyménné koncentrace Zivin: P 47 mg/kg, Ca 1129 mg/kg, Mg
120 mg/kg, K 154 mg/kg). Listy a kofeny ozdobnice byly omyty kohoutkovou vodou, povrchové
sterilizovany (5 % NaOCl odpovidajici 2,2 % aktivniho chloru), sterilizovany rostlinny material
poté homogenizovan (Ultra—Turrax IKA-T10, stupefi 6, | min) ve sterilnim 0,01M MgSO,, zie-
dén a nanesen na 96—jamkové mikrotitraéni desticky s agarovym médiem. Agarové médium bylo
dvou typl, Zivinové chudé SNA a Zivinové bohaté MEA (2% sladovy extrakt, 0,2% masovy pep-
ton). Do médii byla pfidéna antibiotika tetracyklin (100 mg/L), streptomycin sulfat (80 mg/L) a
penicilin (60 mg/L), aby byl potlacen rist baktérii. Vyrostlé kolonie hub byly pieneseny na Petri-
ho misky s SNA a MEA médiem a na téchto médiich charakterizovany dle morfologickych krité-
rii (barva, vzhled, densita mycelia, velikost kolonie, dal$i charakteristické rysy, pfitomnost
vzduSného mycelia, sporulace). Celkem bylo ziskano 121 endofytnich kmen, z toho 110 z kote-
nii a 11 z listd. Podle morfologickych kritérii byly roztazeny do tzv. morfoskupin a vybrani za-
stupci morfoskupin molekularng identifikovani na zaklad& sekvence ITS (rDNA). Sekvenovani
byli vzdy 2 zastupci morfoskupiny a v ptipadg, Ze se molekularni identita zastupcl neshodovala,
byli nasledné sekvenovani vsichni zastupci dané morfoskupiny. Nejéast&jsim endofytem s 34
izolovanymi kmeny byla houba Fusarium oxysporum (¥ad Hypocreales), nasledovana izolaty
rodd Periconia (fad Pleosporales), Exophiala (¥ad Chaetothyriales), Microdochium (tad Am-
phisphaeriales) a Leptodontidium (tad Helotiales). Mezi houby vyskytujici se s nizkou frekvenci
nalezely izolaty rodi Aureobasidium, Alternaria, Ceratocystis, Leptospora a Mollisia a dalsi,
veetn€ rodi u nichz jsou znami zastupci s patogennimi vlastnostmi Jako Botrytis, Leptosphaeru-
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lina a Peltaster. Patogeny byly s vyjimkou jednoho izolatu r. Fusarium z dalSich testd vylouCeny.
Pro testy v kvétina¢ovém experimentu bylo vybrano 1 az 5 zastupci kazdé skupiny.

Priklad 2: Pilotni kvétinadovy test pro vybér vhodnych kmenii endofytnich hub

Vliv vybranych kment endofytnich hub na riist ozdobnice jsme testovali v kvétinaCovém expe-
rimentu, na jehoz zakladé byly nasledn& vybrany houby pro smésny inokulaéni preparat. Testo-
vano bylo 35 kmenii houbovych endofytii. Experiment byl proveden v Zivinové chudém y-
zafenim sterilizovaném substratu (pisek:piida:zeolit 60:30:10 [objemové podily]; celkovy N
0,09 %; vyménny P [Mehlich II1] 46 mg/kg; pH 7,5). Vysledek experimentuje na Obr. 1. Do
smési byly vybrany tfi taxonomicky odlisné houby ve stejném hmotnostnim poméru, jak bylo
uvedeno diive, a sice Verticillium leptobactrum Gams kmen MR67 (CCM 8703), Exophiala sp.
kmen MR72 (CCM 8705) a Halenosporal Zalerion sp. kmen MR75 (CCM 8704), jejichz u€inek
na produkci biomasy (celkové biomasy, nebo daného rostlinného pletiva) byl signifikantni nebo
se signifikanci blizil.

Identita kmenu CCM 8704, ktery byl mezi endofyty nejsiln&ji podporujicimi rist ozdobnice, se
ukézala byt komplikovana. ITS sekvence vykazala 99% podobnost k izolatu Halenospora sp.,
ktery byl izolovan z kotend borovice (Stenstrom a kol. 2013), ovsem téméf identické environ-
mentéalni sekvence izolované z korenii kukufice byly popsany jako "nekultivovany Zalerion”
(Moll a kol. 2016). Halenospora patii mezi Leotiomycetes (Helotiales) a neni s houbami rodu
Zalerion pribuzna, protoze ty se fadi mezi Sordariomycetes (Lulworthiales). Jak ukazal Bills a
kol. (1999), vétsina izolatt popsanych jako Zalerion nejsou s touto skupinou piibuzné, ale vyka-
zuji piibuznost k Leotiomycetes. Autofi navrhli uzsi definici rodu Zalerion, ktery by zahrnoval
pouze druh Zalerion maritima. S ohledem na skutecnost, ze ITS sekvence druhu Zalerion mari-
tima nevykazuji blizsi podobnost k nasemu kmenu CCM 8704, povazujeme nas kmen spise nale-
zejici k r. Halenospora, ale uvadime i alternativni fazeni k r. Zalerion, abychom vyjadfili jeho
souéasny nevyjasnény taxonomicky status.

Ptiklad 3: Inokulum imobilizované na neutralizované jemné mleté raSelin¢

Smésny preparat endofytnich hub CCM 8703, CCM 8705 a CCM 8704 dle Piikladu 1 imobilizo-
vany na neutralizované jemn& mleté rageliné je znazornén na Obr. 2. Imobilizace byla provedena
tak, 7e homogenizovana mycelialni suspenze byla spolu s Zivinovym roztokem za sterilnich
podminek smiSena s inertni matrici, v tomto ptipadé jemné mletou neutralizovanou raselinou v
poméru | litr nosice : 70 g mycelia : 70 ml Zivinového roztoku a tato smés zatavena neprodysné v
silnosténném plastovém obalu az do pouziti a skladovana v temnu a chladu (pfi teploté od 4 do
10 °C). Zivinovym roztokem byla sterilni suspenze bramborového tésta o hustoté 15 g/l. Jako
inertni matrici lze pouzit i jiny material, vyhodné ze skupiny diatomit, kaolinit, bentonit, apatit,
zeolit, perlit, piliny a jejich smési.

Priklad 4: Podpora riistu ozdobnice na nekontaminovaném Zivinové chudém stanovisti

Maloparcelovy pokus byl proveden v katastru obce Dolni Kralovice [629332]/Stitez (parcela €.
434/3) na plode trvalého travniho porostu. Zméfené pldni parametry v profilu 0 az 30 cm byly
nasledujici: celkovy N 0,2 %; organicky C 1,2 %; vyménny P [Mehlich 111] 49 az 246 mg/kg;
vyménny K [Mehlich I1I] 170 az 342 mg/kg; pH 6,6. Pfiprava plochy spotivala v celoplo$né
aplikaci systémového herbicidu Round-up na bazi glyfosat ve dvou opakovanich v dob€ nastu-
pu vegetace. Nasledné byla provedena hluboka orba spoleéné s uvlacenim a urovnanim pozemku
prostrednictvim b&zné zem&delské techniky. Sazenice Miscanthus x giganteus cv. Mllinois z ex-
plantatovych kultur mnoZzenych in vitro byly zakoupeny od firmy VitroGen Sp. j. (Bydgoszcz,
Polsko). Inokulace byla provedena vzapéti po dodani sazenic ozdobnice (cca 8 az 15 cm rostliny)
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s pomoci smési endofytnich hub podle predkladaného vynélezu. Jednotlivé kmeny hub CCM
8703, CCM 8705 a CCM 8704 byly napéstovany samostatné a to v tekuté submerzni kultuie na
standardnim ME (malt extrakt) médiu (po dobu 2 az 3 tydnd). Mycélium vlaknitych hub bylo
prefiltrovano ptes vhodné sterilni sito, zvazeno a pfevedeno do sterilniho 0,1M MgSO; spolu se
sterilnf Cepeli a magnetickym michadlem. Poté bylo mycelium dezintegrovano na magnetické
micha¢ce (cca 30 min) s cilem vytvofit homogenni mycelialni suspenzi. Ve vhodné nafedéné
mycelialni suspenzi o hustoté 15 g/L byl kofenovy systém sazenic ozdobnice méaéen po dobu 1
hod. Zbytek mycelialni suspenze byl aplikovan na kofeny vysazovanych rostlin a sadebni sub-
strat do vzdalenosti 10 cm od kofeni vysazovanych sazenic. Protoze v tomto konkrétnim piipadé
houby CCM 8705 a CCM 8704 nerostly dostate¢né rychle a nenaprodukovaly dostate¢né mnoz-
stvi biomasy, byla inokulace provedena nejprve houbou CCM 8703 a zbylé dvé houby byly apli-
kovany o dva tydny pozd€ji na odkryty kofenovy systém vysazenych rostlin. Sazenice byly po
inokulaci ptesazeny do vanovych sadbovaci (viz Obr. 3). Pouzit byl Zivinové chudsi substratovy
mix na bazi neutralizované raseliny (raselina:pisek:zeolit v objemovych pomérech 6:3:1). Rostli-
ny byly pfedpéstovany ve skleniku po dobu cca 6 tydni pfed vlastni vysadbou na modelovou
plochu. Béhem této faze byly rostliny 1x ptihnojeny lignohumatovym listovym hnojivem (cca
6 %) v davce dle doporuceni vyrobce.

Presazeni rostlin na modelovou plochu probéhla cca 6 tydnd po inokulaci. Pied vysadbou byly
rostliny ponechany 3 dny mimo sklenik, aby doslo k jejich otuzeni. Rostliny byly na modelovou
plochu vysazovany v blocich tak, aby doslo k eliminaci heterogenity stanovisté a byla mozna
statisticka analyza preZivani a ristovych parametrd. Spon &inil na vech plochach 0,8 x 0.8 m a
kazdy blok sestaval z 25 rostlin (viz Obr. 4). Vysadba probihala ru¢né s pomoci vodicich $fiiir, na
kterych byl vyznacen spon rostlin. Kazd4 z experimentalnich variant (kontrolni a inokulovana)
byla realizovana ve 4 blocich.

Vzapéti po vysadbé byla provedena uméla zavlaha v davce odpovidajici piiblizné 9 mm srazek.
Kvili enormnimu obdobi sucha v r. 2015 byla zévlaha dvakrat opakovéna a to v poloving &er-
vence a v srpnu. Kromé zavlahy probihaly také odplevelovaci prace. Odpleveleni bylo provedeno
vyZinanim (2 zasahy za sez6énu).

Meéfeni mortality a biometrickych parametrii spolu se sklizni nadzemni biomasy probéhlo v zafi,
na konci prvni vegetacni sezony (cca po 5 mésicich riistu). Z vysledki na Obr. 5 a v Tabulce 2 je
patmé, Ze aplikace smési endofytnich hub signifikantn& zvysila produkci nadzemni biomasy (cca
0 40 %), ale neovlivnila maximélni dosazenou vy$ku a prezivani rostlin. PfeZivani kontrolnich
rostlin ¢inilo 80 %, dosazena vyska 81 cm a vynos biomasy 34 g susiny/vysazenou sazenici.

Ptiklad 5: Podpora riistu ozdobnice na stanovisti kontaminovaném tézkymi kovy

Druhy maloparcelovy pokus byl proveden na plose kontaminované rizikovymi prvky v katastru
obce Podlesi nad Litavkou [723886] (parcela &. 1161/2). Podobné Jako v Piikladu 4 byla plocha
pied konverzi na modelovou plantaz udrzovéana jako trvaly travni porost. Zmé&fené plidni parame-
try v profilu 0 az 50 cm jsou uvedeny v Tabulce 1. Pfiprava plochy, houbového inokula a sazenic
ozdobnice byla totozna s procedurami uvedenymi v P¥ikladu 4.

Tabulka 1. Pidni charakteristiky kontaminované plochy v Podlesi. Uvedeny jsou vyménné (Meh-
lich I) i celkové koncentrace prvki (mg/kg).

N Cox |pH |pH |P K Zn Cd Pb
[%] | [%] | HO | KCl | vym. | cefk, | v¥m. | celk. | VIM. | celk. | V¥M. | celk. | v¥m. celk.

0,18 | 1,16 |59 |53 1337 [124,8 (83,2 [149,8|21,7 [ 69,7 |22 3,7 |520,3]1054,2
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Analogicky s Piikladem 4 prob&hlo méfeni mortality a biometrickych parametri spolu se sklizni
nadzemni biomasy v zéfi, tj. piiblizné po 5 mésicich ristu. Z vysledkii zndzornénych na Obr. 6 a
Tabulky 2 je ziejmé, 7e aplikace smési endofytnich hub signifikantn¢ zvysila produkci nadzemni
biomasy (témé&f na dvojnasobek biomasy kontrolnich rostlin), ale neovlivnila maximalni dosaze-
nou vysku a prezivani rostlin. Z absolutnich hodnot (v kontrolni variant¢ Slo pfiblizn¢ o 1 gram
su$iny/vysazovanou sazenici) je nicméné zfejmy velmi maly pfirst rostlin. Priklad 4 tak doklada
piiznivé plisobeni smési hub na ozdobnici vystavenou abiotickému stresu v podobé kontaminace
rizikovych prvki, nikoli perspektivnost péstovani této energetické plodiny na daném typu stano-
vi§té za srovnatelnych pidné-klimatickych podminek.

Tabulka 2: Vliv inokulace ozdobnice Miscanthus x giganteus smési endofytnich hub CCM 8703,
CCM 8705 a CCM 8704 na jeji prezivani a riist na nekontaminované (Stfitez, Piklad 4) a kon-
taminované (Nové Podlesi, P¥iklad 5) piidé po prvni sezéng. Hodnoty inokulované varianty (F)
jsou vztazeny vii¢i kontrole (C) a uvedeny jako primér v % + SEM. * statisticky vyznamny roz-
dil proti kontrole na hladin€ p<0,05.

Lokalita Varianta | pfeZivani | vySka nadzemni biomasa
Sttitez C 100,0£0,0 | 100,0+3,2 | 100,0+8,4

F 108,0£9,0 | 103,8+2,7 | 142,5+16,3*
Nové Podlesi | C 100,0£0,0 | 100,0+4,6 | 100,0+£12,7

F 92,9+20,6 | 109,5+5,5 | 198,4+24,7*

Primyslova vyuzitelnost

Smés endofytnich hub pro zvySeni produkce biomasy obsahujici kmeny Verticillium lepto-
bactrum Gams kmen MR67, Exophiala sp. kmen MR72 a Halenospora/Zalerion sp. kmen MR75
zvySuje vynos biomasy hostitelské rostliny na zivinové chudsi i tézkymi kovy zatizené lokalité a
dava tak piedpoklad dobrému prezimovani a ristu rostlin v nasledujicim obdobi. Ptedpokladany
sektor vyuziti je péstovani rychle rostoucich trav, zejména pak ozdobnice r. Miscanthus, pro
energetické gely. Pouziti smési nezatézuje Zivotni prostredi cizorodymi latkami a vybrané kme-
ny hub jsou nativni v CR.
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PATENTOVE NAROKY

1. Smés endofytnich hub pro zvyseni produkce biomasy hostitelskych rostlin, vyzna&u-
jici se tim, Ze obsahuje kmeny Verticillium leptobactrum Gams CCM 8703, Exophiala sp.
CCM 8705 a Halenospora/Zalerion sp. CCM 8704.

2. Smé&s podle néroku 1, vyznacujici se tim, e kmeny Verticillium leptobactrum
Gams CCM 8703, Exophiala sp. CCM 8705 a Halenospora/Zalerion sp. CCM 8704 jsou zastou-
peny ve stejném hmotnostnim poméru.

3. Zpisob pfipravy smési endofytnich hub pro zvyseni produkce biomasy podle naroku 1 nebo
2, vyznacCujici se tim, Ze obsahuje nasledujici kroky:

a) jednotlivé kmeny Verticillium leptobactrum Gams CCM 8703, Exophiala sp. CCM 8705 a
Halenospora/Zalerion sp. CCM 8704 se péstuji oddélené na ristovém médiu v submerzni kultuie
do dosazeni pozadovaného mnoZstvi mycelia jednotlivych kultur;

b) néasledné se z jednotlivych kolonii kment hub odstrani ristové médium, s vyhodou filtraci za
sterilnich podminek;

¢) vlaknita mycelia jednotlivych submerznich kultur se smichaji, s vyhodou ve stejném hmot-
nostnim pomeru;

d) vysledna smés se nasledné resuspenduje, s vyhodou v roztoku MgSO,, Ringerové roztoku
a/nebo fyziologickém roztoku, nejvyhodngji v roztoku MgSOy, a desintegruje po dobu alespoii 30
minut za vzniku homogenni mycelialni suspenze smési endofytnich hub.

4. Zpisob podle naroku 3, vyznaéujici se tim, Ze se vysledna smés z kroku d) poté
nafedi na vyslednou hustotu suspenze v rozmezi od 1 do 100 g mycelia/L.

3. Zpusob podle naroku 3, vyznaéujici se tim, ze se po kroku d) desintegrovana
mycelialni suspenze z kroku d) spolu s Zivinovym roztokem za sterilnich podminek smisi s inert-
ni matrici a tato smés se neprodys$né zatavi v silnosténném plastovém obalu a skladuje v temnu a
chladu az do jejiho dalsiho pouziti.

6.  Pouziti sméesi podle naroku 1 nebo 2 pro podporu produkce biomasy hostitelské rostliny.

7. Zpusob podpory ristu a produkce biomasy hostitelské rostliny s vyuZitim smési podle naro-
ku 1 nebo 2, zejména ve form& mycelialni suspenze, vyzna&ujici se tim, Je obsahuje
nasledujici kroky:

a) kofenovy systém hostitelské rostliny se namo¢i do mycelialni suspenze smési endofytnich hub
obsahujici kmeny Verticillium leptobactrum Gams CCM 8703, Exophiala sp. CCM 8705 a Hale-
nospora/Zalerion sp. CCM 8704 na dobu 1 az 2 hodin, pii¢emz mnozstvi mycelidlni suspenze pfi
hustot¢ v rozmezi od 1 do 100 g mycelia/litr, potfebné na inokulaci 1 tisice explantatovych rost-
lin, je v rozmezi 0,5 az 100 litrG;

b) nasledné se hostitelska rostlina vsadi do péstebniho substratu, poptipad¢ se mycelidlni sus-
penze aplikuje do substrétu sazenice hostitelské rostliny v mnozstvi 0,5 az 50 ml/sazenici, a saze-
nice se ponecha rist po dobu 4 a7 8 tydnii ve skleniku;

¢) poté se hostitelské rostliny otuzi po dobu 3 a7 7 dni ve venkovnich podminkach a piesadi se ze
skleniku na kone¢né stanoviste.

8.  Zpisob podpory ristu a produkce biomasy hostitelské rostliny s vyuzitim smési podle naro-
ku I nebo 2, zejména ve form& imobilizované na inertni matrici, v yznacujici se tim,
Ze obsahuje nasledujici kroky:
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a) na vlhky kofenovy systém hostitelské rostliny se aplikuje smés endofytnich hub pro zvySeni
produkce biomasy, obsahujici kmeny Verticillium leptobactrum Gams CCM 8703, Exophiala sp.
CCM 8705 a Halenospora/Zalerion sp. CCM 8704, imobilizovana na inertni matrici, s vyhodou
o hustoté 1 az 200 g/litr matrice, piiéemz mnoZstvi inertni matrice potfebné na inokulaci 1 tisice
explantatovych rostlin je v rozmezi 0,5 az 100 litrd;

b) nasledné se hostitelska rostlina s pfitisknutou inertni matrici vsadi do péstebniho substratu,
popfipadé se inertni matrice obsahujici imobilizovanou smés endofytnich hub podle vynalezu
aplikuje do substratu sazenice hostitelské rostliny, a sazenice se ponecha riist po dobu 4 az 8 tyd-
nt ve skleniku;

¢) poté se hostitelské rostliny otuzi po dobu 3 az 7 dni ve venkovnich podminkach a pfesadi se ze
skleniku na konecné stanoviste.

9. Pouziti podle naroku 6 a/nebo zpiisob podle naroku 7 nebo 8, kde hostitelskou rostlinou je
rostlina z &eledi lipnicovitych, s vyhodou je hostitelskou rostlinou ozdobnice r. Miscanthus, nej-
vyhodnéji ozdobnice obrovska Miscanthus x giganteus.

3 vykresy

-10 -
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