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The paper presents results from testing the biological efficiency of antagonistic
micro fungi Trichoderma sp. and Pythium oligandrum Drechsler from 2005 through
2008. The growth speed in vitro differed among Trichoderma isolates. Sporulation
depended on isolates. Age of isolates and temperature had an effect on speed growth
and sporulation. Mycelium growth of pathogens in cultures was twice slower than
Trichoderma. We found a tolerance of Trichoderma to fungicides Dithane M 45
and Pomarsol Forte. Biopreparation had a positive effect on health condition of oak
seedlings. There were similar results obtained from applying commercial preparations
Supresivit and Polyversum as well as from the field isolated Trichoderma strains
cultivated at the Chemical institute SAV Bratislava.
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Praca uvddza ziskané poznatky pri testovani biologickej G¢innosti biopreparatov na
baze kmeniov Trichoderma sp., Pythium oligandrum Drechsler v rokoch 2006 — 2008.
V laboratérnych pokusoch testované izolaty Trichoderma sp. vykazovali na Zivnych
pddach rozdielny rast. Sporuldcia zdvisela od jednotlivého kmeia, najintenzivne;jsi rast
sa potvrdil pri &erstvych izoldtoch. Teplota, ani dizka svetelnej periddy, vyraznejsie
neovplyvnila rychlost rastu hyf mycélia hib rodu Trichoderma. Rast vegetativnych
orgdnov patogénov v ¢istych kultirach bol v porovnani s Trichoderma sp. v priemere
2-krat pomalsi. Zistila sa urcitd tolerancia hib rodu Zrichoderma voci fungicidnym
pripravkom Dithane M 45 a Pomarsol Forte. Ziskané vysledky pri aplikécii biopreparatov
na ochranu sadbového materidlu poukazuji na pozitivny vplyv testovanych biopreparatov
na zdravotny a kondi¢ny stav semendcikov duba v porovnani s kontrolou. Dobré
vysledky sa dosiahli nielen s komerénymi pripravkami Supresivit, Polyversum, ale aj
s testovanymi kmenimi poskytnutymi Chemickym tstavom SAV v Bratislave.

Kracové slova: biologické metddy, Trichoderma sp., Phythium oligandrum,
zdravotny stav, lesné Skolky
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1. Uvod a problematika

Biologické met6dy ochrany rastlin predstavuji nasadenie a cielend podporu zivych
organizmov proti patogénom a Skodcom. V stic¢asnom obdobf su najviac rozpracované
spdsoby biologického boja proti Skodcom. V obdobi poslednych desatroci sa venuje
zvySend pozornost biologickej ochrane proti pdvodcom ochoreni rastlin. Intenzivne sa
vyuZzitim biologickych metdd zaoberd najmé vyskum v oblasti polnohospodarstva.

V boji proti hubovym ochoreniam, najmé v lesnych Skolkach, sa pouZiva Siroké
spektrum chemickych fungicidnych pripravkov. Priemernd ro¢nd spotreba fungicidnych
pripravkov v lesnom hospodarstve dosahuje v poslednych rokoch priblizne 3 tisic
kilogramov. V priebehu dlhodobého pouZzivania fungicidnych pripravkov dochddza
k vyselektovaniu rezistentnych kmenov hubovych patogénov, voci ktorym sa fungi-
cidne pripravky stdvaji malo ucinné. Naviac tieto pesticidne pripravky zanechdvaji
v pode skodlivé rezidua cudzorodych latok, ktoré znacne redukuji pddne symbiotické
vztahy, na ktorych sa zicastiiujd najmi mykorizne huby.

Sti¢asnd ochrana rastlin hladd nové cesty uplatiiovania obrannych opatreni zame-
ranych na elimindciu pdsobenia hubovych patogénov, najmi vo vztahu k vyuZivaniu
prirode blizkych produktov. Ide pritom o dlhodoby zaujem zdokonalovat biologické
metddy ochrany. Stcasna veda pozna desiatky prikladov antagonisticky a hypoviru-
lentne posobiacich kmefiov hiib, ktoré maju inhibiéné a fungistatické G¢inky. Stidium
a vyuZivanie takto pdsobiacich mikroorganizmov sa v sic¢asnom obdobi javi ako
velmi perspektivne z hladiska ekologizdcie metdd boja proti skodlivym mikroorga-
nizmom.

Huby z rodu Trichoderma su vo svete jednou z najviac vyuzivanych skupin, ktora
sa pouziva na biologickd ochranu najmé polnohospodarskych plodin.

So zéastupcami z rodu Trichoderma sa mdzeme stretnif na lesnych pddach, najmé
v humusovych vrstvach, ako aj na polnohospodarskych podach (CHET 1987, WERNER
1993). Druhy z tohto rodu st taktieZ popisované aj na Zivych rastlinich a si bez-
prostredne zviazané aj s drevom stromov. Velmi Casto sa vyskytuji vo vyrezoch zo
stromov, pri¢om ich dloha v Zivych stromoch nie je celkom jasni. Velmi ¢asto dochadza
aj k tomu, Ze sa vyskytuju v pletivach sicasne s hubami rodu Ophiostoma, pricom
pri ich spolo¢nom raste nebol pozorovany Ziadny antagonizmus (LEonTovy¢ 2000).
V laboratérnych pokusoch vSak takyto antagonizmus bol zisteny a to pri pouZiti bio-
prepardtu Supresivit. V tomto pripravku je u¢innym agens kmer druhu 7richoderma
harzianum Rifai, ktory totdlne likviduje kultdru Ophiostoma spp. po 6 — 8 diloch po
naocCkovani (FASSATIOVA et al. 1993).

O moZnostiach vyuZzitia hib z rodu Trichoderma na biologicku ochranu voci §i-
rokému spektru fytopatogénnych organizmov pojedndva mnoho autorov (PApPavizas
1985, VELDEMAN 1993, SAMUELS 1996).

NajcastejSie sa na biologickti ochranu vyuzivaji druhy Trichoderma harzianum a T.
viridae Pers. (SAMUELs 1996). Prave T. harzianum v kombin4cii s inymi druhmi rodu
Trichoderma sa vyuZiva na biologickd ochranu proti niekolkym ochoreniam, napr.
proti hubadm rodov Rhizoctonia, Sclerotinia, Pythium spdsobujicich padanie rdznych
polnohospodarskych plodin (KoMMEDAHL ef al. 1981, ELAD et al. 1995).
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Druhy Pythium sp. su vSeobecne rozsirené pddne huby, ktoré primarne kolonizuju
zvysky rastlin. K svojej vyZive vyuZivaju predovSetkym jednoduché cukry a iné orga-
nické latky, ktoré Cerpaji zo zvyskov rastlin v pdde. Patri sem niekolko parazitov rastlin
napr. P. oligadrum (DeaconN 1976, VESELY 1997). Uvedeni autori podrobne Studovali
biolégiu pomocou ochorenia a moznosti ochrany. Zistili, ze Pythium oligandrum
Drechsler méa vynikajiice antagonistické vlastnosti, ktoré sa daji vyuzif v ochrane
rastlin, pritom parazituje aj na viacerych druhoch rodu Pythium.

V podmienkach lesného hospodarstva na Slovensku doposial k intenzivnejSiemu
vyuzivaniu antagonistickych hiib z rodu 7richoderma nedoslo. V sic¢asnom decéniu
boli na slovenskom trhu registrované dva pripravky na baze vzdusnych spdr hib rodu
Trichoderma a to Trichodex a Trichomil, avSak len pre polnohospodarske plodiny.
Z tohto hladiska predstavuje testovanie antagonistickych hub rodu Trichoderma voci
hospodérsky najvyznamnejSim povodcom ochoreni v lesnom hospodérstve vyznamny
prinos.

Cielom prace bolo zhodnotenie biologickej t¢innosti antagonistickych hib rodov
Trichoderma a Pythium a overenie moZnosti ich vyuZitia v boji proti fytopatogénnym
organizmom v lesnej prevadzke.

2. Material a metody

Testovanie biologickej uc¢innosti biopreparatov na rast a vyvoj hib podmienujicich ochorenia sa

vykondvalo v laboratérnych podmienkach na zivnych pddach. Na testovanie sa pouzivali ¢isté kultiry

jednotlivych bioagens. Nakol'ko sa ndm nepodarilo zabezpecit Cisté kultiry komer¢ne vyrdbaného bio-

preparatu Polyversum (Pythium oligandrum), testovanie sa vykondvalo na kmetioch huby Trichoderma
(tab. 1).

Tabulka 1. Pouzité kmene Trichoderma sp. testované v laboratérnych podmienkach
Table 1. Trichoderma strains tested in vitro

Por. ¢islo V Biopreparat 2 Povod ¥
1 Trichoderma harzianum FYTOVITA, s. . o.
2 16-11 SAV Chemicky tstav, SAV Bratislava
3 12-SAV Chemicky tstav, SAV Bratislava
4 Trichoderma sp. Cifare, dub, bel. drevo

No., ¥Biopreparation, 3 Origin

K in vitro pokusom sa pouZila metdda podvojnych kultdr, pri ktorej sa testované skupiny (patogén +
ucinny kmen antagonistu), naockovali proti sebe na Petriho misky. Ako médium sa pouZila 2 % agarovd
poda (MEA 2) obsahujuica pivovarnicku sladinu 800 ml, glukézu 1,5 g, agar 19,0 g, H,O do 1 000 ml.

Testované huby sa pestovali samostatne na MEA 2 pdde s upravenym pH 5 — 6. Po 10 — 14 diloch
boli prenesené za sterilnych podmienok v aseptickom boxe, na Zivnd pddu, kde sa ukladali dvojice ino-
kula¢nych kociek o priemere 5 x 5 mm, pricom na jednej kocke boli pdvodcovia ochoreni (Ophiostoma
sp., Graphium sp., Fusarium sp. Botrytis cinerea, Armillaria sp., Nectria galligena, Phomopsis sp.) a na
druhej bol d¢inny kmen antagonistu (7richoderma sp.). Dvojice inokula¢nych kociek sa ukladali vZdy
ku okrajom Petriho misiek, navzdjom proti sebe.
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Nasledne sa podvojné kultdry kultivovali v klimatizacnom boxe (WTB Binder) pri teplote +20 az
+25 °C. V priebehu kultivécie sa kazdych 24 hodin zaznamendvala rychlost rastu hyf mycélia a tvorba
inhibi¢nych zén. Rychlosf rastu sa merala pomocou posuvného mikrometra.

Zatcelom overenia tolerancie biopreparatov voci posobeniu fungicidnych latok sa vykonali laborator-
ne testy ucinnosti fungicidov voci ¢istym kultdram patogénnych hib a antagonistickej huby Trichoderma
sp. Testovanie sa robilo na Zivnej pdde (MEA 2). Z filtra¢ného papiera sa vystrihol krizok s priemerom
1 cm, vysterilizoval sa a namocil do namieSaného fungicidneho roztoku. Nésledne sa 3 rdzne fungicidne
krizky poukladali na povrch Zivnej pody a 4. krizok namoceny v destilovanej vode pre kontrolu. Do
stredu Petriho misky sa polozilo o¢ko patogénnej, resp. antagonistickej huby. Vzdialenost fungicidnych
krizkov od testovanej huby bola 1,5 cm. V priebehu nasledujicich dnf sa sledovala rychlost rastu hyf
mycélia smerom k fungicidnym krizkom a ku kontrolnému krizku. Vyhodnocovalo sa po 72 hodindch
kultivécie pri teplote +24 °C. Testovalo sa 10 fungicidov (tab. 2), a 8 druhov hab (Graphium sp., Botry-
tis cinerea, Fusarium sp., Nectria galligena, Phomopsis sp., Ophiostoma sp., Armillaria sp.) a 1 kmen
antagonistickej huby Trichoderma sp.

Tabulka 2. Charakteristika fungicidov vybranych pre pokusy s patogénnymi hubami a anta-
gonistickou hubou Trichoderma sp.
Table 2. Description of fungicides selected for cultivation test of fungal pathogens and anta-
gonistic strains of Trichoderma sp.

Por. ¢islo? Nazov fungicidu? Utinn latka® Koncentracia¥
1 Aliette 80 WP osetyl-Al 0,3 %
2 Amistar azoxystrobin 0,1 %
3 Bumper Super prochloraz, propiconazole 0,1 %
4 Dithane M 45 mancozeb 0,3 %
5 Fundazol 50 WP benomyl 0,1 %
6 Merpan 80 WDG captan 0,2 %
7 Pomarsol Forte thiram 0,3 %
8 Previcur 607 SL propamocarb 0,15 %
9 Sulka 80 WP sira 0,5 %
10 Switch 62,5 WG cyprodinil, fludioxonil 0,1 %

DNo., ?Name of fungicide, 9Active ingredient, ¥Concentration

Testovanie biologickej ti¢innosti bioprepardtov sa v terénnych podmienkach vykondvalo v §kolkar-
skom stredisku Cermogna. Stredisko sa nachddza v blizkosti Roziiavy (310m n. m.). Pokusy sa vyko-
ndvali v priebehu rokov 2006 aZ 2008 na semendcikoch duba letného. Testovala sa biologicka dcinnost
pripravkov Supresivit, Polyversum a dvoch vodnych suspenzii vybranych kmenlov Trichoderma sp. 1-2
a [-611, ktoré poskytol Biochemicky tstav SAV Bratislava. V priebehu pokusov sa testoval vplyv uvede-
nych bioagens na zdravotny a kondi¢ny stav semendcikov duba v polyetylénovom kryte, v podmienkach
JIFFY technoldgie. SibeZne bol zaloZeny pokus aj na volnych zdhonoch, kde boli semendciky umelo
infikované hubami rodov Ophiostoma a Fusarium. Vysevy semien sa uskutocnili zaciatkom mdja, po
72 hodindch od vysevu boli zdhony oSetrené bioprepardtmi. OSetrovanie sa eSte 2-krdt zopakovalo v 2-
-tyzZdiiovych intervaloch. K jednotlivym variantom boli zaloZené aj kontrolné plochy bez oSetrovania.
Vyhodnotenie biologickej i¢innosti, ako aj vplyv na kondi¢ny stav semendcikov sa vykondvalo podla
mortality semenécikov, hriibky koreiiového kréka, dizky hlavného koreiiového systému (len pri voInoko-
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rennych semenalikoch) a dizky nadzemnej asti. Zdroveii sa pocital aj podet vyklicenych semenécikov.
Na aplikdciu boli pouZité bioprepardty: Supresivit (5 g/10 litrov vody, koncentrdcia spér 1,4.101/g),
Polyversum (5 g/10 litrov vody, koncentricia spor 1,107/g), vodny roztok spér kmenia I-2 (40 ml/ 10 litrov
vody, koncentracia spor 4,375.10%/ml) a vodny roztok spér kmena I-61I (40 ml/ 10litrov vody, koncentricia
spor 1,36.108/ml). V polyetylénovom kryte bolo oSetrenych kazdym pripravkom 640 semendcikov, na
zdhonoch sa oSetrovali plochy o vymere 14 m2.

V rokoch 2006 — 2008 prebehlo testovanie biologickej tc¢innosti vybranych kmeniov Trichoderma
sp. 12 a I6-1I proti patogénnym hubdm a zdroveni ich vplyv na rastové vlastnosti semendcikov duba.
Testovanie prebehlo v lesnej Skdlke Jovice (okres RoZiava). Vysevy semien sa vykonali zaCiatkom mdja,
zaroven kratko po vyseve boli zahony oSetrené roztokom so spérami testovanymi kmenmi 7richoderma
sp. Aplikovand koncentracia spor kmena 12 a 16-II bola 40ml spérovej suspenzie na 10 litrov vody.
Osetrovanie sa dvakrdt po 2 tyzdiloch zopakovalo. Vyhodnotenie sa uskutocnilo na konci vegetacnej
sez6ny. K jednotlivym variantom boli zaloZené aj kontrolné plochy bez oSetrovania.

Vplyv testovanych bioprepardtov na mortalitu a rastové parametre sadenic sa analyzoval pomocou
regresnej analyzy, analyzou variancie. Statistickd vyznamnost jednotlivych veliin sa testovala na hladine
vyznamnosti P < 0,05 (Tuckey test). Vyhodnocovali sa znaky: hribka koreiiového kitka, dizka korefa,
vyska sadenice. Zaroven sa pocital pocet vykli¢enych semendcikov na 1 m2. Pocet vykli¢enych semend-
¢ikov bol hodnotiacim kritériom pre zhodnotenie ich napadnutia patogénnymi hubami.

3. Vysledky
3.1. Rast mycélia hib Trichoderma sp.
Rast hyf mycélia jednotlivych kmeiiov hib rodu Trichoderma nebol vo vSetkych
pripadoch rovnomerny. Napriek tomu, Ze Trichoderma sp., je schopnd rast v extrém-
nych teplotach aj pri teplotach okolo 3 — 5 stuptiov, najlepsie rastové ukazovatele dosa-
hovala pri teplotach od +20 do +24 °C. NajrychlejSie réstli izol4ty €. 6, 9, 15. Naopak
najlepsia tvorba konidif sa zaznamenala pri kmenioch 16—II SAV a I2 — SAV (tab. 3).
Na zdklade vyssie zistenych skutocnosti najlepsie parametre vykazoval biologicky
prepardt s obsahom konidii Trichoderma sp. z izolatu €. 36 oznafeny ako [2-SAV.
Rychlost rastu nie je najvicsia, avSak ma vel'mi dobru tvorbu konidif a zaroven rast
mycélia nie je inhibovany pdsobenim mycélia patogénov.
Rovnako vhodné boli aj dalSie 2 izolaty a to I6-I1 SAV a 26.
Izolaty I2 a 1611 sa nasledovne vyuZili na testovanie v lesnych Skodlkach v prie-
behu rokoch 2006 az 2008.

3.2.Testovanie biologickej ticinnosti bioprepardtov
v laboratérnych podmienkach
V laboratérnych pokusoch sa hodnotilo niekolko parametrov rastu hyf mycélia
¢istych kultdr hib Trichoderma sp. Vybrali sa 4 kmene hib rodu Trichoderma. Jeden
sa ziskal z Cistej kulttiry producenta, 2 kmene z Chemického ustavu SAV Bratislava
a jeden z izol4cie z belovej Casti dreva. (tab. 4). Biologick4 tc¢innost sa testovala na
podvojnych kultirach s 8 rdznymi kmeiimi patogénnych hib. U&innost Trichoderma
sp. sa overovala podla rychlosti rastu mycélia, tvorba konidii a inhibicie mycélia
v podvojnej kultire s patogénnymi hubami.
Rast hyf mycélia jednotlivych kmetlov hib z rodu Trichoderma nebol vo
vSetkych pripadoch rovnomerny. Napriek tomu, zZe Trichoderma sp., je schopna
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Tabulka 3. Rychlost rastu mycélia Trichoderma sp., tvorba konidii po 3 diloch kultivacie pri
+24 °C a 12 hodinovom svetelnom reZime a tvorba inhibi¢nych zén Trichoderma sp. v podvoj-
nych kultirach s patogénmi

Table 3. Speed of Trichoderma mycelial growth, conidiogenesis after 3 days under 24 °C and
12 hours light regime and creation of inhibition zones of Trichoderma in double cultures with

pathogens

Por. Kmei? Tzolt &9 Rychlost rastu Tvorba Inhibicia mycélia
CisloV [em]® konidii® | Trichoderma sp.9

1 Trichoderma sp. 6 6,2 + +

2 Trichoderma sp. 9 5,2 ++ -

3 Trichoderma sp. 10 2,9 - -

4 Trichoderma sp. 12 3,1 ++ ++

5 Trichoderma sp. 14 0,6 - -

6 Trichoderma sp. 15 5,0 + -

7 Trichoderma sp. 23 2.5 ++ -

8 Trichoderma sp. 26 2,4 +++ -

9 Trichoderma sp. 33 2,7 ++ -

10 16-11 SAV 35 2,6 +++ -

11 12-SAV 36 2,7 +++ -

12 Trichoderma sp. 37 2,6 +++ +

Vysvetlivky — Explanatory notes:

a) — konidie sa netvoria — Conidiogenesis: — no presence of conidia, + slabd tvorba nezrelych bielych
konidii — slight occurrence of white not ripe conidia, ++ slabd tvorba uz zrelych zelenych konidii — slight
occurrence of green ripe conidia, +++ intenzivna tvorba uz zrelych zelenych konidii — strong occurrence
of green ripe conidia; b) sivym podfarbenim st oznacené vhodné izolaty podla jednotlivych kritérii
— grey colour of cells shows selected strains with good quality; c) — bez inhibicie mycélia Trichoderma
sp. — Inhibition: — without inhibition of Trichoderma mycelium, + slabd inhibicia — slight inhibition, ++
stredne silnd inhibicia — moderate inhibition, +++ silnd inhibicia — strong inhibition

DNo, 2Genus, 3Strain, ¥Speed of growth, > Conidiogenesis, 9Inhibition of mycelial growth of Trichoderma
sp.

rast v extrémnych teplotdch aj pri teplotdch okolo 3-5 stupiiov, najlepSie rastové
ukazovatele dosahovala pri teplotdch od +20 do +24 °C. NajrychlejSie rastol izol4t
¢. 15 a 37. Naopak najlepsia tvorba konidii sa zaznamenala pri kmerioch 1611 SAV
a I2 — SAV (tab. 4). Na zdklade vysSie zistenych skuto¢nosti najlepSie parametre
vykazoval biologicky preparat s obsahom konidii Trichoderma sp. z izolétu €. 36
oznaceny ako I2-SAV.

K fungicidom, ktoré boli najucinnejSie proti testovanym hubdm a teda prejavili
(tab. 5). Tieto fungicidy nie s teda vhodné pre pouzitie v kombinécii s biopreparatmi
na baze Trichoderma sp., pretoze velmi tcinne inhibovali aj rast jej mycélia. Na druhe;j
strane, len pri chemickej ochrane su tieto tri fungicidy velmi vhodné k aplikdcidam
a kombindciam, ked’Ze st schopné tc¢inne posobif proti Sirokému spektru patogénov.
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Tabul'ka 4. Rychlost rastu hyf mycélia Trichoderma sp., tvorba konidii po 72 hodinach kultivacie
pri +24 °C, 12 hodinovom svetelnom rezZime a tvorba inhibi¢nych zén bioagens v podvojnych
kultdrach s patogénmi

Table 4. Speed of growth of Trichoderma culture, conidiogenesis after 72 hours in 24 °C
and 12 hours light regime, and inhibition zones formation in double cultures (pathogen and
bioagents)

Por. . L Rychlost rastu Tvorba | Inhibicia hyf mycélia
Cislo? Kmen? Tzoldt €. ' [em]¥ konidii® Trichodei?’ma S};).O

1 T. harzianum 15 6,2 ++ +

2 16-11 SAV 35 2,6 +++ +

3 12-SAV 36 2,7 +++ +

4 Trichoderma sp. 37 3,1 ++ S

Pozndmka — Notes:

Tvorba konidii — Conidiogenesis: + slaba tvorba nezrelych bielych konidif — slight occurrence of white
not ripe conidia, ++ slaba tvorba uz zrelych zelenych konidii — slight occurrence of green ripe conidia,
+++ intenzivna tvorba uz zrelych zelenych konidii — strong occurrence of green ripe conidia.
Inhibicia hyf mycélia Trichoderma sp. — bez inhibicie mycélia — Inhibition: — without inhibition of Tri-
choderma mycelium, + slabd inhibicia — slight inhibition, ++ stredne silnd inhibicia — medium inhibition,
+++ silnd inhibicia — strong inhibition.

DNo., 2Genus, IStrain, ¥Speed of growth, 9 Conidiogenesis, 9Inhibition of pathogen mycelia by Tricho-
derma sp.

Tabulka 5. Vysledky hodnotenia rastu hyf mycélia jednotlivych patogénov a zoznam fungicidov,
ktoré najintenzivnejSie inhibovali rast hyf mycélia jednotlivych hib

Table 5. Results of the assessment of mycelium growth of pathogens and list of fungicides that
inhibited mycelia growth of tested pathogens

. Dizka hyf mycélia v cm? Zoznam najucin-
Povodca® S . T e . .
kontrola bez fungicidov® | priemer z 10 fungicidov® | nejSich fungicidov®
; Switch 62,5 WG
Graphium sp. 2,3 1,14 Fundazol 50 WP
Botrytis cinerea 2,77 2,04 Bumper Super
. Fundazol 50 WP
Fusarium sp. 1,58 1,11 Switch 62,5 WG
Nectria galligena 1,23 1,08 Bumper Super
. Fundazol 50 WP
Ophiostoma sp. 1,21 0.78 Bumper Super
Armillaria sp. 0,5 0,37 Switch 62,5 WG
Bumper Super
. Bumper Super
Phomopsis sp. 2,58 1,14 Switch 62,5 WG
. Bumper Super
Trichoderma sp. 2,27 177 Fundazol 50 WP

DPathogen, ?Length of mycelia colony, ¥ Without fungicides, ¥Average from 10 fungicides, Most effective
fungicides
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Ur¢ita tolerancia bola zistena voci fungicidnym pripravkom, Dithane M 45 a Pomarsol
choderma sp. mali fungicidne pripravky Bumper Super a Fundazol 50 WP a Switch
62,5 WG (tab. 5). Teda tieto fungicidy nie si vhodné pre pouZitie s bioprepardtmi na
baze Trichoderma sp., nakol'ko vel'mi ic¢inne inhibovali rast jej mycélia.

Na vicsinu fungicidov najcitlivejSie reagovala huba Phomopsis sp. Citlivost hiib
rodov Graphium, Ophiostoma a Fusarium voci uvedenym fungicidom bola na drovni
50 az 60 % (obr. 1). Fungicidmi sa znizil rast hyf mycélia htib v priemere o viac ako
polovicu oproti rastu bez fungicidov. Huba, u ktorej sa prejavila najmensia citlivost
na fungicidy bola Nectria galligena. V priemere doslo k zniZeniu rastu len o 12 %.
Podobne narocny je aj boj s hubami Botrytis cinerea, Armillaria sp. a Trichoderma
sp. V pripade htb rodu Trichoderma to znamena urcitd odolnost voci niektorym fun-
gicidom. Pocas testov najviac inhibovali jej rast fungicidy Bumper Super a Fundazol
50 WP.

[Ye]
100

80 —
60
40
20

Phomopsis sp.
Graphium sp.
Ophiostoma sp.
Fusarium sp.
Botrytis cinerea
Armillaria sp.
Trichoderma sp
Nectria galligena

Obr. 1. Priemerny rast hyf mycélia, vypocitany z 10 fungicidov, vyjadreny v percentach z rastu
hyf mycélia bez pouzitia fungicidov

Fig. 1. Average mycelial growth counted from interaction of 10 different fungicides described
as a percentage of growth without fungicides.

3.3. Testovanie biologickej ii¢innosti bioprepardtov v SS Cermosnd

Testovanie biologickej uc¢innosti v polyetylénovom kryte:

V polyetylénov kryte sa v priebehu obdobia rokov 2006 az 2008 zistil pozitivny
vplyv biopreparatov na zdravotny a kondi¢ny stav semenacikov duba. NajlepSie vysled-
ky sa ziskali s pripravkom Supresivit, ktory mal pozitivny vplyv nielen na zdravotny
stav, ale aj na vySkovy a hribkovy prirastok semenécikov.
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Najnizsi pocet odumretych semendcikov sa zaznamenal pri pouZiti bioprepardtu
Supresivit, pri aplikécii ktorého doSlo k odumretiu 57 semenécikov duba ¢o je 9 %
z celkového mnoZstva hodnotenych semenacikov (tab. 6). Pri biopreparate Polyver-
sum dosahoval pocet odumretych semenécikov 71 (12 %), pri kontrole to bolo 109
semendcikov, ¢o predstavuje (17,4 %).

Tabulka 6. Pocet vyklicenych semenécikov, vplyv bioprepardtov na rast nadzemnej Casti a ko-
refiového krcku; aritmeticky priemer + smerodajna odchylka, hodnoty s rozdielnym pismenom
sa odliSuji vyznamne v ramci stfpca, P < 0,05, n =640

Table 6. Number of sprouted seedlings, effect of biopreparation on growth and root collar
development; average * standard deviation, P < 0.05, n = 640

Pouzity Priemerny pocet Priemerna vyska Priemerna hriabka
biopreparat? vykli¢enych semenacikov? sadenice + s 9 koreniového krcéka + s 9
Supresivit 583 +31 a 33,16 +7,67 a 528 +1,07a
Polyversum 569 £ 27a 31,49 +753a 4,94 +£0,74 ab
Kontrola» 531 +7 a 28,93 +728a 4,31 +0,71b

DBiopreparation, ?Average number of sprouted seedlings, Average height of saplings, ¥Average diameter
of root collar, ¥Control

Na rast nadzemnej Casti semendcikov mal najvyraznejsi vplyv biopreparat Sup-
resivit, v porovnani s kontrolou sa zaznamenal v priemere vyssi prirastok o 42 mm.
Taktiez pri aplikacii pripravku Polyversum sa dosiahlo vyssich prirastkov ako pri
kontrole (tab. 6).

OSetrenie semenacikov duba bioprepardtom Supresivit priaznivo vplyvalo na
hribku koretiového kréka. Menej vyznamne sa prejavil vplyv bioprepardtu Polyver-
sum (tab. 6).

Testovanie biologickej u¢innosti biopreparatov na volnej ploche:

Jednotlivé biopreparaty mali pozitivny vplyv na pocet vykli¢enych semendcikov
duba. Najviac semenacikov duba vykli¢ilo po pouziti kmena I-6I1, Supresivit a Po-
lyversum, a najnizsi pocet sa zaznamenal pri kontrole (tab. 7).

Priaznivy vplyv jednotlivych biopreparatov na rast nadzemnej Casti semenacikov
sa zistil u vSetkych pripravkov. Najvicsi vplyv na rast nadzemnej Casti semenacikov
duba mal kmeii [-61I a biopreparat Polyversum (tab. 7).

V terénnych pokusoch sa zaznamenal pozitivny vplyv jednotlivych kmerov
Trichoderma sp. na rast koreniového systému. Na priemer koreriového kicka seme-
nicikov duba mal najvyraznejsi vplyv (Statisticky vyznamny) oproti kontrole kmeii
I-6II. Vplyv ostatnych kmetiov huby Trichoderma sp. a bioprepardtu Polyversum
nebol Statisticky vyznamny, aj ked kontrola v priemere vykazovala mensSi priemer
korenového krcka (tab. 8).
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Tabulka 7. Pocet vyklicenych semendacikov na volnych zdhonoch na m? a vyska sadenic;
aritmeticky priemer + smerodajnad odchylka, hodnoty s rozdielnym pismenom sa odliSuju
vyznamne v ramci stfpca, P<0,05

Table 7. Number of sprouted seedlings on seedbeds [m2] and height of saplings; average +
standard deviation, P < 0.05

Pouzity Priemerny pocet vyklicenych Di7ka nadzemnej Casti
biopreparat? semenacikov? semenacikov [mm]?
12 88 +£7 ab 164,3 £41,6 ¢
1-611 101 £15b 137,4 £ 14,1 ab
Supresivit 94+ 17b 142 £23,1b
Polyversum 91+14b 151+17.1b
Kontrola® 68+7a 129,1 £20,2 a

DBiopreparation, ?Average number of sprouted seedlings, ¥Length of aboveground parts of seedlings,
4 Control

Tabulka 8. Hribka korefiového krcka; aritmeticky priemer + smerodajnd odchylka, hodnoty
s rozdielnym pismenom sa odliguji vyznamne v rdamci stipca, P < 0,05, n = 500
Table 8. Root collar diameter; average * standard deviation, P < 0.05, n = 500

Pouzity Priemer korernového krcka? | Dizka koreiového systému?
biopreparat? [mm)]
1-611 4,04 +0,6 a 1735+ 24,1 a
12 288+0,06b 153,0£30,2a
Supresivit 3,36 +0,6 b 157,0+28,9 a
Polyversum 351+0,6b 159,0 + 26,7 a
Kontrola® 2,86 +0,63b 155,7+272a

DBiopreparation, 2 Diameter of root collar, ILength of roots system, ¥Control

Statisticky vyznamny vplyv jednotlivych biopreparatov na dizku hlavného koretia
semenécikov sa nezistil (tab. 8). Najlepsi rast koreriového systému vykazovali semena-
¢iky oSetrené suspenziou vodnych spér kmeia I — 611 a bioprepardtom Polyversum.

Vplyv jednotlivych testovanych bioprepardtov na kli¢enie semien, rast korefiového
systému, hribku korefiového krcku a rast nadzemnej Casti sadenic v Skdlkarskom
stredisku Cermognd je zobrazeny na obrazku 2.

Ziskané vysledky pri aplikdcii bioprepardtov pri ochrane sadbového materidlu
v lesnej $kolke Cermogna poukazuji na pozitivny vplyv biopreparitov na zdravotny
a kondi¢ny stav semenacikov duba. Priaznivy vplyv po aplikécii biopreratmi sa pre-
javil tak v polyetylénovom kryte, ako aj na volnom zahone. NajlepSie vysledky sa
v polyetylénovom kryte ziskali s pripravkom Supresivit, ktory mal pozitivny vplyv
nielen na mortalitu semendcikov, ale aj na ich vySkovy a hribkovy prirastok.
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Obr. 2. Vplyv ofetrenia biopreparatmi na klidenie, rast, hribku a dizku korefiového kréku
(volny zdhon)
Fig. 2. Effect of biopreparation on germination, growth, thickness and length of root collar
(open seedbed)
DControl, ?Germination, Y Height, ¥ Diameter, Length

4. Diskusia

Rast testovanych izolatov Trichoderma sp. na Zivnych pddach bol nerovnomerny.
Sporulécia zavisela od jednotlivého kmeia, najintenzivnejsi rast sa potvrdil pri Cer-
stvych izolatoch. Tak teplota, ako aj dizka svetelnej peri6dy, vyraznejsie neovplyvnila
rychlost rastu. Vysledky potvrdzuju, Ze tesnd vzdialenost hyperparazita od patogéna
neddva moznost pre vznik patogenézy, nakolko hyperparazit velImi rychlo obrasta
koléniu patogéna. Rast patogénov v Cistych kultirach bol v porovnani s Trichoderma
sp. v priemere 2-krat pomalsi. Inhibicia rastu pri podvojnych kultirach bola najvyssia
pri vzdialenosti do 2cm, pri vzdialenosti 5cm bola nizsia o 30 % a pri vzdialenosti
10cm o0 50 %.

Pouzité kmene huib rodu Trichoderma boli schopné v laboratérnych podmienkach
prerast vSetky patogény. LyncH (1989) uvddza, Ze schopnost Trichoderma sp. konku-
ren¢ne vyuZzivat substrat pre svoj rast zavisi od kultivacnych podmienok. Upozoriiuje aj
na to, Ze kym v podmienkach in vitro na nutri¢ne bohatom agare moZze potenciondlny
antagonista produkovat antibiotické latky, rizosféra rastlin mu na to nemusi poskytovat
potrebné Ziviny. TaktieZ mechanizmus ucinku antagonistu na patogéna (napriklad
mykoparazitizmus, produkcia antibiotik alebo enzymov) pozorovany in vitro, nemusi
byt rozhodujici pre skutocny dcinok.

Z hladiska praktického uplatnenia biologickych metdd najmé v oblasti vyroby
sadbového materidlu, je zistenie o odolnosti hib rodu 7richoderma voci niektorym
fungicidom povzbudzujuce. Urcita tolerancia bola zistend voci fungicidnym priprav-
spektrum ucinnosti voci rastu Trichoderma sp. mali fungicidne pripravky Bumper
Super, Fundazol 50 WP a Switch 62,5 WG. Teda tieto fungicidy nie si vhodné pre
pouZitie s bioprepardtmi na baze Trichoderma sp., nakolko velmi dG¢inne inhibovali
aj rast jej mycélia. PocCas laboratérnych testov najmenej inhibovali rast Trichoderma
sp. fungicidne pripravky Bumper Super a Fundazol 50 WP.
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Podra literarnych tdajov existuji dva zdkladné spdsoby vztahov medzi hyfami hib
rodu Trichoderma a patogéna. Pri prvom sposobe nastdva po dosiahnuti patogénnych
hyf parazita bud cikcakovity, alebo vinovity spdsob rastu pozdiz hyf hostitela. Pri
druhom spdsobe mykoparazit vytvara ttvary podobné apreséridm alebo hakovitym
kontaktnym vetvam, ktoré prenikaji do hyf hostitela (Marois & MITCHELL & SONODA
1981, MicHALIKOVA & MICHRINA 1996, MURMANIS & HIGHLEY & RicarD 1998).

Svecova et al. (1998) uvadza vysledky pokusu testovania roznych klonov hib rodu
Ophiostoma na pritomnost mykoparazitickej huby Pythium oligandrum. Dosiahnuté
vysledky hodnotené na zaklade posudenia $irky inhibi¢nych z6n poukazuji na odli$nu
reakciu réznych kmenov Ophiostoma sp. vo¢i uvedenému mykoparazitu. P. oligan-
drum je vSak schopné v oblasti mycélia patogéna fruktifikovat a produkovat niekol-
kokrat vyssi pocet oospor ako kolénie P. oligandrum, ktoré rastlo a Cerpalo Ziviny
iba z agarovej Zivnej pddy, bez pritomnosti druhov rodu Ophiostoma. Toto zistenie
md vyznamny prakticky dosah, najmi na pouZitie P. oligandrum na inokulaciu osiva
lesnych drevin eSte pred vysevom v rdmci predsejbovej pripravy v takom rozsahu,
aby tento bol schopny prednostne osidlif povrch osiva, kli¢iacich rastlin a korefiov
semendcikov a zamedzif tak osidleniu fytopatogénnymi hubami rodu Ophiostoma.
Prednostné osidlenie rizosféry semendcikov lesnych drevin tymto antagonisistom
umoznuju aj zélievky suspenziami oospor.

STRNADOVA (1996) uvadza dobri tcinnost biopreparatu Polyversum na produkciu
sadbového materidlu duba. Po dvoch zalievkach uvedenym biopreparatom udédva pri
dube az 146,5 % produkciu semendcikov v porovnani s kontrolou. Antagonostické
huby rodu Trichoderma si jednym z perspektivnych bioagens na ochranu semenacikov
lesnych drevin (Duba & SieroTa 1987, CERVINKOVA 1990). Forrova (1992) uvadza dobré
vysledky pri testovani roznych druhov rodu 7richoderma v podmienkach in vitro, ako
aj pri testoch v lesnych $kdlkach.

S. Zaver

V laboratérnych pokusoch testované izolaty Trichoderma sp. vykazovali na Ziv-
nych pddach intenzivny a rychly rast. Sporuldcia zdvisela od jednotlivého kmena,
najintenzivnejii rast sa potvrdil pri erstvych izoldtoch. Teplota, ani dizka svetelnej
periddy, vyraznejSie neovplyvnila rychlost rastu hyf mycélia hib rodu Trichoderma.
Rast vegetativnych organov patogénov v Cistych kultirach bol v porovnani s Tricho-
derma sp. v priemere 2-krat pomalsi.

Zistila sa urcita tolerancia huib rodu Trichoderma voci fungicidnym pripravkom,
Dithane M 45 a Pomarsol Forte.

Pokusy v lesnej §kdlke Cermogna preukézali priaznivy vplyv jednotlivych biopre-
parétov na vornych zdhonoch najmi na pocet vykli¢enych semenacikov duba, na dizku
koreriového systému, priemer korefiového krcka, ako aj na rast nadzemnej ¢asti. Dobré
vysledky sa dosiahli nielen s komerénymi pripravkami Supresivit, Polyversum, ale aj
s testovanymi kmeiimi poskytnutymi Chemickym tstavom SAV v Bratislave. PouZitie
biopreparitov v podmienkach lesného hospodarstva na strane jednej zabezpecuje velmi
Setrny spdsob k prirodnému prostrediu, na strane druhej vyZaduje ndrocné Stidium
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Ucinnosti a aplika¢nych foriem a v neposlednom rade treba maf aj na zreteli, Ze pri
pouZiti biopreparatov je nutné ocakdvat viacsiu variabilitu vysledkov ako pri pouZiti
chemickych pesticidnych pripravkov (JANCARIK 1995).
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Summary
Biological efficiency of some biological preparations against fungal pathogens was tested in vitro.
We used 4 different biopreparations (Table 1). Tolerance of these biopreparations to fungicides was
tested on 2% malt agar under controlled temperature and light conditions. We also checked the effec-
tiveness of fungicides to control both the selected fungal pathogens and strains of antagonistic fungus
Trichoderma (Table 2).
The speed of the mycelial growth of selected Trichoderma strains varied. In spite the fact that 7ri-
choderma can grow under +5 °C, the best growth was measured at +20 °C through +24 °C. The fastest
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growth performed isolates no. 6, 9 and 15. The best conidiogenesis performed isolates 1611 SAV and
[2-SAV. All three parameters in combination performed the best in isolates no. 36 and 12-SAV. The last
one was checked as a solution with 1x10° conidia in 1 g of preparation. Speed of growth of both isolates
was not the best but it had very good production of ripe spores and its mycelium was not inhibited by
pathogens.

Testing the tolerance of Trichoderma isolates to fungicides and their effect on pathogens was realized
on 4 Trichoderma strains (Table 4). The isolate no. 15 comes from commercial preparation Fytovita, no.
37 from the oak sapwood isolated in Banska Stiavnica laboratory. Remaining 2 isolates (1611 SAV and
12-SAV) come from Chemical Institute SAV Bratislava.

The best biological effectiveness of tested fungicides against tested fungi was obtained from Bumper
Super, Fundazol 50 WP and Switch 62,5 WG. These three fungicides were very active not only against
fungal pathogens but also against Trichoderma strains. The most sensitive fungus was Phomopsis sp.,
then Graphium sp., Ophiostoma sp. and Fusarium sp. (Figure 1). On the contrary, Trichoderma strains
tolerated Dithane M 45 and Pomarsol Forte. It means the biological control by Trichoderma sp. could be
used in combination with some fungicides. Of course, more research is necessary in this field.

Field tests of biopreparations to improve health conditions of oak seedlings were done in glasshouse
of Cermosni forest nursery. The best results were obtained after treatment by Supresivit. It had a positive
effect on diameter of root collar and length of the above ground parts of plants (Table 6).

Field tests of biopreparations were realized also for seedlings in the open seedbeds of Cremognd forest
nursery. We counted number of sprouted seedlings and the length of above ground parts of seedlings.
The best effect on number of sprouted oak seedlings as well as on diameter of root collar performed
Trichoderma strain 16-11 SAV; the highest above ground parts of oaks were measured on plants treated
by Trichoderma strain 16-1I and Polyversum (Table 7). The positive effect of biopreparations upon the
length of main root was not proved, however Trichoderma 16-11 and Polyversum partly improved the
root system (Table 8).
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