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Abstrakt

Cilem prace bylo ovéfeni moznosti biologické regulace mandelinky bramborové s
vyuzitim izolovanych autochtonnich kment entomopatogennich hub (EPF) a
entomopatogennich hlistic (EPN) z neoSetfenych porosti (nebo pred chemickym
osetfenim) brambor, z ekologického zemédélstvi, z lokalit Ceské republiky a
otestovani jejich ucinnosti proti mandelince. Vysledky pokusi jsou zahrnuty

Vv jednotlivych grafech a ptiloZenych tabulkéch.
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Heterorhabditis spp., Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae, biologicka
ochrana, biokontrola

Abstract

The aim of the work was to verify possibilities of biological control against Colorado
potato beetle by using cultivated indigenous entomopathogenic fungi and
entomopathogenic nematodes from potato fields in Czech Republic before chemical
treatment or ecological agriculture and verify their efficacy against Colorado potato

beetle. All results are included in attached charts or tables.
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1 Uvod

Pod pojem biologicka ochrana rostlin je chapano zna¢né mnozstvi zpusobt, které maji
spoleény dopad — redukci Skodlivych €initeld pomoci jejich pfirozenych nepiatel
(DeBach a Rosen, 1991). Van Driesche et al. (1996) uvadéji, Ze v biologické ochrané
je predpokladem ochrany rostlin vyuziti zivych soustav a jejich populaci, které mohou
byt cilovému organismu parazitem, predatorem, patogenem, antagonistou nebo
konkurentem. Biologicka ochrana vyuZiva organismi, jako jsou bakterie, houby,
had’atka, hmyz nebo rozto¢i pro kontrolu plevelt, $kidci a puvodct chorob
péstovanych rostlin. Chemické latky ptirodniho ptivodu napt. rostlinné vytazky a
semi-chemikalie, jsou téz fazeny do skupiny biologické ochrany (Ehlers, 2011).

Mezi biologické metody ochrany rostlin patii také jiné, dosud ztidka vyuzivané
nechemické prostiedky boje proti Skodlivym organismiim, napiiklad vyvoj
rezistentngjSich odrid, sterilizace skiidcti nebo vyuziti lapaci.

Aplikovana bioochrana muze byt rozd€lena do tfi kategorii:

e Klasickd — kontrola rtiznych druhti Skiidcti pomoci pfirozenych nepiatel

e Augmentativni — aplikace bioagens v masovém méfitku, vedouci ke
zvysSeni pocetnosti populaci, nebo aplikace prostiedki ke zlepSeni
ucinnosti pfirozenych neptatel, vcéetné¢ pouziti neptivodnich druhi
bioagens s cilem fizené regulace skodlivych organismi

e Ochrana piirozenych neptatel — provedeni promyslenych akci, zamérné
pfijatych na ochranu a zachovani zasob pfirozenych neptatel skidct

(Johnson, 2000; Landa, 2002).

Tato prace se soustiedi na augmentativni biologickou ochranu a regulaci vyskytu

mandelinky bramborové pomoci entomopatogennich hlistic a hub.



2 Literarni cast
2.1Mandelinka bramborova

Mandelinka bramborova (Leptinotarsa decemlineata Say) je Zivocich tfidy hmyzu
(Insecta), fadu brouci (Carabidae), patiici mezi hospodatsky nejvyznamnéjs$i hmyzi
sktidce brambor (r. Solanum). Jedna se o 5 az 14 mm dlouhého brouka s podélnymi
cernozlutymi pasky na kulatych krovkach s ernymi skvrnami na hnédooranzovém
hrudnim $titku (pronotum). V' Ceské republice se b&Zné vyskytuje od poloviny kvétna
az do poloviny zafi, v zavislosti na teplotnich podminkach. V pribéhu roku je mozné
pozorovat dvé generace brouktl, provazené rizné¢ velkymi larvalnimi stadii (I-1V.

instar) v¢etné vaji¢ek (Hausvater a Dolezal, 2013;2014).

2.1.1 Historie a rozSifeni mandelinky bramborové

Mnoho autort uvadi, Ze objevitelem mandelinky byl v 19.stoleti Thomas Nuttal, avSak
popsana byla az entomologickym nadSencem Thomasem Sayem v roce 1824 ze
vzorkt odebranych v oblasti Rocky Mountains v Coloradu. Rozsifeni mandelinek je
celosvétové s vyjimkou oblasti s trvale zamrzlou pidou, polarnich oblasti, Australie a
Nového Zélandu. Vyzkumny tym vedeny Victorem M. Izzem (2018) studoval puvod
mandelinky za pomoci sekvenace haplotypu mtDNA a jadernych lokusi.

Vysledky ukazaly, Zze mandelinky se rozsifily z centralnich planin stati Colorado,
Nebraska, Kansas, Nové Mexiko a Texas do okolnich oblasti, kde se nasledné
prizptsobily klimatickym a agrotechnickym podminkdm. Tato adaptace dovolila
mandelinkdm po celych Spojenych statech vytvofit az tfi generace potomstva rocné,
coz ma az doposud katastroficky dopad na péstovani riznych kultivart brambor.

Do Evropy se mandelinka dostala pravdépodobné prostfednictvim obchodnich
lodi, které pievazely mimo jiné i rostliny bramboru hliznatého. Prvni zminky o vyskytu
tohoto $ktidce pochazeji z roku 1876 z némeckych Brém.

V Ceské republice se mandelinka bramborova stala silné vnimanym $kiidcem
teprve az v obdobi na pielomu étyficatych a padesatych let dvacatého stoleti v oblasti
Chebska (Muska, 2008). Od této doby se stala i u nas nejvyznamnéj$im zZravym

Sktildcem brambor.



2.1.2  Zivotni cyklus

Zivotaschopnost jedince zavisi na dostatku a kvalité potravnich zdroji v zavéru
vegetacni sezony, klimatickych podminkéch piedchozi sezony, na prezimovani v pudé
a teplotnich vykyvech v pribéhu zimniho obdobi, agrotechnickém zpracovani pudy a
tlaku potravniho fetézce az do samotného vylétnuti jedincii. Zacatkem kvétna
vylétavaji prezimujici dospélci z pidy, vyhledavaji rostliny brambor a pocinaji se
zirem listd a okusem naté. K oplozeni sami¢ek muze dojit na podzim, nebo Casné
z jara. Do doby, nez je samicka schopna naklast vajicka na spodni stranu listd, dokaze
kazdé imago odlistit plochu az 10 cm? denné. Primérmé dosahuji poéty nakladenych
vaji¢ek 500 ks na jednu samicku ve sniskach Eitajicich 30-35 vaji¢ek (Vokal et al.,
2013). V zavislosti na teplotnich podminkach se z vajicek lihnou po 4-10 dnech larvy
. instaru, které po¢inaji zirem nejprve zbytku vaje¢nych oballi a posléze se presouvaji
na okraje listl, kde zahajuji Zir. Lihnuti larev je zavislé na dennich teplotach,
povétrnostnich podminkach a relativni vlhkosti vzduchu. Za optimalni teplotu je
povazovana teplota 25 °C a relativni vlhkost vzduchu 90 %. Pfi teplotach nizSich nez
25 °C se doba lihnuti prodluzuje, naopak pii vyssich teplotach nez 30 °C muze dojit
az kvyschnuti vaji¢ek. Dosahnou-li larvy pozadovanych energetickych zasob,
prodélavaji svlékani kutikuly a pfechod do dalsiho larvalniho instaru. Takto jsou
schopné projit II. a III. instarem az do I'V. instaru (viz Obr. ¢. 1), kdy larva pronika do
hloubky az 15 cm ptudniho profilu a kukli se (viz Obr. ¢. 2). Pfi ptiznivych podminkach
pieména z larvy na dospélce trva 14 dni. Na konci sezony se mandelinka dostava do
hloubky az 450 cm pudniho profilu, kde je chranéna pted teplotnimi vykyvy. Teplotni
vykyvy ptes dobu zimovani jsou pro mandelinku rizikovéjsi nez stalé nizké teploty
(Hausvater a Dolezal, 2020).

V mirném pasu dokaze mandelinka vytvorit dvé (Evropa) az ti generace (Spojené
staty) potomstva za sezonu (Bessin, 2003), pficemz délka jednoho cyklu muze trvat

podle vnéjsich podminek 14-60 dnu (Hausvater a Dolezal, 2013).



Obr. ¢ 1 — Larvalni stddia mandelinky Obr. ¢ 2 — Ventralni (A) a dorzélni (B)
bramborové; A — I. instar, B — Il. instar, pohled na kuklu mandelinky bramborové
C —Ill. instar, D —IV. instar (zvétSeno 7x). (zvétseno 7x).

2.1.3 Rezistence
e Chemické insekticidy a rezistence

Od poloviny minulého stoleti se stalo nejpodstatnéjsi soucasti ochrany plodin
pouzivani pesticidi. Vyroba pesticidi méla za ukol ochranit a vylepsit kvalitu a
kvantitu zeméd¢€lskych produktli, avSak jejich nepromyslené uzivani mélo znacny
negativni vliv na uvedeni Skodlivych latek do kolobéhu zivin a zvySeni odolnosti
rizikovych Skadcu. (Pavela, 2011). Mandelinka bramborova je znama téZ pro svou
adaptaci a flexibilitu na rtizné typy chemickych pesticidi. V soucasné dobé je znamo
54 chemickych latek, vici kterym je mandelinka rezistentni (Huseth et al., 2014).

U mandelinky neni pfesny mechanismus odolavani cizorodym latkam doposavad
znam, nicméné€ se védci snazi ptijit na zplsob, jak tuto pfirozenou bariéru prolomit, ¢i
vyuZit v obecny prospéch.

Favel et al. (2020) ve své publikaci uvadéji, ze odolavani cizorodym latkam
zpusobuji jimi vytipované geny pro kodovéani transmembranovych transportérii
V nervovém a travicim systému a Malphigiho trubicich. Vysledky studie ukazuji, ze
ackoliv geny jsou prekurzory k danym transportériim, jejich omezend funkce za
pouziti chemikalie ivermectinu nikterak neovliviiuje mandelinku v jeji
sirokospektralni rezistenci. Clements et al. (2016) navrhuji zablokovani funkce
glutathionové synthetazy, ktera se jevi jako uc¢inné obrana proti imidaclopridu (4€inna
latka ze skupiny neonikotinoidi).

Dolezal a Hausvater (2013) uvadgji, ze mandelinka je schopna vytvofeni i tzv.

kiizové rezistence, tj. vytvoreni adaptace na latky, s nimiz nepfisla pfimo do kontaktu,



prostfednictvim latek, s nimiz naopak do kontaktu ptisla a maji podobny mechanismus
ucinku. Z tohoto diivodu doporucuji upustit od pouzivani chemickych latek na bazi
pyretroidil a organofosfatl, nebot’ maji podobny mechanismus uc¢inku a mandelinka je
schopna piezit a rozmnozovat se i pti dlouhodobé expozici. Velmi slibné se v posledni
dob¢é jevilo pouziti n€kterych chemickych piipravki na bazi neonikotinoidi
(napt.thimethoxamu a thiaclopridu), nicméné jejich G¢innost se s mnozstvim lokalné
rezistentnich populaci a nasobkem aktivniho pouzivani rychle snizovala (Kocourek,
Stara, 2014).

Z polnich pokusti ve svém shrnuti Hausvater et al. (2018) uvadgji, ze v Ceské
republice byly prozatim prokazany rezistentni populace mandelinky bramborové vuci
DDT, pyretroidim a organofosfatim. V roce 2017 zajiStoval Zz neonikotinoidi
dostate¢nou ochranu brambor pouze thiamethoxam, avSak jiz s patrnym trendem
snizovani ucinnosti (Kocourek a Stara, 2018).

Vzhledem Kk rychlému nastupu potvrzené rezistence mandelinky k doposud
pouzivanym chemickym insekticidim a soustavné se ménicim pozadavkiim ze strany
EU 1 rostlinolékatské péce, jsou vSechny potiebné informace ohledné¢ pouziti
registrovanych ptipravkt viéi mandelince do porostu brambor dostupné on-line na
strance Ustfedniho a kontrolniho Gstavu zemédélského (UKZUZ).

Pro dodrzeni vSech pozadovanych opatieni by oSetieni porostu brambor mélo
probéhnout v dobé nejvétsiho vyskytu lihnuti larev, tj. od stadii vajicek az po IL
larvalni instar nebo pfi nalezu vice nez 14 ohnisek po 35 larvach na 1 ha — tedy 5000
larev na 1 ha (Muska, 2008). Divi$ (2012) doporucuje oSetfit porost pii nalezu 100 ks
jarnich dospélct.

Abychom se celkové vyhnuli vzniku rezistence, je diilezité raciondln¢ pouzivat
insekticidy v ramci integrované ochrany rostlin, tj. stfidani G¢innych latek z raznych
skupin, resp. s odlisnym mechanismem uc¢inku, dopliiovat ochranu brambor o u¢inné
biologické preparaty nebo kombinovat vSechny metody boje vcetné mechanické

likvidace Sktidce, nejlépe dle systému integrované ochrany rostlin.



e Integrovana ochrana

Integrovanou ochranou rozumime soubor agrotechnickych opatfeni, ktery vyuziva
vSechny dostupné prostiredky ochrany, jez jsou ekonomicky, ekologicky a
toxikologicky piijatelné k udrzeni skodlivych CcCiniteli pod prahem ekonomické
Skodlivosti. Zamérné je zde uptednostiiovan zplisob vyuziti piirozenych regulacnich
faktori. Dochéazi k raciondlnimu vyuziti kombinace péstitelskych, biologickych,
biotechnologickych a chemickych opatieni, pii kterych je pouziti pravé chemickych
piipravkli omezeno na minimum. Cilem integrované ochrany je tedy integrace vSech
dostupnych metod a postupii péstovani a ochrany kulturnich plodin pfi zachovani co
nejvysSich vynosl a cenové trovné potravin a krmiv. Nezavrhuje pti ochrané rostlin
syntetické pesticidy a uméla hnojiva, ale uptfednostiiuje Setrnéjsi latky a postupy pied
agresivnimi (Kuthan a Trubska, 2017).

Tento zplisob ochrany rostlin pii dodrzeni vSech navrhovanych opatfeni by mél
udrzet skodlivy organismus pod prahem jeho ekonomické skodlivosti nebo ztraty na
urodé. Péstitelska opatieni maji pfedevSim podpofit piirozenou obranyschopnost
rostlin vici napadeni Skiidci a omezeni vhodnych podminek pro Sifeni Skodlivych
organismu. Soucasti integrované ochrany je také minimalizovat chemické oSetfeni,
vyuzivat odolné odridy a zamérné vyuzivat prirozené nepiatele k redukci Skudct. Na

tento systém ochrany tzce navazuje biologicka ochrana rostlin.
e Biologické insekticidy a prostfedky

V soucasné dob¢ stoupa obliba biologickych insekticidi, nebot’ pozadavky kladené na
soucasné zemédélce se zvySuji s poptavkou zédkaznik po nechemicky oSetfovanych
plodinach a produktech. VSeobecné je chemizace odmitdna piedevSim ze strachu
konzumentd po negativnich zkuSenostech s pouzivanim fosfatovych hnojiv a
ptipravku DDT na likvidaci $kddct, ale i necilovych organismd. Rozdil proti
chemickym pesticidiim spoc¢iva v ¢asovém intervalu pisobeni na cilovy organismus a
V pfirozeném ovlivnéni cyklu potravniho fetézce nebo metabolické cesty hostitelského
organismu.

V Ceské republice jsou pro redukci mandelinky bramborové k dostani pouze dva
bioinsekticidni pripravky. Nejpouzivanéjsi je piipravek na bazi vytazku z rostliny
Azadirachta indica (Neem Azal T/S) a s aktivni latkou spinosad (ptirodni produkt)
ziskany z fermentacniho procesu bakterie Saccharopolyspora spinosa (Spintor). Je

mozné téz vyuzit aplikaci entomopatogennich hlistic rodu Steinernema (Nemaplus)



nebo Heterorhabditis (Nematop) na larvy a kukly mandelinky (Hausvater a Dolezal,
2013). Jiné ptipravky jsou sice k dostani v zahrani¢i, ale tuzemska legislativa je
dovoluje pouzivat pouze s omezenimi. Jedna Se o vyuziti entomopatogenni houby
Beauveria bassiana, nebo o vyuziti bakterie Bacillus thuringiensis.

Jedinymi pfirozenymi predatory mandelinky bramborové a jejich larvalnich
instaru, Kteti se vyskytuji na brambofistich centralnich planin Spojenych statd, jsou
dravé plostice Perillus bioculatus, redukujici vSechna larvalni stadia i vajicka a
slunécka Coccinella septempunctata, zivici se vajicky. Problémem pfi vyuziti dravé
plostice v tuzemsku je predev§im doprava z USA a nutnost pouziti v ekologickém
zemédé€lstvi, nebot’ vajicka ploStic mohou byt pouZitymi chemickymi ptipravky
poskozena, a nutnost zimovani v kontrolovanych laboratornich podminkach
(Hausvater a Dolezal, 2020). Dalsi zplostic, Podisus maculiventris, mize byt
pfedpokladanym predatorem mandelinek a aktivnim prostfedkem pro ochranu vice
zem&délskych plodin (Khelifi et al.,, 2015). Slibnym predatorem by v budouci
biologické ochrané mohl byt i stievlicek Pterostichus melanarius, ktery
v laboratornich pokusech vykazoval pomérné vysokou miru zaméfeni nejen proti
niz§im larvalnim instarim mandelinek, ale i proti mSicim (Alvares et al., 2013).
Mandelinky lIze ovlivnit i kontaktnim zptsobem, napiiklad pii vyuziti extraktu
Z tuzemskych odrid chmele, které maji nezanedbatelny vliv na redukci larvalnich
instard. (Alkan et al., 2017).

Za zvlastni zptisob ochrany rostlin bramboru se mohou povazovat Slechtitelské
metody s cilem vyvinout co nejméné pfitazlivé odrady. Ne&ktefi autofi radi vyuzivat
rizné variety brambor, které by mohly kviili rozdilnym hladinam alkaloidu solaninu a
chaconinu, pusobit jako dulezity selekéni faktor mandelinek pii kladeni vajicek (Tali
et al., 2014). Dalsi studie poukazuji na faktor ¢etnosti trichoma na povrchu listt jako
na dulezité selekéni kritérium pii vybéru rostliny mandelinkou. Studie Zhang et al.
(2015) a Ibragimov et al. (2014) se zamé&tuji na pozménéni ptirozenych funkci rostlin,
napi. chloroplastii a vytvofeni dvouvlaknové RNA v nich, ktera by dokazala po
priniku do bun¢k hmyzu zastavit nebo alespoil omezit proteosyntézu, anebo pouZiti
hydrolytickych enzymovych inhibitort Vv listech rostlin pro omezeni stfevni funkce
postembryonalnich stadii Skidce. Vysledky se jevi velmi slibné, nicméné ekonomicka
stranka véci neni zemédélcim pfiliS naklonéna. Velmi zajimavym napadem védct
bylo pfimét rostlinu bramboru rozeznat dvojité napadeni listd a nat¢ mandelinkou a

bakteriemi, které se prirozené vyskytuji v jejich slinach. Rostlina reagovala pouze na



napadeni bakterii, nikoliv v§ak na napadeni skiidcem. Cilem do dalsich let bude pfimét
rostlinu rozpoznat vicenasobny atak ze strany organismu a produkovat mnohem diive
kyselinu jasminovou, chemikalii znamou pro insekticidni ti¢inky (Chung et al., 2013).

Utinné hubeni mandelinek nezavisi pouze na vyuziti piimych metod, Ize se
zamétit 1 na metody nepiimé. Metodou neptimou by mohlo byt chdpano vyuziti
esencialnich rostlinnych olejt, které maji repelentni nebo protipozerovy ucinek. Mezi
nejucinngjsi na larvy IV. instaru a dospélce patii dle studii druh Satureja khuzistanica,
pavodem z {ranu (Saroukolai et al., 2014). Prozatim je tato metoda pouze ve stadiu

testovani.

2.2 Entomopatogenni hlistice

v

Hlistice (Nematoda) jsou jednim z nejhojnéjsich organismt na Zemi. V souvislosti
Stim mohou byt nalezeny V Siroké Skale vodnich a terestrickych ekosystémil,
zahrnujici oblasti od tropickych po polarni, nezavisle na nadmoiské vysce (Stock,
2015).

Nekteré z nich mizeme oznacit jako tzv. entomopatogenni. Vyznam téchto hlistic
spociva ve znacné redukci hmyzu véetné jeho larvalnich stadii. Obecné je pouzivano
rozdéleni do nékolika zakladnich celedi, pfi¢emz nejvice vyuzivanymi a znamymi

jsou:

e Steinernematidae
e Heterorhabditidae
e Rhabditidae

e Mermithidae

Prvni dvé zminéné Celedé se od sebe 1isi morfologicky velmi malo, proto je vzdy
nezbytnou soucasti morfologicka identifikace (za pomoci odbornika), sekvenace
genomu hlistice nebo izolace symbiotickych bakterii a jejich identifikace. Vztah mezi
obéma celedémi se da na zdkladé zplsobu Zivota (viz nize) identifikovat jako
kompetitivni.

V posledni dobé& se projevuje zajem i 0 Celedé, které byly dosud z hlediska
ztizenych podminek kultivace odsouvany, ¢i které nevykazuji pfili§ velkou miru
virulence. Morfologické rozdily jsou patrné jiz pfi prvnim vizudlnim posouzeni,

dodatecné informace pak stanovuji genetické metody.



2.2.1 Zpusob zivota

Zivotni cyklus hlistic je zavisly pfedeviim na vnéjsich abiotickych (primérna teplota,
relativni vlhkost, pfistup UV =zafeni) i vné&jSich biotickych faktorech (plisné).
Rizikovym faktorem je pro hlistice pfedevsim relativni vlhkost pudy. Vysoké vlhkost
umoznuje vytvoreni provizorniho pokryvu téla, ktery napomaha pti aktivnim pohybu,
naopak nizka zpusobuje vysychani a thyn hlistic (Koppenhoffer a Fuzy, 2007).
Hlistice se proto piesouvaji do hlubsich ¢asti ptidniho profilu, nebo do mrtvého téla
hostitele a preckavaji nepfiznivé podminky (Ptiza a Mradek, 2007). Zivotni cyklus
miuize dle vnéjsich podminek trvat 8-21 dni (Stock, 2015).

Mutualisticky vztah s hlisticemi tvofi gram-negativni bakterie rodu Xenorhabdus,
kterd ma nezastupitelnou ulohu v infekci a usmrceni hostitele. Na rozdil od ostatnich
bakterii je bakterie uloZzena ve specialnim stfevnim vacku. Sekvenace genomu
prozrazuje Siroké zastoupeni genovych oblasti pro toxiny, hemolyziny, proteazy,
lipazy a antibiotika syntetizujici geny (Bode, 2009). Tyto proteiny jsou brany jako
nastroj pro snadnou kolonizaci, invazi a biokonverzi hostitelského organismu.

Obecné jsou znamy dvé strategie pti napadani hmyzich hostitelti. Prvni z nich se
nazyva ,.crusider a zahrnuje aktivné se pohybujici hlistice v pudnim profilu a
vyhledavajici hostitele. Klicové jsou pro n¢ smyslové organy na hlavové casti (amfidy
a papily), diky nimz jsou hlistice schopny zachytit nap¥. amoniak, trimethylamin nebo
oxid uhli¢ity vylu¢ovany cilovym hostitelem (Hallem et al., 2011). Druhou strategii je
»ambusher“, kdy larva vyckava na kolemjdouciho hostitele.

V pudnim profilu lze nalézt hlistice pouze ve form¢ infek¢nich juvenilnich stadii
(Js), které odpovidaji III. instaru (Miles et al., 2012). V dobé napadani hostitele se
larvy hlistic nahromadi v oblasti Gistniho a fitniho otvoru nebo spirakul a pronikaji do
télni dutiny hostitele.

Po priiniku 1Js do hostitele je uvolnéna znacna ¢ast symbiotickych bakterii ze stfev
hlistic, ktera slouzi jako prostfedek k zabiti hostitele a jako potrava a pfirozené
prostiedi pro vyvoj potomstva hlistic. V téle hostitele prodélavaji larvy vyvoj pies IV.
instar do stadia dospélcu, kteti se zde nakonec i pomnozi a nakladou vajicka. (Nermut
et al, 2012). Dulezit¢ je zde zminit, Ze ackoliv zivotni strategie nejCastéji
vyskytovanych ¢eledi hlistic u nas je podobna, prvni generace se lisi. Rod Steinernema
je vcelém svém cyklu gonochoristicky (az na druh S. hermaphroditum, ktery je
hermafroditem v prvni generaci), u rodu Heterorhabditis je prvni generace dospélcti

hermafroditicka a az ve druhé dochazi ke zméné na gonochorismus. (Poinar et al.,



1990). Nov¢ vylihnuti jedinci prodélavaji zménu do Ill. instaru (1Js) a v ptipad¢, ze
hostitel neposkytuje dostatek zivin pro celou kolonii, opoustéji télo hostitele za ucelem
cilené infekce nového (Griffin et al., 2005; Ciche et al., 2008).

U suchozemskych druhi ¢eledi Mermithidae neni diikladné prostudovan zptisob
zivota, ale doposud publikované prace uvadéji, ze u nich dochazi k modifikovanému
zpusob zivota. Oplozena samice bud’ vyléza z pidy a klade vaji¢ka na nizkou vegetaci,
kde jsou vaji¢ka vystavena hostitelim k pozieni, nebo je vyklade do pudy. Jakmile
hostitel pozie vajicka, Vv jeho téle dojde k lihnuti larev, které se zanou provrtavat
stfevni st€énou do hemocoelu. Larvy II. instaru piedstavuji plné infekéni stadium (1Js),
které je schopné infikovat hostitele. Priblizné za 4-10 tydni se z larev vyvinou
dospélci, kteti vylézaji z hostitele a pafi se, nebo zlistdvaji jako postparaziticti jedinci,
kteti zalézaji do pady pfiblizng 15-45 cm hluboko k pfezimovani. Casné na jate

prodélaji posledni zménu vyvoje v dospélce a paii se (Platzer et al., 2005).

2.2.2 Steinernematidae
Na zaklad¢ uznadvaného taxonomického déleni rozlisSujeme v Celedi dva rody:

e Neosteinernema

e Steinernema

Rod Neosteinernema obsahuje jediného zastupce Neosteinernema longicurvicauda
(Nguyen a Smart, 1994).

Rod Steinernema zahrnuje v souc¢asné dobé celkové vice nez 70 znamych druht
(Stock a Hunt, 2005; Stock a Goodrich-Blair, 2012). Vysokou druhovou diverzitu
vykazuje piedevsim v Asii, Severni Americe, a Evropé. V Africe zaZivar. Steinernema
rozmach teprve az v poslednim desetileti a Australie ma své tii stalé zastupce hlistic,
jimiz jsou S.bibionis, S.affinis, S.glaseri, (Akhurst a Bedding, 1986). Jizni Amerika

nebyla doposud plné€ prozkoumana, ale o¢ekava se, ze i zde budou nalezeni zastupci.
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Obr. & 3 — Detailni pohled na jedince druhu Steinernema feltiae ve svételném
mikroskopu (zvétseno 100x).

V Ceské republice se nejéastéji vyskytuje 10 hlistic rodu Steinernema: S. feltiae,
S. carpocapsae, S. kraussei, S. affine, S. intermedium, S. silvaticum, S. bicornutum,
S. weiseri, S. poinari a S. arenarium. Druh S. feltiae (viz Obr. ¢. 3), je zaroven jeden
ze zastupcl, nejvice vyuzivanych na vyrobu biopreparatii (seznam dostupny na:
http://eagri.cz), coZ poukazuje na jeho snadnou kultivovatelnost a rozsahlou distribuci
na uzemi Ceské republiky (Ptza a Nermut, 2015). Mracek et al., (2005) ve své praci
popisuji vyzkum celkového mnozstvi 1350 odebranych vzorké napii¢ Ceskou
republikou, ktery déla z Ceské republiky jednu z nejvice prozkoumanych oblasti
Evropy (viz Obr. ¢. 4). Ziskany material potvrzuje, ze vyskyt entomopatogennich
hlistic je pomé&rné vazan na fi¢ni toky a niziny, zatimco v horskych oblastech se (az na

vyjimky) hlistice téméf nevyskytuji.
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Obr. ¢. 4 — Mapa rozsifeni rodu Steinernema a Heterorhabditis v Ceské republice a
zdznam pétice nejvyznamnéjsich druh@i rodu Steinernema v oblasti jiznich Cech

(prevzato z Nematode Pathogenesis of Insects and Other Pests, 2015, kap. 17, str.423).

2.2.3 Heterorhabiditidae

Celed’ Heterorhabditidae je zastoupena jedinym rodem Heterorhabditis s vice nez 20
celosvétove identifikovanymi druhy (Stock a Goodrich-Blair, 2012). Rozlozeni
Cetnosti hlistic tohoto rodu je podobné jako u rodu Steinernema. Nejvyssim
zastoupenim je zndma severni Amerika (7 druhtl), ¢etnost v Evrop¢, Asii a Australii je
stejna (3 druhy) (Stock, 2015). V Ceské republice byly doposud nalezeny dva druhy:
H. bacteriophora a H. megidis. (Mracéek a Be¢var, 2000).

Seznam komerénich ptipravki na bazi hlistic druhu H. bacteriophora je dostupny

ns http://eagri. cz.

2.2.4 Rhabditidae

Celed’ Rhabditidae je nejspise jednou z nejdéle znamych skupin hlistic. V povédomi
vefejnosti pretrvava jiz od poloviny 19. stoleti, kdy se zastupci rodu Phasmarhabditis
projevili jako schopni antagonisté suchozemskych i vodnich plza (Wilson a Greewal,
2005). Diky zajmu védecké spolecnosti se do popiedi dostal i druh Caenorhabditis
elegans, ktery se o pul stoleti pozdé&ji stal modelovym organismem vSech helminti

podobnym organismiim. Celkové obsahuje tato ¢eled’ piiblizn¢ 17 rodd a jedinci
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novych rodi jsou stale nalézani. Mezi posledni nalezené patii i rod Oscheius,
konkrétné pak druh Oscheius onirici, nalezeny v krasové jeskyni centralni ¢asti Italie
(Torrini et al., 2015). Z ekologického pohledu se jedna spiSe o fakultativni hlistici.
Celed’ je rozsifena kosmopolitné a je evidovano mnoho zaznamd o vyskytu,
V porovnani s ostatnimi ¢eledémi zajem o tuto ¢eled” vSak zaostava.

Biologické preparaty (Nemaslug) na bazi rodu Phasmarhabditis byly k dostani
v Ceské republice jen kratce prostiednictvim internetovych portalt a aktivniho dovozu
ze zahraniCi, tuzemska legislativa v soucasné dobé neeviduje zadné¢ho drzitele

povoleni pro prodej a distribuci piipravka s rodem Phasmarhabditis.

2.2.5 Mermithidae

Zvlastni skupinou terestrickych entomopatogennich hlistic tvoti ¢eled” Mermithidae,
rod Mermis. Tento rod se vyskytuje v Africe, Asii, Australii a na ostrovech Tichého
oceanu. Nejznaméjs$im druhem je Mermis nigrescens, parazitujici na sarancatech.
Mnohé¢ studie poukazuji na moznost vyuziti v biokontrole sktidcii (sarancat) a ¢loveku
nepohodInych organismi (napt. komarii), nicméné vyuziti je zatim na pocatku svého
vyvoje. (Baker a Capinera, 1997; Bland, 1976; Christie, 1937; Platzer, 1981, Poinar,
2001). Laboratorni zpravy naznacuji, Ze je velice obtizné rod Mermis kultivovat, proto
se 1 nadale museji hledat vhodné laboratorni podminky pro napodobeni piirozeného
vyvoje téchto hlistic. Pro nazornost Obr. ¢. 5 poukazuje na velikost studované¢ho

patogenu v nasem experimentu.

Obr. ¢&. 5 — Detailni snimek postparazitickych larev tfetiho larvalniho instaru rodu Mermis sp., pofizeny
pomoci binokularniho mikroskopu (zvétseno 7x).
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2.3 Entomopatogenni houby

Entomopatogenni houby jsou znamé pro svoji efektivitu v boji proti hmyzim skidctm.
Vzhledem ktomu, Ze jsou pomérné hojné zastoupené V mirném pasu, da se
predpokladat, ze jsou spolu s dalsimi faktory vyznamnou slozkou regulace vyskytu
hmyzu (Butt a Goettel, 2000). Z hlediska praktické biologické ochrany ma nejvetsi
vyznam ftad Moniliales, vramci rodi pak Metarhizium, lsaria, Beauveria a
Lecanicillium (Bohata, 2005).

2.3.1  Zivotni cyklus
Zivotni cyklus entomopatogennich hub lze rozélenit do dvou zékladnich fazi:

e Faze paraziticka

e Faze saprofyticka

Parazitickou fazi lze rozdélit do nékolika ¢asti, které zahrnuji ptisobeni houby od
pocate¢niho kontaktu aZz po ukonceni vyvojového cyklu. Primarnim krokem je adheze,
pomoci riiznych mechanismi (strukturované spory, mucilagenni povrch), nabobtnani
a vykliceni konidii na kutikule hostitele (Inglis et al., 2001), dale pak prinik houby
pomoci apresoria produkujiciho lipazy, proteazy a chitinazy do télni dutiny hostitele,
a nakonec rozrustani mycelia. Zpravidla nejcastéj$im mistem penetrace hostitele
byvaji méné pevné t€lni povrchy a mista poranéni, ¢i pfirozené té€lni otvory dychaci,
pohlavni a travici (Weiser, 1966). Paraziticka faze je ukoncena smrti hostitele
toxickymi metabolity houbového patogenu.

Saprofyticka ¢ast je charakteristicka tvorbou hustého vlédknitého povrchového
mycelia a sporulaci na mumifikovaném hostiteli. V posledni fazi, oznacované jako
konidiogeneze, se na nosic¢ich (konidioforech) zac¢inaji tvofit nové konidie. Tyto spory
mohou byt rozneseny abiotickou cestou (vétrem, pohybem vody v pidé, vodnimi
parami) nebo biotickou cestou (roztodi, hmyz, had’atka). Zivotnost spor zavisi
podobné jako Zivotnost houby piedev§im na teploté a relativni vlhkosti prostiedi
(Inglis et al., 2001).

Velky vliv na rozvoj entomopatogennich hub maji biotické (fyziologické
podminky hostitele a patogena, hostitelskd rostlina) a abiotické (relativni vlhkost
prostiedi, teplota, U¢inek slune¢niho zéateni, deStové srdzky a pida) podminky

prostiedi (Landa, 2002). UV zafeni je méné Skodlivé nez zéteni infracervené nebo
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viditelné svétlo, nicméné vlnové délky 285-400 nm mohou zplsobit nevratné
poskozeni spor a vlaknitych struktur. (Fargues et al., 1997).

V ramci jednoho druhu entomopatogenni houby existuje Siroké spektrum kmend,
které vykazuji riiznou toleranci k odlisnym podminkdm prostiedi, nebo se vyznacuji
riznou rychlosti kli¢eni, vitalitou, patogenitou i schopnosti rstu a sporulace na
povrchu mumifikovaného hostitele, nebo vykazuji odlisSnou virulenci vii¢i jednotlivym
druhtim hostiteli. VSechny tyto charakteristiky jsou porovnavany a nasledné jsou
vybirany kmeny pro vyrobu biopreparati uréenych pro praktickou biologickou
ochranu (Butt a Goettel, 2000).

Obr. ¢. 6 —Kli¢ici spory druhu Beauveria bassiana, zobrazeno pomoci svételného
mikroskopu (zvétseno 400x).

2.3.2 Nejvyznamnéjsi rody entomopatogennich hub
e Rod Beauveria

Zastupci rodu Beauveria jsou potravné nevyhranénymi druhy, pfirozené se
vyskytujicimi v padé, kde zpisobuji onemocnéni obligatné Zijicich ¢i fakultativné
prezimujicich stadii hmyzu. Nejvice studovanymi a téz nejhojnéji zastoupenymi druhy
jsou Beauveria bassiana, B. tennella, B. amorfa, B. caledonica a B. brongniartii.
Morfologicky se Beauveria bassiana vyznacuje bilymi, nazloutlymi nebo

nacervenalymi koloniemi, nesoucimi hroznovité konidiofory. Shluky konidiofori a
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kulovitych az elipsoidnich konidii vytvafeji na vysporulovanych kulturach utvary
vypadajici jako bavinéné micky (Zimmermann, 2007).

Cesky trh nabizi dva druhy zaregistrovanych biologickych piipravki na bazi
entomopatogenni houby Beauveria bassiana, resp. beauvericinu, kmene GHA, a to
BotaniGard OD a BotaniGard WP a Naturalis (zdroj: http://eagri.cz).

e Rod Metarhizium

Rod Metarhizium zahrnuje mnoho studovanych druht, pfedevsim se jedna o druhy
Metarhizium anisopliae, M. album, M. brunneum, M. flavoviridae, M. taii a M. majus.
Vyznamnym znakem tohoto rodu je pfitomnost pouze nepohlavniho stadia
(anamorfy). Vyjimku tvofi M. taii, které ma na rozdil od ostatnich druhti i pohlavni
stadium (teleomorfu), (Driver et al., 2000).

Nejvice pouzivanym a zkoumanym druhem je M. anisopliae, tvofici na hostiteli
bilé, zluté¢ nebo hnédé¢ mycelium, které postupem casu zelend. Kvili zelené barve se
nakazam druhu M. anisopliae zacalo piezdivat ,,zelené muskardiny“. Konidiofory
nesou valcovité az hranolovité konidie o velikosti 5-11 x 2,5-5 um (Obr. ¢. 7).

V soucasné dob¢ neni na ¢eském trhu registrovany zadny ptipravek, ktery by byl

e

Obr. &. 7 — Detail konidioforii s konidiemi u druhu Metarhizium anisopliae.

na bazi tohoto rodu, nicmén¢ v minulosti se na evropském trhu objevily piipravky pod

obchodnimi nazvy: BioCane, Bio-Blast nebo napt. Met52 EC.
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e Rod Isaria

Entomopatogenni druhy I. fumosorosea, |. farinosa, I. javanica, |. tenuipes zastupuji
potravné nevyhranéné nematofagni, akarifagni a entomofagni druhy hub, které
zahajuji nakazy u Cetnych fadi hmyzu. Izolovana byla z vice nez 40 ¢lenovct, mezi
které se fadi napt. Circulionoidea nebo Aphidoidea.

Nejvyznaméjs$im druhem je Isaria fumosorosea, ktera byla diive znama pod
jménem Paecilomyces fumosoroseus. Po tficeti letech znamosti byla ptevedena do
rodu lIsaria. Podobné¢ jako Beauveria bassiana vytvaii beauvericin, ucinnou
paralytickou latku vi¢i hmyzim $kidcim (Hussein et al., 2016). Ve vztahu k dal§sim
druhtim hub (Uromyces dianthi, Sphaerotheca fuliginea) se muze projevit
mykoparaziticky (Landa et al., 2008).

Tento druh vytvari bilé mycelium, které postupem casu nabyva razovych az
Sedofialovych odstinti. Cim je barva odstinu intenzivngjsi a tmavsi, tim je houba stari

Vv

ovalné konidie.

A

Obr. ¢. 8 — Detail konidii u druhii I. fumosorosea (A), a I. javanica (B; C). Bila usecka v pravém dolnim rohu
znézoriuje délku Spm. (zdroj: Gallou et al., 2015).

V soucasné dobé neni na ¢eském trhu registrovany zadny ptipravek, ktery by byl na
bazi tohoto rodu, nicméné americkd firma ThermoTrilogy Corporation vyrabi a
distribuuje biopreparat PFR 97WDG — APOPKA, ktery je pod obchodnim ndzvem
PREFERAL distribuovan také belgickou firmou Biobest v Evrop¢€. Tento preparat je
pouzivan v ochrané rychlené zeleniny a okrasnych kvétin proti Sirokému spektru
skiidct (msice, molice, Servei, ttasnénky a dalsi). V CR je pokusné pouzivan v ochrané
jehliénanu proti kiirovetim z rodu Ips (napf. 1. typographus) a v ochrané brambor proti

mandelince bramborové (Landa, 1994).
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e Rod Lecanicillium

Rod Lecanicillium je pomérné novym rodem. Po studii téchto hub (Zare a Grams,
2001) bylo rozhodnuto, Ze se vyc¢leni ze stavajiciho rodu Verticilluim a zahrnou se do
n¢j pouze druhy, které maji entomopatogenni charakter. Druhové je rod Lecanicillium
velmi bohaty, v souCasné dobé ¢ita 28 druhti. (Nicoletti a Becchimanzi, 2020)
Nejvyznamngjsi druhy jsou Lecanicillium muscarium, L. longisporum a L. lecani.
Jedna se o Siroce polyfagni entomopatogenni druh vyuzivany predev§im na savé
Skiidce zeleniny a okrasnych rostlin, mezi které lze zatadit napt. molice, tfdsnénky
nebo msice, fakultativné muze postihovat i divoce zijici druhy motyla (Lepidoptera),
zemnich broukt (Coleoptera) nebo dvoukiidlého hmyzu (Diptera) (Landa et al., 2008).

Morfologicky je rod Lecanicillium charakteristicky bilym az krémovym
myceliem, které nese uzce protahly konidiofor. Na konci kazdého konidioforu se tvoii
az ¢tyti konidie kulovitého tvaru, v zavérecné fazi sporulace se konidiospory pokryvaji
mucilagenni hmotou, kterd udrzuje kompaktni tvar finalniho utvaru (viz Obr. €. 9),

(Hall, 1976).

ERESRNS aueliRe s

Obr. €. 9 — Detail preslenovité uspotadanych konidioford na myceliu
druhu Lecanicillium lecani.

V sortimentu dostupnych biopreparatlh maji jiz tradi€ni misto biopreparaty firmy
Koppert (Nizozemi), které jsou znadmy pod obchodnimi ndzvy MYCOTAL (urc¢en
k ochran¢ sklenikovych plodin proti molici sklenikové a molici bavinikové),
VERTALEC (kmen vysoce virulentni pro rizné druhy msic) a TRIPTAL (kmen
L. lecanii s vysokou ucinnosti na Thrips tabaci a Frankliniella occidentalis),
(Landa, 1994).
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3 Material a metody

3.1 Kultivace entomopatogennich organismu

3.1.1 Kultivace entomopatogennich hlistic

Entomopatogenni hlistice byly ziskany izolaci z pidnich vzorkd, odebranych na
jedenacti lokalitach Ceské republiky. Na mapé (viz Obr. ¢. 10) jsou barevné vyznadena
mista odbéru pudy (podrobné&jsi data — viz Tab. 2 v kapitole Ptilohy). Kazdy vzorek
byl odebran ze svrchni vrstvy 30 cm pudniho profilu a obsahoval 1-1,5 kg zeminy bez

" Walbrzych
o]

organickych a anorganickych zbytki.

& Hradec
[ Kralove

Z ptislusnych pudnich vzorku byly hlistice izolovany metodou zivych galeriovych
pasti (Galleria bait method), (Zimmermann, 1986) spocivajici ve vyuziti larev
zavijeCe voskového (Galleria mallonella, L.) jako kofisti pro infekéni stadia hlistic
(Ns) a zivného prostiedi pro vyvin nové generace.

Petriho misky, o priméru 9 cm, byly naplnény pidnim vzorkem tak, aby zaujimal
maximalni objem misek a do vzorku byly nastrazeny dvé larvy zavijece voskového.
Vzorek byl zvlhéen 1 ml vody, uzavien a umistén do mistnosti bez pfistupu svétla.
Dodate¢né byly do kazdého zbylého mnozstvi vzorkd z odbérovych lokalit do
plastikovych sackl umistény dvé pasti (charakteru kleci) s priizory o velikosti 0,5 mm
a dvojici nastrazenych larev. Klecové pasti byly zvoleny kvili snadnéjsimu pfistupu

hlistic, tekutin a plynt. Vzorky v saccich byly zavazany (zajisténi optimalnich
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vlhkostnich podminek a zabranéni vysychani substratu) a ulozeny ve tmé pfi teploté
20 °C a ponechény k probéhnuti infekce. Po 5 dnech byla kontrolovana Zivotnost
nastrazenych larev v pastech. Vyjmuti larev z Petriho misek nebo z klecovych pasti
mohlo byt realizovano po viditelném Gmrti larev nebo zméné barvy povrchu larev,
indikujici probihajici infekci. V opa¢ném piipad¢ byly larvy ve vzorku ponechany ve
stavajicich podminkach. Mrtvé infikované larvy byly pfemistény na vodou vlh¢eny
filtra¢ni papir do Petriho misky, k nim byly pfidany zivé larvy pro zrychleni mnozeni
hlistic.

V prubéhu 14 dni byla denné kontrolovana infekce u vSech larev na Petriho
miskach. Pro pfimou extrakci hlistic z nastrazenych larev zavijece byla pouzita metoda
tzv. vodni pasti. Metoda vodni pasti (viz Obr. €. 11) vyuziva aktivniho pfesunu IJs do
vlh¢ich ¢asti substratu. Larvy zavijece byly s filtratnim papirem piesunuty na viko
Petrino misky o praméru 9 cm, papir byl navlhé¢en nékolika kapkami vody pro
navozeni optimalniho prostiedi pro hlistice a cela aparatura byla vloZzena na dno
Petrino misek s pramérem 15 cm. Okolo vika mensi Petriho misky bylo pipetou
nakapano piiblizn¢ 20 ml vody tak, aby nesmacela filtra¢ni papir. Cela aparatura byla
uzaviena do piipravené klece, potazené jemnou sitovinou kvili zabrdnéni prianiku
nechténych organismt do Petriho misek a ponechana v laboratornich podminkéach
(20 °C,101 kPa, 50 % rel. vlhkosti) na stinném misté po dobu 21 dni. Nasledné byla
Petriho miska jednou za tfi dny vyjmuta, probéhla kontrola mnoZstvi pfesunutych

hlistic do vodnich kapek a piipadné doplnéni objemu vody.

Obr. &. 11 — Iustrativni schéma vodni pasti s larvami Galleria mellonella, A = larvy zavije¢e infikované

hlisticemi rodu Steinernema, B = larvy zavije¢e infikované hlisticemi rodu Heterorhabditis.
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Pfi dostate¢ném mnozstvi hlistic ve vodnich rezervoarech byla suspenze slita do 50 ml
konickych zkumavek a ponechana sedimentaci. Prebytecna voda byla odpipetovana a
pelet hlistic byl precistén ve 40 ml vodovodni vody. Proces ptecisténi hlistic byl
aplikovan tfikrat, pti poslednim byl objem 40ml suspenze ponechan, fadné€ oznacen a

ulozen do mistnosti (2043 °C) bez piistupu svétla.
e Chov zavijece voskového (Galleria mallonella)

Chov zavijeCe voskového byl realizovan v zavarovacich sklenicich ,,masovkach®.
Sklenice, obsahujici 10 a vice jedincti, byly naplnény do tfetiny objemu jemnym
piskem, dovnitt vika byl na kovovou miizku umistén papir pro kladeni vajicek.
Sklenice byly uzavieny a vlozeny do termostatu pii teploté 20 °C bez pfistupu svétla.
Papir byl prubézné¢ ménén (vzhledem k mnozstvi nakladenych vajicek) a vkladan do
Petriho misek, kde byl obsypan zivnou piidou a spole¢né s Petriho miskou vlozen do
termostatu k chovanym dospélctim. Vylihlé larvy byly odchovany na tzv. Haydakové
zivné pud¢ (ptiprava pudy v kap. Ptilohy, viz Tab. 1). Larvy zavijeCe byly pro ucel
zivych pasti predpiipravovany metodou spareni, tj. vystaveni tepelnému Soku pii
teploté¢ 58 °C na 8 s. Diivodem byla prevence proti nechténému kukleni larev. Takto
upravené larvy byly umistény do plastové krabicky plnéné dievénymi pilinami
mekkého dieva a bez pfistupu potravy vlozeny do termostatu pfi stejnych podminkach

jako dospéli jedinci.

3.1.2 Kultivace entomopatogennich hub

Spory a rezidua vlaknitych entomopatogennich hub byly izolovany z pudnich vzork,
odebranych na stejnych lokalitich Ceské republiky jako vzorky pro izolaci
entomopatogennich hlistic.

Izolace entomopatogennich hub probéhla za pomoci upravené metody ,,Tenbrio
bait method®, kterd vyuziva podobné¢ jako ,,Galleria bait method” (viz kap. 3.1.1)
pfimou infekei larev hmyzu prostfednictvim parazitickych organismi. V této metodé
bylo v Petriho miskach navaZeno a diisledné promichano 20 g kazdého plidniho vzorku
a dodate¢né byl do kazdého vzorku ptidan 1 ml destilované vody. Jako navnada byly
pouzity zivé larvy potemnika mouc¢ného (Tenebrio molitor) v poctu 10 jedinci na
jednu misku. Takto upravené misky se substratem a larvami byly umistény do
termostatu a ponechany ve stalé teploté 25 °C po dobu 14 dni. Nasledné byly z larev
izolovany narostlé entomopatogenni houby. Izolace byla realizovana na umélém

zivném médiu PDA (Potato dextrose agar) prostfednictvim metody separacnich Car.
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Po 7. dnech byla zrevidovana pfitomnost kontaminace a necistot, pfipadné byly kmeny
entomopatogennich hub ptecistény prenesenim na cerstvé PDA v Petriho miskach.
Cisté kultury izolovanych kment byly klasifikovany do rodi na zékladé jejich
mikroskopicko-morfologickych znaki a ulozeny do mrazicich boxt pii teploté -22 °C

V podobé¢ alginatovych pelet.

e Standardni metoda ptimého stanoveni titru konidiové suspenze

Zéklad suspenze tvofii predpiipravené nakultivované houby, které byly v destilované
vod¢ z Petriho misky setfeny sterilni klickou. Rozrusend struktura hub byla
prefiltrovana ptes sterilni gdzu do Erlenmeyerovych ban€k, banky byly uzavieny
sterilnim alobalem, suspenze promichany na tiepaci desce, roztok 10x roziedén (1 ml
suspenze + 9 ml destilované vody s Tween 20) a pielit do konickych zkumavek o

objemu 50 ml.

h,
I

Obr. €. 17: Detail poéitaci miizky. Obrazek zachycuje rozméry miizky: 4x4 (A), 1x4 (B), 4x4 (C), 1x1 (D).
Homogenizované roztoky byly napipetovany do hematocytometru (pocitaci
komurky), spory ponechany k jednominutové sedimentaci. Nasledné bylo vybrano
nejvhodnéjsi pole (s nejvétsim zastoupenim spor) a secten pocet spor Ve dvou predem
urcenych blocich C (viz Obr. €. 12). Rozdil poctu spor mezi bloky smél byt maximalné
15 % nebo méné nez 5 ks. Koncentrace spor (pocet spor v 1 ml pfipravené suspenze)

byla pfepoctena podle vztahu:
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X2,5-105 «a

Kde x je primérny pocet spor ze dvou pocitanych blokid, nasobeny piepocitavacim
faktorem pro oblast C na hematocytometru a a je vyuzité fedéni (v nasem postupu

a=10). Koncentrace vysledného roztoku byla nasledné upravena na objem 20 ml.

3.2 Sbér a chov mandelinky bramborové

Dospélci a larvy Ill. instaru mandelinky bramborové byli ru¢né sesbirani na
brambofisti podniku ekologického zemédélstvi u obce Malonty (48.7083920 N;
145778508 E) a na zahradé v obydlené cCasti obce Zbudov (49.0920117 N;
14.3098958 E) v ne€kolika po sob¢ jdoucich sériich v obdobi od 1. 7. do 31. 8. 2020.
Kazdé vyvojové stadium bylo sbirdano oddélené do plastového boxu S perforovanym
vikem o rozmérech 34x22,5x15,7 cm.

Chovy mandelinky bramborové byly udrzovany ve sklenikovych prostorech
ENTU BC AVCR vV kontrolovanych podminkach (25 °C, 75 % relativni vlhkosti a
fotoperiodou dlouhého dne 16:8). Nasbirané mandelinky byly umistény na listy
bramboru kultivaru Magda péstované v kvétinaci o priméru 21 cm a objemu 4 1. Takto
piipravené kvétinace s mandelinkou byly umistény pod izolator, ktery se skladal
z kovové konstrukce o velikosti 100x50x50 c¢cm potazeny jemnou sitovinou a
ponechan v kontrolovanych podminkach skleniku. Chovy byly denn¢ kontrolovany a
v pfipadé¢ zkonzumovani vegetativnich casti rostliny byli jedinci mandelinek

piemisténi na novou rostlinu v kvétinaci.

3.2.1 Péstovani rostlin bramboru hliznatého kultivaru Magda

Rostliny bramboru hliznatého byly ziskany ve formé hliz a tkanovych kultur
(meristémt)) z Vyzkumného ustavu bramboraiského s.r.o. v Havlickové Brodé.
Odrtda patii mezi dynamicky rostouci rostliny, a to nejen v ramci prytu, ale téZ hliz.
Z hlediska vegeta¢ni doby patii do skupiny velmi ranych odrud se stiedné dlouhou
dobou skladovatelnosti. Vyznacuje se stiedn¢ velkymi, kratce ovalnymi hlizami se
sttedné hlubokymi ocky a Zlutou barvou duZniny. Evidovéana je jako varny typ B.
Kazda rostlina byla prostiednictvim hliz samostatné vysazena do kvétinace o objemu
41, zalévana denn¢ a ponechana ve stejnych podminkach jako chov mandelinek, tj.

pii teploté 25 °C, relativni vlhkosti 75 % a s fotoperiodou dlouhého dne 16:8.
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3.3 Testovani udinnosti  suspenze izolovanych  druhu

entomopatogennich hlistic na mandelinku bramborovou

Material a metoda:

Na pokus byly pouzity Petriho misky 0 praméru 9 cm. Na dno kazdé Petriho misky
byl umistén filtra¢ni papir, (Whatman; grade 114 od firmy P-Lab), list bramboru, jehoz
fapik byl zabaleny v navlhéené bunicité vaté a hlinikové folii (udrzeni vlahy pro list),
a dospélec mandelinky bramborové z lokality Malonty. Odpovidajici koncentrace
hlistic (250, 500 a 1000 1Js véetné kontroly) kmenti 1; 1b; 4; A2; A3; A7; A8; Al4d a
Jakub (podrobny popis pouzitych kmenti v¢etné lokalit izolace je v kapitole Pfiloha —
viz Tab. 2) byla aplikovana rozkapanim pomoci nastavitelnych pipet (Eppendorf
research plus) v malych davkach po kruznici okolo mandelinky na dno misky a
filtracni papir. Nasledn¢ byly Petriho misky umistény na tac do kontrolovanych
podminek termostatu (25 °C, 75% relativni vlhkost a fotoperioda dlouhého dne 16:8).
Kazda varianta koncentrace a kmenu hlistic zahrnovala celkem 10 jedinct v Petriho
miskach, véetné kontrolni varianty, kde na dno misky byla aplikovana voda v objemu
odpovidajicimu koncentraci testovanych hlistic. Celkem bylo otestovano 320 jedinct
mandelinky bramborové. Po dobu 7 dni byla sledovana mortalita dospélcti mandelinky
a vyhodnocovéna individuadln€ vzdy v dopolednich hodinach. Zaznamenan byl nejen
uhyn, ale i malatné chovani kazdého jedince mandelinky, vyskyt hub introdukovanych
dospélci mandelinek a vyskyt hlistic parazitovanych v terénnich podminkéch z ¢eledi
Mermithidae (strunice). Mrtvi, houbou nebo strunicemi napadeni jedinci byli vytazeni
Z pokusu a ponechani pro dal§i vyzkum. V piipadé¢ velkého znecisténi listu nebo

masivni defoliace listové plochy okusem, byl list vyménén za Cerstvy.

3.4 Testovani ucdinnosti suspenze izolovanych druhd

entomopatogennich hub na mandelinku bramborovou

Material a metoda:

Jedinci mandelinky bramborové dovezeni z lokality Malonty byli ponofeni na 30 s do
roztoku konidiovych suspenzi v koncentraci 1x107 spor v 20 ml, umisténi na vlhéeny
filtrac¢ni papir (1 ml destilované vody) do Petriho misky 0 priméru 9 cm, uzavieni po
stejnych kmenech do plastovych zip sackii (minimalizace kontaminace jinymi sporami
hub), vloZeni do kontrolovanych podminek termostatu (25 °C, 75% relativni vlhkost,

24h bez piistupu svétla) a monitorovani individualné bez ptistupu k potravé
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(minimalizace kontaminace) po dobu 28 dni. V pribéhu monitoringu byly
zaznamenany pocatky tvorby mykdz a rist mycelia, vyskyt strunic ¢i umrti jedince.
Filtracni papir byl podle potieby vlhéen (pro vytvoreni optimalnich podminek pro rist
mycelia). Pokus byl realizovan ve tiech opakovanich po 20 jedincich mandelinky
kazdého izolovaného kmene entomopatogennich hub véetné¢ kontrolnich variant.
Celkem bylo otestovano 10 kmend hub, z nichz 5 kment bylo ur¢eno jako druh
Metarhizium anisopliae, 4 kmeny jako Beauveria bassiana a 1 kmen jako Isaria
fumosorosea (podrobny popis pouzitych kment, véetné jejich lokalit izolace, je
uveden v kapitole Ptilohy, viz Tab. 13), na 660 jedincich mandelinek. Kontrolni
varianta se od pokusné liSila v ponofeni jedincti mandelinky bramborové pouze do

roztoku destilované vody se smacedlem Tween 20.
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4 Vysledky

4.1 Hodnoceni vysledkl vlivu suspenze izolovanych druh

entomopatogennich hlistic na mandelinku bramborovou

Experimenty byly zaméfeny na sledovani dvou vyznamnych faktord ovliviujicich
hodnoceni vlivu nové izolovanych kment hlistic, a to miru invaze a patogenitu hlistic.
Schopnost (a rychlost) testovanych kment hlistic napadnout hostitele byla vyjadiena
mirou invaze a schopnost hlistic vyvolat smrt hostitele byla vyjaddfena jako patogenita.
Vsechny hlistice byly aplikovany ve tfech davkach (250, 500 a 1000 1Js) s vyjimkou
hlistice Oscheius onirici, zde byla testovana pouze davka 1000 IJs. Hlistice rodu
Oscheius patii mezi volné zijici hlistice, ale u nékterych druht, véetné O. onirici, byla
pozorovana entomopatogenni aktivita. Nalez O. onirici je prvnim zaznamem tohoto
druhu v Ceské republice. Vzhledem k délce pokusu bylo nutné vzit v potaz kromé
vlivu testovanych hlistic 1 moZnou pfirozenou infikovanost entomopatogennimi
organismy z terénu. Tabulky 3-12 (viz kapitola Ptilohy) shrnuji sedmidenni
pozorovani jedincti mandelinky pfi expozici testovanymi kmeny hlistic.

Otestovano bylo 9 kmenl entomopatogennich hlistic. Na zaklad¢ ziskanych
vysledku je patrné, ze kmen 1b druhu Oscheius onirici (Graf 1) se jevil jako nejvice
invazivni druh. Nasledujici kmeny A8 druh Steinernema kraussei, kmeny A2 a Jakub
druhu Steinernema feltiae se jevily stejné. Kmeny 4 a A3 mély nizkou miru invaze a u

kment 1 a 14 nebyla zaznamenana zadna invaze hlistic.

Graf 1- Mira invaze izolovanych kment hlistic
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Graf 2 — Mira patogenity izolovanych kmena hlistic.
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Z grafu 2 je ziejmé, Ze absolutni patogenita kmene 4 pii koncentraci 250 1Js byla
nejvyssi (70 % umrtnost mandelinky), avSak v porovnani s ostatnimi kmeny je kmen
4 tietim pramérné patogennim kmenem. Nejvice patogennim kmenem byl pro
mandelinky shledan kmen Jakub s nejvyssi mirou patogenity pii pouZiti koncentrace
250 1Js a 500 s (50% umrtnost mandelinky pfi obou koncentracich). Nejmensi mira
patogenity byla zaznamenana v pfipadé izolovaného kmenu 1, kdy koncentrace
1000 1Js a 250 1Js se neprojevila jako uc¢inna (0 % umrtnost mandelinky) a pouze pii

koncentraci 500 1Js byla detekovatelna 10 % Gmrtnost mandelinky.
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Graf 3 — Celkova mortalita mandelinky bramborové (%) po aplikaci (250, 500,
1000 1Js) izolovanych kment hlistic.
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Graf 3 celkové mortality mandelinek prokazuje, ze pii vyuziti kmene Jakub byla
mortalita u testovanych jedinct nejvyssi a to celkem 46,67 %. V piipadé izolovanych
kment A8 a 4 byla u testovanych jedinct stanovena jako druha nejvyssi mortalita
s hodnotou 40 %. Zbyvajici testované kmeny hlistic zpusobily u sledovanych populaci
mortalitu v rozmezi 3,33-30 %. Jako nejméné ucinny na testované jedince mandelinky

bramborové se jevil izolovany kmen 1, vykazujici jenom 3,33 % mortalitu.

4.2 Hodnoceni vysledkd vlivu suspenze izolovanych druhu

entomopatogennich hub na mandelinku bramborovou

Pfi hodnoceni pokusu byla sledovana G¢innost nové izolovanych kment hub (vyskyt
mykoz) a mortalita mandelinky bramborové po dobu 28 dnil. V potaz byla uvazena
mozna introdukce nativnich kmenti hub na povrchu ¢i v prostoru zazivaciho traktu a
také promofenost populace strunicemi, nebo rezistence vuci aplikovanym kmentim
hub. Tabulka 13 (viz kap. Ptilohy) je legendou pro nize uvedené grafy, ktera z hlediska

obsahlosti a celkové prehlednosti grafu nemohla byt zatfazena ke kazdému grafu.
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Ziskané vysledky potvrdily, Ze testovand populace mandelinky bramborové
z terénnich podminek ¢asteéné vykazovala promotenost houbou B. bassiana
pochazejici z vnéjSiho prostfedi nebo také parazitickymi hlisticemi celedi
Mermithidae. I pies tento jev byly pouzité kmeny hub oproti kontrole u¢inné&jsi vici
dospélcim mandelinky bramborové. Do vysledkt byli zapoCteni i sledovani jedinci,
kteti byli v prubéhu testovani vyhodnoceni jako pfirozené infikovani introdukovanymi
houbami ¢i hlisticemi. Graf 4 zndzorfiuje prezivani mandelinky bramborové od

aplikace suspenzi izolovanych hub na mandelinku bramborovou.

Graf 4 — Primérna doba timrtnosti testovanych jedinct (v dnech) v ramci kmene po

aplikaci izolovanych suspenzi entomopatogennich hub.
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Z grafu 4 je patrné, ze v kontrolni varianté byla doba primérné tmrtnosti sledovanych
jedincii zaznamenana v pribéhu Sestnactého dne od zahéjeni pozorovani. Pro ostatni
oSetfené¢ varianty je patrné, Ze entomopatogenni houby mély negativni vliv na
testované jedince, nebot’ se jejich primérna doba tmrtnosti po expozici suspenzemi
hub snizila. Nejucinn&jsim kmenem na redukci testovanych jedinci mandelinky
bramborové se podle dat jevil kmen Met II, ktery testované jedince dokazal usmrtit
Vv prubéhu osmého dne od aplikace suspenze. Naopak jako nejdéle pusobici kmeny,
S nejnizsi G¢innosti na testované jedince, byly stanoveny kmeny Bba II, Bba lll a
Bba IV, které dokazaly usmrtit testované jedince az v prub&hu ¢trnactého dne. Kmeny
Bba I, Met 111, Met I, Met 1V, Isf a Met V usmrtily testované jedince mezi desatym a

dvanactym dnem.
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Dalsim dilezitym faktorem bylo sledovani vyskytu mykéz na testovanych

jedincich.

Graf 5 — Porovnani ¢asového tseku (v dnech) vnéjsiho projevu mykozy u mandelinky

bramborové po aplikaci suspenzi entomopatogennich hub.
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V grafu 5 je patrné, Ze kontrolni varianta nevykazovala projev cilené mykotické
aktivity v podobé ristu mycelia, a tedy nebyla kontaminovana. U vSech oSetfenych
kment, kromé kmene Isf, se prokazal vyskyt mykozy, a to celkem v rozpéti od
desatého do Sestnactého dne. Nejrychlejsi rist mycelia byl zaznamenan u kmene Bba
I11, a to desaty den od aplikace suspenze. U kmenti Met II, Met Ill, Met IV byl vnéjsi
projev mycelia pozorovan v prubéhu dvanactého dne, u kment Bba I, Met V a Bba IV
Vv pribéhu tfinactého dne. U kmenu Met I byl pozorovan riist vn&jsiho mycelia na
pocatku Ctrnactého dne. Nejpomalejsi pozorovatelny riist mycelia byl zaznamenan u
kmene Bba II, a to na Sestnacty den od aplikace suspenze. U kmene Isf nebyl

zaznamenan zadny projev rustu mycelia.
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Obr. ¢. 18: Mandelinka bramborova usmrcena houbou Beauveria bassiana (zvétseno 15x).

Poslednim dulezitym faktorem sledovani bylo srovnani uéinnosti pouzitych

izolovanych kment hub, ktery je znazornén v grafu 6.

Graf 6 — Srovnani (procentualni) Géinnosti izolovanych kment hub.
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Z grafu je ziejmé, Ze pouze tfi kmeny izolovanych hub vykazovaly G¢innost vyssi nez
50 %. Ostatni kmeny zptisobovaly umrtnost mandelinky bramborové nizsi nez 40 %.
Nejvyssi mortalita mandelinky byla prokazana u kmenu Met II, s celkovou mortalitou
63,33 %. U kmene Met I byla zaznamenana 56,67% mortalita testovanych jedincu a u
kmene Bba | 55% mortalita. Nejnizsi mortalitu zptsobovaly kmeny Bba IV, celkem
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15 %, a Bba Ill, celkem 8,33 % umrtnost testovanych jedinci. U kmene Isf nebyla
prokazana spojitost mezi tmrtim testovanych jedinci a aplikovanou suspenzi.
Vzhledem ke skutecnosti, Ze u testovanych jedinct mandelinky bramborové doslo
Vv pribéhu pozorovani k zaznamendni rozvoje pfirozen¢ introdukovanych
entomopatogennich kmenti hub druhu B. bassiana, byl tento projev vztazen ke
kazdému testovanému kmenu. Graf 7 poukazuje na procentudlni zastoupeni ptirozené
infikovanych jedincti mandelinky bramborové v pokusech. Tyto data nejsou soucasti

grafu procentudlni umrtnosti/uc¢innosti izolovanych kment (Graf 6).

Graf 7 — Zastoupeni (procentualni) ptirozené vyskytujicich se kmenti druhu Beauveria

bassiana v testovanych jedincich.
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Z grafu 7 je patrné, ze vSichni jedinci jsou nachylni na projev ptirozené infekce
B. bassiana a kontrolni varianta mize byt téz piirozené infikovana. V kontrolni
varianté se ptirozena introdukce B. bassiana projevila v 8,33 % piipadu testované
populace. Nejvyssi hodnota byla zaznamenana u druhu Met 1, a to v 11,67 %
sledovanych piipadd. U kmene Met Il bylo stanoveno 5 % a u kmene Met V 3,33 %
ptirozen¢ introdukované B. bassiana. Kmeny — Bba 111, Met 1V, Isf, Met Il vykazovaly
stejné procentudlni zastoupeni introdukovanych hub, a to 1,67 % sledovanych
populaci. U kment Bba IV, Bba II a Bba I nebyla potvrzena ptirozené infekce houbami
druhu B. bassiana.

Pfirozené introdukované hlistice z celedi Mermithidae byly podobné jako

ptirozen¢ introdukované houby vyhodnoceny pro kazdou variantu testovanych jedinct
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mandelinky bramborové. Graf 8 vizualizuje jejich procentudlni zastoupeni v ramci

testovanych jedinct.

Graf 8 — Zastoupeni (procentualni) piirozené¢ vyskytujicich se druhi celedi

Mermithidae v testovanych jedincich.
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Nas experiment ukazuje na grafu 8, Ze pfirozena infekce mtize byt u vSech sesbiranych
jedinct stejné pravdépodobna. Celkovy vyskyt strunic se u sledovanych izolovanych
kment pohyboval mezi 0-6,67 %. Z grafu je ziejmé, ze jedinci zahrnuti do kontrolni
varianty mohou byt téz piirozené infikovani strunicemi, a to v naSem piipadé
pfedstavovalo 1,67 % sledovanych jedinct. Stejné hladiny vyskytu strunic dosahli 1
jedinci testovaného kmenu Bba IV. U kmenti Met I a Bba II nebyla zjiSténa piirozena
infekce strunicemi. Pét kmend — Bba Ill, Met IV, Met IIl, Met I, MetV a Bba |
vykazovalo promoienost 3,33 % Vv ramci své sledované populace. Nejvice ptirozené
introdukovanych strunic bylo stanoveno u kmene Isf a to v 6,67 % ptipadu sledované
populace. Pfi celkovém zhodnoceni zkoumanych variant lze fict, Zze testovani jedinci

mandelinky byli v roce 2020 promoteni pfiblizné v 2,73 % piipadu.
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5 Diskuse

V soucasné dob¢€ je primarnim cilem zeméd€lstvi snaha o vyuziti takovych metod,
které by negativné neovlivitovaly zdravi lidi nebo chod ekosystémt. Dlouhodobé byly
Vv oblibé chemické ptipravky, jejichz rychlost ucinku a snadna aplikace usnadnila
produkci a zvysila finan¢ni a materialni zisk. Ackoliv byl chemismus do zemédélstvi
zaveden s pomérné otevienym pristupem, problémy spojené s aplikaci a vyuzivanim,
byly odsunuty do pozadi. Jejich kumulativni (a pfedev§im negativni) dopad ved|
Kk hledani alternativnich zpisobt ochrany rostlin (Charvat, 2013).

Jednim z moznych zplisobli ochrany je integrovana ochrana rostlin, jejiz vyznam
spociva predevsim ve vyuziti série promyslenych biotechnologickych opatieni, které
minimalizuji negativni faktory spojené s prvovyrobou. Duraz je kladen na ptirodni
podminky, vlastnosti péstovanych odrid, technologické postupy a informovanost
prvovyrobct. SkuteCnost, ze jiz od 1. ledna 2014 je povinny systém integrované
ochrany rostlin pro vSechny, kteti chtéji vyuzivat pesticidy jako ochranu pro péstované
plodiny, napomaha snizit $kodlivé dopady syntetickych latek, a naopak zaclenit
piirozené biologickou cestu do péstovani rostlin.

Biotechnologické metody, které se zamétuji na Setrnou redukci sktidcti plodin,
maji v soucasné dobé velmi vyznamné postaveni. Cilené vyuzity potravni fetézec je
pomérné Sikovnym nastrojem pro udrzeni zivych organismi pod prahem jejich
ckonomické Skodlivosti nebo ztratach na arodé (Kuthan a Trubska, 2017). Je vSak
nutné vzit v potaz, zda introdukované organismy (nebo jejich metabolity), nezpusobi
nepftiznivy fetézovy efekt, a to predevsim U necilovych organismii.

Celkove lze pfistupovat k feSeni biologické redukce Skiideti hned nékolika
zpiisoby. Nejlépe chapanym piistupem je klasickd metoda, kterd vyuziva ptirozenych
nepratel Sklidce bez ohledu na dalsi vliv ke zkoumanému prostiedi. Pfredpokladem je
vycerpani potravy pro vyuzity organismus na konkrétnim misté a jeho samostatny
pfesun na lokalitu novou. Tento pfistup je vSak nutno brat s rezervou, nebot’ je zde
moznost zmény cilové kofisti a nezamérného vyhubeni populace jiné. Proto je nutné
vyuzivat organismus jen do takové miry, aby se sam nestal skiidcem (Johnson, 2000).
Komplexngji zaloZzenym pfistupem je augmentativni metoda, kterd podporuje
masovou aplikaci bioagens, vedouci ke zvyseni pocetnosti vyuzivanych populaci.
Soucasti augmentativni metody je i podpora U€innosti pfirozenych neptatel, véetné

pouziti neptivodnich druhl, které by v kontrolovanych podminkach regulovaly
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Skodlivé organismy. Pravé kvili kontrolovanym podminkam by bylo mozné vyuzit
tuto metodu napiiklad v chranénych oblastech (Landa, 2002).

Pro ovéteni, v jaké mife a s jakou u¢innosti mohou byt vyuzitelné bioagens proti
zravym sktidctim, byly izolovany a pouzity kmeny autochtonnich entomopatogennich
hlistic a hub. Jako vhodny hostitel byl zvolen jeden z nejvice zravych Skidct brambor,
mandelinka bramborova (L. decemlineata). Do experimentii byla zaclenéna imaga,
z divodu vétsi prizplsobivosti vici exponovanym latkdm, snaz§i manipulaci
v prubéhu pokusii a lepsiho rozeznani vnéjsitho projevu pulsobeni patogennich
organismu. DalSim dalezitym faktorem byl plivod z oblasti ekologicky péstovanych
brambor, predevsim kviili biotopové prizpisobenému mechanismu obranyschopnosti
mandelinky.

Experimenty prokazaly, Ze mira invaze a patogenita hlistic jsou v tzké korelaci,
nicméné tyto proménné nejsou na sob¢ zavislé. Nejvice invazivnim se projevil druh
0. onirici. Lze piedpokladat, ze vzhledem k jedineénému nalezu tohoto druhu v Ceské
republice, neni u mandelinky vyvinuty mechanismus na aktivni vylucovani téchto
hlistic. Ve studiich je prozatimné navrhnuto pouziti druhu O. onirici K hubeni
octomilky Drosophila suzukii (Foye a Steffan, 2020) nebo pro ochranu lesniho ovoce
pied larvami druhu Sparganothis sulfureana (Foye a Steffan, 2017; 2019). Dalsi
experimenty s timto druhem budou realizovany Vv klimatickych podminkach Ceské
republiky pro ovéfeni mozného piinosu pro ekosystém a piipadnou vyuzitelnost jako
bioagens. Dalsimi, nejvice invazivnimi, se vV celkovém méfitku jevily postupné hlistice
druhu S. kraussei, S. feltiae, a S. affine. v pouzité koncentraci 1000 1Js. Vysledky
studie (Hussein et al., 2018) uvadgéji druh S. feltiae jako pomérné dobry tuzemsky druh
pro ptipadnou redukci Zivotnich stadii mandelinky, a to s kumulativni mortalitou
85,2 % sledované populace larev posledniho instaru. Divodem masivni invaze hlistic
byla pfedevs§im druhova kompetice o potravni zdroj. S niz§imi koncentracemi se
imunitni odpovéd mandelinky zfejmé dokazala vypotradat.

Jak jiz bylo fefeno, patogenita neodpovidala mife invaze. Pii tydennim
pozorovani experimenty prokazovaly, Ze patogenita bakterii v hlisticich nejvice
postihovala mandelinku v prubéhu prvniho az étvrtého dne od aplikace suspenze.
Mandelinka vykazovala vnéj$i projev patogenity maladtnym chovanim, ¢astou defekaci
a snizenym zirem listil. Nejvice patogennim se pro mandelinky stal paradoxné druh S.
affine kmene 4 v koncentraci 250 1Js, pfestoze jeho mira invaze byla v pifepoctu

pouhych 0,8 hlistice na testovaného jedince. Data jasné prokdzala, Ze na umrti
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testovanych jedinci mandelinky bramborové se vyznamné podilely nejen hlistice
izolovaného kmene, ale téZ i nativné introdukované strunice z ¢eledi Mermithidae. Pii
srovnani celkové mortality testovanych jedincti dosdhl kmen 4 mortality u testovanych
jedinct 40 %. Ve srovnani s kmenem hlistic A8, ktery dosahl stejné celkové mortality,
mél vSak o dva vyskyty strunic méné. Tyto dva kmeny byly jediné, u kterych byl
vyskyt strunic zaznamenan. Obecné Se ptredpoklada, Zze vztah mezi hlisticemi a
strunicemi je kompetitivni, proto je mozné vyslovit hypotézu, Ze po aplikaci hlistic
nebylo jiz mozné pokryt vyzivovou potfebu Strunice, a ta opustila té€lo pied smrti
hostitele. Nejvice patogennim kmenem se jevil kmen Jakub, ktery pii vSech
aplikovanych koncentracich dosadhl prumérné mortality 46,67 %. Nejméné
patogennim se jevily kmeny A2 a 1, které neptekrocCily hranici mortality 10 %.
V nasledujici sezon€ bude kultivace hlistic obnovena pro ovéteni vysledka.

Entomopatogenni houby maji obecné jinou Zivotni strategii, princip pronikani do
téla a vyuzivani zasobnich latek hostitele. Ptirozené druh B. bassiana osidluje zazivaci
trakt mandelinky bramborové. Obecné je vztah této nativné introdukované houby a
mandelinky spiSe ve prospéch hub, nebot’ k vnéjSimu projevu a usmrceni hostitele
sta¢i vhodna kombinace teploty a vlhkosti. Martin et al. (1999) se domnivaji, ze
K Gspésnému vyvoji houby by se méla teplota pohybovat do 37°C. Je zajimavé, Ze
kmeny hub stejného druhu potlacily, az na kmen Bba III, rozvoj této houby, zatimco
u ostatnich druhti se nativni B. bassiana projevila ristem povrchového mycelia.
Primérné se nativné introdukovana B. bassiana projevila u 3,18 % testované populace
mandelinky.

Néami experimentalné introdukované houby dokézaly usmrtit hostitele nejcastéji
v rozmezi desatého az dvanactého dne od data aplikace. Studie (Dubovskiy et al.,
2010) tika, ze jimi izolovany kmen M. anisopliae potiebuje ke kumulativnimu
usmrceni 80 % sledované populace IV. larvalniho instaru miniméln¢ 15 dni. Dalsi
studie (Kryukov et al., 2017) tika, ze druh M. robertsii je schopen kumulativni
mortality 80 % dosahnout na stejném instaru jiz jedenacty den. Vng&jsi projev mykozy
se v nasi studii pohyboval v rozpéti od desatého do pribéhu Sestnactého dne, pricemz
nejvice patogennim se jevil kmen Met II, ktery s ucinnosti 63,33 % dokézal usmrtit
testované jedince jiz v pribéhu osmého dne. Akbarian et al. (2012) tvrdi, ze
v laboratornich podminkach v koncentraci 1x107 konidii vykazuji mortalitu do 5 % na
druhy i ¢tvrty larvalni instar jimi izolované kmeny rodu Metarhizium. V téze studii

bylo zjisténo, ze v porovnani G¢inku hub kmenl rodu Beauveria s kmeny rodu
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Metarhizium, vykazuji vyssi mortalitu sledované populace mandelinek pravé kmeny
rodu Beauveria, a to s 16-20 % mortalitou pfi stejné koncentraci. Pouze pfi vyuziti
vyssich koncentraci (v fadech 108-10% bylo dosazeno mortality nad 40 %. Nami
izolované dva kmeny hub Bba | a Met | se projevily s G¢innosti nad 50 % a to 55 %
pro Bba | a 56,67 % pro Met I. Uéinnost ostatnich kmenti se pohybovala od 8,33 % do
40 %. Mnohé¢ dalsi studie (Kryukov et al., 2009; Wran a Lockwood, 1991; Cantwell
et al., 1986) poukazuji na vyuziti druhu B. bassiana ptedevs§im na nejvice odolna stadia
larvalnich instard, kukel anebo dospélcii. Wraight a Ramos (2002, 2015) potvrzuji, ze
pouziti druhu B. bassiana v polnich podminkach je téZ vhodné na redukci nizSich
larvalnich stadii i prvni generace dospé€lcl, a to celkové s mortalitou 53-84 %
sledovanych dospélcti. Lze ptedpokladat, Ze rozdilné podminky naSeho experiment
vuci studiim autord Wraight a Ramos (2002, 2015), maji nezanedbatelny vliv na rozvoj
houbové infekce. Pouziti koncentrace 1x10%° v mnozstvi 75 g suspenze na 1 m?
blastospor anebo konidii druhu B. bassiana ma za nasledek vylétnuti praimérné 35 %
dospélcu prvni generace (Cantwell et al., 1986). Stejnym tématem se zabyvali i autofi
Watt a LeBrun (1984), ktefi zjistili, Ze pfi vyuziti koncentrace 2x10*°-3x10° konidii
doslo k redukci 74 % kukel prvni generace a 77 % kukel druhé generace. Campbell et
al. (1985) podotykaji, ze v ndvaznosti na redukci poctu zivotnich stadii mandelinky pii
vyuziti B. bassiana je okus listové plochy nizsi o vice nez 44 %. Klinger et al. (2006)
ve svém experimentu naznacCuji, ze vysSi larvalni instary a dospélci jsou viici
napadenym nebo mrtvym jedincim nedbali a aktivné se jim nevyhybaji. Tento aspekt
by mohl byt divodem, pro¢ se v polnich podminkach projevuje mortalita populace
v mnohem vysSich ¢islech neZz v laboratornich experimentech na samostatnych
jedincich.

Zajimava je taktéz prace tykajici se druhu I. fumorosea, kde podle Hussein et al.
(2018) mortalita posledniho larvalniho stadia mandelinky dosahovala pii pouziti
koncentrace 5x107 konidii 92,2 %. V naSem experimentu se nepodafilo prokazat na
dospélcich podobné vysokou mortalitu. Divodem byla niz§i pouzita koncentrace
konidii a vliv ptirozené vyskytujicich se strunic, které vycerpaly energetické zasoby
pro vyzivu mycelia. Nejvyssi vyskyt strunic byl zaznamenan u kmene Isf, kde jejich
pocetnost dosahovala 6,67 % testované populace. U ostatnich kmeni hub se
pohyboval vyskyt nativné introdukovanych strunic nejcastéji okolo 3 %. Pouze u

kmene Met I a Bba Il nebyly zaznamenany Zadné vyskyty téchto Zivocichti. Sledovana
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populace mandelinek v pokusech s entomopatogennimi houbami c¢itala celkovou

promotenost strunicemi 2,5 %.

6 Zaver

Z predlozené bakalarské prace na téma ,,Vyuziti biologickych prostfedkii na ochranu

brambor vii¢i mandelince bramborové* vyplyvaji tyto zavéry:

Mandelinka bramborova je velmi piizptsobivy Zivo¢ich vici vSem typim
xenobiotickych latek a je schopna vytvaret rezistenci.

Nejvice vnimava jsou ke xenobiotiklim vajicka a larvy 1. a II. instaru.
Integrovand ochrana rostlin doporucuje stfidani plodin, vysadbu odrtad
brambor se zvySenym obsahem solaninu, chaconinu a kyseliny jasmonové
nebo odriid s vyssi €etnosti trichomt na listech k odpuzeni mandelinek.
Kromé& chemickych ptipravki jsou k dostani na ceském trhu 1 biologické
ptipravky s platnou legislativou.

V soucasn¢ dobé se biologickd ochrana, vyuzivajici bioagens, opira o
vyuziti entomopatogennich hlistic a hub vi¢i hmyzim sktdctm.

Nejvice invazivnim kmenem hlistic byl testovany kmen 1b (O. onirici),
ktery pti koncentraci 1000 IJs vykazoval primérné 230 1Js, vztazenych na
jednoho testovaného jedince mandelinky bramborové. Naopak nejméné
invazivnimi byly stanoveny kmeny 1 (S. kraussei) a Al4 (S. affine)
s nulovou invazi, a to pfi vS§ech zkoumanych koncentracich.

Nejvice patogennim kmenem hlistic se jevil kmen Al4 (S. affine) pii pouzité
koncentraci 250 1Js, vyvolavajici smrt u 70 % testovanych jedinct. V ramci
celého kmene se jevil nejvice patogennim kmen Jakub, ktery pfi
koncentracich 1000 IJs, 500 IJs a 250 1Js vykazoval patogenitu 40 %, 50 %
a 50 %. Naopak nejméné patogennim kmenem se jevil kmen 1 (S. kraussei)
s celkovou patogenitou 10 % pii koncentraci 500 IJs.

Nejvétsi mortalita mandelinky bramborové, zplisobena kmeny hlistic, byla
zaznamenana u kmene Jakub (46,67 % testovanych jedinct). Nejnizsi byla
zaznamenana u kmene 1 (3,33 % testovanych jedincti).

Vyskyt pfirozené introdukovanych hlistic z ¢eledi Mermithidae se projevil
pfi testovani kment hlistic A8 a 4 celkem u 30 % jedinch a pfi testovani
izolovanych kmenii hub u vSech testovanych variant u 2,5 % testovanych

jedinct, vyjma kmene Met I a Bba II s nulovym zastoupenim téchto hlistic.
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Mandelinka bramborova vydrzi bez potravy i vice nez 28 dni, primérna
mortalita bez pfistupu k potravé nastava v pribéhu Sestnactého dne.
Entomopatogenni houby snizuji dobu pieziti bez potravy az na polovinu, tj.
na osmy den od expozice.

Nejucinn€j$im testovanym kmenem hub byl kmen Met II, ktery usmrtil
testované jedince jiz v pribéhu osmého dne od aplikace suspenze. Mezi
kmeny s nejnizsi uc¢innosti patiily kmeny Bba Il, Bba 1l a Bba IV, u kterych
mortalita sledovanych jedincti mandelinky byla zaznamenana az v prub¢hu
¢trnactého dne od aplikace suspenze.

Vyskyt mykozy byl primérné zaznamenan tfinacty den od aplikace
suspenze. Kmen Bba 11l byl vyhodnocen jako kmen s nejrychleji rostoucim
myceliem, které bylo patrné jiz desaty den od aplikace suspenze. Kmen
Bba Il patiil mezi kmeny s nejpomaleji se rozvijejicim myceliem, které bylo
patrné az Vv pribéhu Sestnactého dne. Kmen Isf nevytvofil Zadné patrné
mycelium.

Primérna ucinnost vSech izolovanych kment hub dosahla hodnoty 30 %.
Nejvyssi u¢innost byla zaznamenana pii aplikaci kmene Met 11 s celkovou
mortalitou 63,33 % testovanych jedincd. Nejniz$i ucinnost byla
zaznamenana u kmene Isf, s 0 % mortalitou testovanych jedincu.
Priimérny vyskyt ptirozené introdukovanych hub byl stanoven u 3,18 %

testovanych jedinct S vnéjsim projevem v prubéhu sedmého dne.
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8 Pfilohy

Tab.1 — Slozeni Haydakovy zivné pady pro larvy Gallonella mellonela.

Slozky smési Mnozstvi (g)
Kukufi¢ny Srot 660
PSeni¢na mouka 330
Pseni¢ny Srot 330
Susené mléko 330
Susené kvasnice 165
V¢eli med 330
Glycerin 330
Ve¢eli vosk 525
Poznamka: Na vodni 1dzni byly vSechny slozky (vyjma glycerinu)
smichany a prohnéteny pfti teploté 60°C. Na zavér byl pfidan glycerin,
sm¢s slita do prazdné sklenéné ldhve a ponechana k vychladnuti.

o1



Tab.2 — Odbérova data k entomopatogennim hlisticim.

) Datum ) GPS
Oznaceni Druh Lokalita Biotop
odbéru soufadnice
Steinernema | Dvorce, Lysa 50.2022464N
1 7.4.2020 | Solitér
kraussei nad Labem 14.8022975E
Oscheius Dvorce, Lysa 50.2022464N
1b 7.4.2020 | Solitér
onirici nad Labem 14.8022975E
Steinernema | Nové Mésto na 49.5600256N
4 21.4.2020 Pole
affine Moravé, Zubfii 16.1175756E
Steinernema Maly Bor, 49.3243025N
A2 ) 23.4.2020 Pole
feltiae Klatovy 13.6520806E
Steinernema Drevikov, 49.7563928N
A3 ) _ 45.2020 | Solitér
affine Chrudim 15.8171803E
Steinernema 50.2978444N
A7 ] Supikovice 6.5.2020 | Solitér
feltiae 17.2665522E
Steinernema Dievikov, 49.7563928N
A8 ] _ 45.2020 | Solitér
kraussei Chrudim 15.8171803E
Steinernema 49.6434353N
Al4 Valecov 6.5.2020 Solitér
affine 15.4996403E
Steinernema 49.0920117N
Jakub ] Zbudov 10.7.2020 | Zahrada
feltiae 14.3098958E
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Tab. 3 — Kontrolni varianta pro sedmidenni pozorovani vlivu izolované suspenze
hlistic na mandelinku bramborovou (spole¢né pro Tab.3-Tab. 12 : MERM = nalez
strunice, ,,?* = malatné chovani, OK = bez vnéjsiho projevu patogenity, KO = umrti,

Houba = projev introdukovanych hub).

KON.V.| 0.den 1.den 2.den 3.den | 4.den 5.den 6.den | 7.den | Merm | Houba
K1 OK OK OK MERM X X X X ANO X
K2 OK OK OK ? OK OK OK OK X X
K3 OK OK OK OK OK OK OK OK X X
K4 OK OK OK OK OK OK OK OK X X
K5 OK OK OK OK OK OK OK OK X X
K6 OK OK OK OK OK OK OK OK X X
K7 OK OK OK OK OK OK OK OK X X
K8 OK OK OK OK OK OK OK OK X X
K9 OK OK OK KO X X X X X X
K10 OK OK OK OK OK OK OK OK X X

Tab. 4 — Sedmidenni pozorovani vlivu kmene 1 na testované jedince mandelinky

bramborové.

10001Js| 0O.den 1.den 2.den 3.den 4.den 5.den 6.den 7.den |lInvazivnost| Merm | Houba
1 OK OK OK OK OK OK OK OK 0
2 OK OK OK OK OK OK OK OK 0 X X
3 OK OK OK OK OK OK OK OK 0 X X
4 OK OK OK OK OK OK OK OK 0 X X
5 OK OK OK OK OK OK OK OK 5 X X
6 OK OK OK OK OK OK OK OK 0 X X
7 OK OK OK OK OK OK OK OK 0 X X
8 OK OK OK OK OK OK OK OK 0 X X
9 OK OK OK OK OK OK OK OK 0 X X
10 OK OK OK OK OK OK OK OK 0 X X

5001Js
1 OK OK OK OK OK OK KO X 0 X X
2 OK OK OK OK OK OK OK OK 0 X X
3 OK OK OK OK OK OK OK OK 0 X X
4 OK OK OK OK OK OK OK OK 0 X X
5 OK OK OK OK OK OK OK OK 0 X X
6 OK OK OK OK OK OK OK OK 0 X X
7 OK OK OK OK OK OK OK OK 0 X X
8 OK OK OK OK OK OK OK OK 0 X X
9 OK OK OK OK OK OK OK OK 0 X X
10 OK OK OK OK OK OK OK OK 0 X X

2501Js
1 OK OK OK OK OK OK OK OK 0 X X
2 OK OK OK OK OK OK OK OK 0 X X
3 OK OK OK OK OK OK OK OK 0 X X
4 OK OK OK OK OK OK OK OK 0 X X
5 OK OK OK OK OK OK OK OK 0 X X
6 OK OK OK OK OK OK OK OK 0 X X
7 OK OK OK OK OK OK OK OK 0 X X
8 OK OK OK OK OK OK OK OK 0 X X
9 OK OK OK OK OK OK OK OK 0 X X
10 OK OK OK OK OK OK OK OK 0 X X
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Tab. 5 — Sedmidenni pozorovani vlivu kmene 1b na testované jedince mandelinky

bramborové.
10001Js | 0.den 1.den 2.den 3.den 4.den 5.den | 6.den | 7.den [Invazivnostl Merm | Houba
1 OK OK OK vyfazen X X X X 0 X X
2 OK OK OK OK OK OK KO X 100 X X
3 OK OK OK OK OK OK OK KO 300 X X
4 OK OK OK OK OK OK OK ? 0 X X
5 OK OK OK OK OK OK KO X 300 X X
6 OK |KO (houba) X X X X 0 X ANO
7 OK |KO (houba) X X X X X X 0 X ANO
8 OK OK OK OK KO (houba) X 0 X ANO
9 OK ? OK |KO (houba) X X 0 X ANO
10 OK OK OK OK OK OK OK OK 0 X X

Tab. 6 — Sedmidenni pozorovani vlivu kmene 4 na testované jedince mandelinky

bramborové.
10001Js | 0.den 1.den 2.den 3.den 4.den 5.den 6.den 7.den [Invazivnosf Merm | Houba

1 OK OK OK OK OK OK OK OK 30 X X

2 OK OK OK OK OK OK OK OK 30 X X

3 OK OK OK OK OK OK OK OK 70 X X

4 OK OK ? ? OK OK OK OK 30 X X

5 OK KO X X X X X X 11 ANO X

6 OK OK OK OK OK OK OK OK 40 X X

7 OK OK OK OK OK OK OK OK 60 X X

8 OK OK OK OK OK OK OK OK 35 X X

9 OK ? OK ? KO (houba! X X X 0 X ANO
10 OK KO X X X X X X 9 ANO X

500Js

1 OK OK OK OK OK OK OK OK 0 X X

2 OK OK OK OK OK OK OK OK 5 X X

3 OK OK OK OK OK OK OK OK 4 X X

4 OK ? OK ? OK OK OK OK 0 X X

5 OK OK KO X X X X X 6 ANO X

6 OK OK KO X X X X X 25 ANO X

7 OK KO X X X X X X 0 X ANO
8 OK OK OK ? ? OK OK ? 0 X

9 OK OK OK OK OK OK ? ? 10 X

10 OK OK OK OK OK OK OK ? 35 X

2501Js

1 OK OK OK OK OK ? OK OK 0 X X

2 OK OK OK OK OK KO X X 0 ANO X

3 OK OK ? KO X X X 0 X X

4 OK KO X X X X 0 X ANO
5 OK OK OK OK ? OK OK OK 0 X X

6 OK OK KO X X X X X 0 X ANO
7 OK OK KO X X X X X 0 ANO X

8 OK ? OK OK ? OK OK OK 0 X X

9 OK OK KO X X X X X 3 ANO X
10 OK OK ? KO X X X X 3 ANO X
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Tab. 7 — Sedmidenni pozorovani vlivu kmene A2 na testované jedince mandelinky

bramborové.

10001Js | O.den | l.den | 2.den | 3.den | 4.den | 5.den | 6.den | 7.den [Invazivhos§ Merm | Houba
1 0 X
2 0 X X
3 0 X X
4 0 X X
5 10 X X
6 0 X X
7 0 X X
8 2 X X
9 8 X X
10 45 X X

50000s | |
1 0 X X
2 0 X X
3 0 X X
4 0 X X
5 0 X X
6 30 X X
7 0 X X
8 0 X X
9 0 X X
10 0 X X

25000s | |
1 4 X X
2 0 X X
3 0 X X
4 0 X X
5 0 X X
6 0 X X
7 0 X X
8 0 X X
9 0 X X
10 0 X X
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Tab. 8 — Sedmidenni pozorovani vlivu kmene A3 na testované jedince mandelinky

bramborové.
10001Js | 0.den | l.den 2.den 3.den | 4.den 5.den 6.den | 7.den [lInvazivnost| Merm | Houba
1 OK OK OK OK OK OK OK OK 0 X X
2 OK OK OK OK OK [KO (houba) X X 15 X ANO
3 OK OK OK OK OK OK OK OK 0 X X
4 OK OK OK OK OK OK OK OK 0 X X
5 OK OK OK OK OK OK OK OK 0 X X
6 OK OK OK OK OK |KO (houba) X X 0 X ANO
7 OK OK OK OK OK OK OK OK 0 X X
8 OK ? OK OK OK OK OK OK 0 X X
9 OK OK OK OK OK OK OK OK 0 X X
10 OK OK OK OK OK OK OK OK 0 X X
5001Js
1 OK OK OK OK OK ? OK OK 0 X X
2 OK OK OK OK OK |KO (houba) X X 0 X ANO
3 OK OK OK OK OK OK OK OK 0 X X
4 OK ? OK KO X X X X 20 X X
5 OK ? KO X X X X X 38 X X
6 OK OK OK OK OK OK OK OK 0 X X
7 OK OK OK OK OK OK OK OK 0 X X
8 OK OK OK KO X X X X 43 X X
9 OK OK |KO (houba) X X X X X 30 X ANO
10 OK OK OK OK OK OK OK OK 5 X X
2501Js
1 OK OK OK OK OK OK OK OK 0 X X
2 OK OK OK OK OK OK OK OK 0 X X
3 OK OK OK OK OK OK OK OK 0 X X
4 OK OK OK KO X X X X 15 X X
5 OK ? OK OK OK ? ? ? 0 X X
6 OK ? OK KO X X X X 25 X X
7 OK OK OK OK OK OK OK OK 0 X X
8 OK OK OK OK OK OK OK OK 0 X X
9 OK OK OK OK OK OK OK OK 20 X X
10 OK OK OK OK OK OK OK OK 0 X X
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Tab. 9 — Sedmidenni pozorovani vlivu kmene A7 na testované jedince mandelinky

bramborové.
10001Js | 0.den 1.den 2.den 3.den 4.den 5.den 6.den 7.den |Invazivnost] Merm | Houba
1 OK OK OK OK OK OK OK KO 0 X X
2 OK OK OK OK OK OK ? KO 0 X X
3 OK  [KO (houba) X X X X X X 0 X ANO
4 OK ? OK OK OK OK OK OK 30 X X
5 OK OK OK OK OK OK  |KO (houba) 0 X ANO
6 OK [KO (houba) X X X X X 0 X ANO
7 OK OK OK OK OK OK OK OK 0 X X
8 OK OK OK OK OK ? ? KO 0 X X
9 OK OK OK OK OK OK OK KO 0 X X
10 OK OK OK OK OK OK OK OK 0 X X
5001Js
1 OK [KO (houba) X X X X X X 0 X ANO
2 OK OK OK OK OK OK OK OK 30 X X
3 OK OK OK KO X X X X 0 X ANO
4 OK OK KO X X X X X 0 X ANO
5 OK OK KO X X X X X 34 X
6 OK OK OK OK OK OK KO X 15 X
7 OK OK OK OK OK OK OK OK 10 X
8 OK ? OK OK OK ? KO X 6 X
9 OK OK OK OK KO (houba) X X X 20 X ANO
10 OK OK OK OK OK OK OK OK 0 X X
2501Js
1 OK OK OK KO (houba) X X X 0 X ANO
2 OK OK KO (houba) X X X X 0 X ANO
3 OK OK OK OK OK OK OK OK 0 X X
4 OK OK OK OK OK OK OK OK 20 X X
5 OK OK OK OK OK OK ? OK 5 X X
6 OK OK OK OK OK OK OK OK 0 X X
7 OK OK OK OK OK OK ? OK 10 X X
8 OK OK OK OK OK ? OK OK 15 X X
9 OK OK KO (houba) X X X X X 0 X ANO
10 OK OK OK OK OK OK KO X 6 X X
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Tab. 10 — Sedmidenni pozorovani vlivu kmene A8 na testované jedince mandelinky

bramborové.

10001Js| 0O.den 1.den 2.den 3.den 4.den 5.den 6.den 7.den |Invazivnost Merm | Houba
1 OK OK OK ? KO X X X 95 ANO X
2 OK OK OK OK OK KO X X 37 ANO X
3 OK OK OK OK OK OK OK ? 0 X
4 OK OK OK OK OK OK OK OK 4 X
5 OK OK OK OK OK OK OK OK 35 X
6 OK OK OK OK OK OK OK OK 60 X
7 OK OK KO X X X X X 57 ANO X
8 OK OK OK OK OK OK OK OK 20 X X
9 OK OK OK OK OK OK OK OK 10 ANO X
10 OK OK OK OK ? OK OK OK 20 X X

5001Js
1 OK OK OK OK OK OK OK OK 5 X X
2 OK OK OK OK OK OK OK OK 0 X X
3 OK OK OK OK OK OK OK OK 5 X X
4 OK OK OK OK OK ? KO X 0 X X
5 OK OK OK OK OK OK OK KO 0 X X
6 OK OK OK OK KO X X X 30 ANO X
7 OK OK OK OK KO X X X 45 ANO X
8 OK OK OK OK ? KO X X 13 ANO X
9 OK OK KO X X X X X 30 ANO X
10 OK OK OK OK OK OK OK OK 0 X X

2501Js
1 OK OK OK KO MERM X X X X 35 ANO X
2 OK KO X X X X X X 20 ANO X
3 OK OK OK OK OK OK OK OK 0 X X
4 OK OK OK OK OK OK OK OK 0 X X
5 OK OK |KO MERM X X X X X 0 ANO X
6 OK OK OK OK OK OK OK OK 0 X X
7 OK OK OK OK OK OK OK OK 0 X X
8 OK OK OK OK OK OK OK ? 10 X X
9 OK OK OK OK OK OK OK OK 0 X X
10 OK ? OK OK ? OK OK OK 0 X X
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Tab. 11 — Sedmidenni pozorovani vlivu kmene Al4 na testované¢ jedince mandelinky

bramborové.

10001Js | 0O.den 1.den 2.den 3.den | 4.den | 5.den 6.den 7.den [Invazivnhostt Merm | Houba
1 0 X X
2 0 X X
3 0 X X
4 0 X X
5 0 X X
6 0 X X
7 0 X X
8 0 X X
9 0 X ANO
10 0 X X

50000s | |
1 0 X X
2 0 X X
3 0 X X
4 0 X X
5 0 X X
6 0 X X
7 0 X X
8 0 X X
9 0 X X
10 0 X X

25010 | |
1 0 X X
2 0 X X
3 1 X X
4 0 X X
5 0 X X
6 0 X X
7 0 X X
8 0 X X
9 0 X X
10 0 X X
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Tab. 12 — Sedmidenni pozorovani vlivu kmene Jakub na testované jedince mandelinky

bramborové.

10001Js| 0O.den | 1.den | 2.den | 3.den | 4.den | 5.den | 6.den | 7.den |Invazivnost| Merm | Houba
1 OK KO X X X X X X 100 X X
2 OK ? ? KO X X X X 33 X X
3 OK OK OK OK OK OK OK OK 0 X X
4 OK OK OK OK OK OK OK OK 0 X X
5 OK OK ? OK ? KO X 0 X X
6 OK OK OK OK OK OK OK ? 0 X X
7 OK OK OK OK ? ? OK OK 0 X X
8 OK ? KO X X X X X 0 X X
9 OK OK OK ? OK OK OK OK 0 X X
10 OK ? ? ? KO X X X 55 X X

5001Js
1 OK ? OK OK OK OK OK OK 0 X X
2 OK ? ? ? ? KO X X 19 X X
3 OK OK OK OK OK ? OK OK 0 X X
4 OK OK OK ? OK OK OK OK 0 X X
5 OK OK ? OK OK OK OK OK 0 X X
6 OK OK ? KO X X X X 13 X X
7 OK OK OK OK OK ? OK OK 0 X X
8 OK OK ? ? ? KO X X 0 X X
9 OK OK ? OK OK ? KO X 10 X X
10 OK OK ? ? KO X X X 10 X X

2501Js
1 OK ? ? ? ? OK OK OK 0 X X
2 OK OK OK ? OK OK OK OK 0 X X
3 OK ? ? OK ? ? KO 0 X X
4 OK KO X X X X X X 13 X X
5 OK OK OK OK OK OK OK OK 0 X X
6 OK OK OK OK OK OK OK ? 0 X X
7 OK ? KO X X X X X 57 X X
8 OK KO X X X X X X 13 X X
9 OK OK OK OK OK OK OK KO 0 X X
10 OK OK OK OK OK OK OK OK 0 X X
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Tab. 13 — Legenda ke grafickému znazornéni metody sledovani suspenzi izolovanych

kmenti entomopatogennich hub.

Kmen Druh Lokalita Poznamka
Met | Metarhizium anisopliae Supikovice Solitér
Met II Metarhizium anisopliae Chlebovice Solitér
Met 111 Metarhizium anisopliae Valecov Solitér
Met IV Metarhizium anisopliae Hukovice Pole
Met V Metarhizium anisopliae Havlickova Borova Pole
Bba | Beauveria bassiana Havlickova Borova Solitér
Bba Il Beauveria bassiana Zabgice Solitér
Bba 111 Beauveria bassiana Supikovice Solitér
Bba IV Beauveria bassiana Havlickova Borova Solitér
Isf Isaria fumosorosea Albrechtice Solitér
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Tab. 14 — Zaznam kontrolni varianty pro sledovani vlivu suspenze hub na mandelinku

bramborovou.
Opakovani Datum aplikace Cislo Datum amrti DEN Datum mykézy DEN Poznimka

| 20.8.2020 1 7.9. 18 X X
2 6.9. 17 X X
3 4.9. 15 X X
4 30.8. 10 X X
5 29.8. 9 X X Nativni Bba 29.8.
6 25.8. 5 X X Nativni Bba 25.8.
7 14.9. 25 X X
8 14.9. 25 X X
9 27.8. 7 X X
10 2.9. 13 X X
11 8.9. 19 X X
12 8.9. 19 X X
13 X X X X
14 X X X X
15 X X X X
16 X X X X
17 X X X X
18 X X X X
19 X X X X
20 X X X X

1l 20.8.2020 1 X X X X
2 X X X X
3 X X X X
4 16.9. 27 X X
5 10.9. 21 X X
6 11.9. 22 X X
7 14.9. 25 X X
8 12.9. 23 X X
9 11.9. 22 X X
10 15.9. 26 X X
11 1.9. 12 X X Nativni Bba 1.9.
12 3.9. 14 X X
13 27.8. 7 X X
14 28.8. 8 X X
15 7.9. 18 X X
16 6.9. 17 X X
17 6.9. 17 X X
18 6.9. 17 X X
19 21.8. 7 X X Nativni Bba 28.8.
20 26.8. 6 X X

11 20.8.2020 1 16.9. 27 X X
2 17.9. 28 X X
3 X X X X
4 X X X X
5 X X X X
6 11.9. 22 X X
7 13.9. 24 X X
8 10.9. 21 X X
9 11.9. 22 X X
10 4.9. 15 X X
11 6.9. 17 X X
12 6.9. 17 X X
13 2.9. 13 X X
14 28.8. 8 X X
15 29.8. 9 X X
16 8.9. 19 X X
17 8.9. 19 X X
18 4.9. 15 X X
19 8.9. 19 X X Nativni Bba 28.8.
20 24.8. 4 X X 2X merm
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Tab. 15 — Zaznam ze sledovani vlivu suspenze kmene Met I na mandelinku

bramborovou.
Opakovani Datum aplikace Cislo Datum dmrti DEN Datum mykézy DEN Poznamka

| 20.8.2020 1 30.8. 10 X X
2 16.9. 27 X X
3 31.8. 11 X X
4 28.8. 8 X X
5 30.8. 10 X X
6 3.9. 14 8.9. 19
7 6.9. 17 8.9. 19
8 29.8. 9 30.8. 10
9 29.8. 9 29.8. 9
10 29.8. 9 31.8. 11
11 28.8. 8 30.8. 10
12 26.8. 6 28.8. 8
13 24.8. 4 X X Nativni Bba (24.8.)
14 26.8. 6 X X Nativni Bba (27.8.)
15 25.8. 5 28.8. 8
16 1.9. 12 3.9. 14
17 30.8. 10 31.8. 11
18 25.8. 5 X X Nativni Bba (28.8.)
19 30.8. 10 1.9. 12
20 31.8. 11 4.9, 15

1l 20.8.2020 1 11.9. 22 X X
2 5.9. 16 X X
3 11.9. 22 X X
4 26.8. 6 X X
5 7.9. 18 X X
6 10.9. 21 12.9. 23
7 7.9. 18 12.9. 23
8 7.9. 18 12.9. 23
9 27.8. 7 5.9. 16
10 7.9. 18 13.9. 24
11 31.8. 11 2.9. 13
12 2.9. 13 2.9. 13
13 2.9. 13 6.9. 17
14 28.8. 8 30.8. 30
15 23.8. 3 X X Nativni Bba (23.8.)
16 3.9. 14 5.9. 16
17 27.8. 7 29.8. 9
18 1.9. 12 1.9. 12
19 24.8. 4 1.9. 12
20 30.8. 10 2.9. 13

11 | 20.8.2020 1 27.8. 7 X X

2 28.8. 8 X X
3 30.8. 10 X X
4 2.9. 13 X X
5 1.9. 12 X X
6 4.9. 15 X X
7 29.8. 9 X X
8 X X X X
9 5.9. 16 X X
10 30.8. 10 5.9. 16
11 25.8. 5 27.8. 7
12 28.8. 8 30.8. 10
13 29.8. 9 30.8. 10
14 29.8. 9 3.9. 14
15 29.8. 9 X X Nativni Bba (30.8)
16 29.8. 9 1.9. 12
17 22.8. 2 X X Nativni Bba (24.8.)
18 25.8. 5 X X Nativni Bba (27.8.)
19 31.8. 11 2.9. 13
20 28.8. 8 1.9. 12
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Tab. 16 — Zaznam ze sledovani vlivu suspenze kmene Met Il na mandelinku

bramborovou.
Opakovani Datum aplikace Cislo Datum dmrti DEN Datum mykozy DEN Poznamka
| 20.8.2020 1 31.8. 11 X X
29.8. 9 X X
3 24.8. 4 X X
4 25.8. 5 X X
5 25.8. 5 X X 1X merm
6 27.8. 7 30.8. 10
7 29.8. 9 2.9, 13
8 27.8. 7 X X
9 28.8. 8 5.9. 16
10 29.8. 9 30.8. 10
11 25.8. 5 29.8. 9
12 25.8. 5 28.8. 8
13 26.8. 6 31.8. 11
14 26.8. 6 28.8. 8
15 31.8. 11 1.9. 12
16 28.8. 8 1.9. 12
17 25.8. 5 29.8. 9
18 28.8. 8 29.8. 9
19 25.8. 5 28.8. 8
20 28.8. 8 31.8. 11
1l 20.8.2020 1 22.8. 2 X X
2 1.9. 12 X X
3 26.8. 6 X X
4 26.8. 6 X X
5 27.8. 7 X X
6 25.8. 5 X X 1x merm
7 29.8. 9 5.9. 16
8 28.8. 8 5.9. 16
9 28.8. 8 2.9. 13
10 25.8. 5 29.8. 9
11 25.8. 5 28.8. 8
12 29.8. 9 30.8. 10
13 29.8. 9 1.9. 12
14 27.8. 7 30.8. 10
15 26.8. 6 1.9. 12
16 25.8. 5 29.8. 9
17 26.8. 6 28.8. 8
18 1.9. 12 4.9, 15
19 31.8. 11 6.9. 17
20 1.9. 12 3.9. 14
11 | 20.8.2020 1 5.9. 16 X X
2 31.8. 11 X X
3 30.8. 10 X X
4 24.8. 4 X X
5 25.8. 5 X X
6 26.8. 6 X X
7 15.9. 26 X X
8 26.8. 6 X X
9 29.8. 9 X X
10 5.9. 16 14.9. 25
11 1.9. 12 2.9. 13
12 31.8. 11 5.9. 16
13 29.8. 9 30.8. 10
14 26.8. 6 X X Nativni Bba (27.8.)
15 1.9. 12 5.9. 16
16 29.8. 9 29.8. 9
17 29.8. 9 30.8. 10
18 28.8. 8 30.8. 10
19 29.8. 9 1.9. 12
20 318 11 4.9, 15
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Tab. 17 — Zéaznam ze sledovani vlivu suspenze kmene Met III na mandelinku

bramborovou.
Opakovani Datum aplikace Cislo Datum amrti DEN Datum mykézy DEN Poznamka
| 20.8.2020 1 4.9, 15 X X
2 15.9. 26 X X
3 8.9. 19 X X
4 10.9. 21 X X
5 28.8. 8 X X
6 22.8. 2 X X
7 29.8. 9 X X
8 29.8. 9 X X
9 31.8. 11 X X
10 30.8. 10 X X
11 15.9. 26 X X
12 4.9, 15 X X
13 16.9. 27 X X
14 15.9. 26 X X
15 22.8. 2 28.8. 8
16 24.8. 4 28.8. 8
17 9.9. 20 14.9. 23
18 27.8. 7 19. 12
19 24.8. 4 27.8. 7 2X merm
20 29.8. 9 19. 12
1l 20.8.2020 1 6.9. 17 X X
2 28.8. 8 X X
3 8.9. 19 X X
4 1.9. 12 X X
5 26.8. 6 X X
6 5.9. 16 X X
7 31.8. 11 X X
8 1.9. 12 X X
9 28.8. 8 X X
10 28.8. 8 X X
11 11.9. 22 X X
12 23.8. 3 29.8. 9 1x merm
13 30.8. 10 30.8. 10
14 3.9. 14 3.9. 14
15 1.9. 12 3.9. 14
16 22.8. 2 X X Nativni Bba 23.8.
17 25.8. 5 X X Nativni Bba 26.8.
18 25.8. 5 30.8. 10
19 30.8. 10 5.9. 16
20 21.8. 7 X X Nativni Bba 26.8.
I | 20.8.2020 1 25.8. 5 X X
2 1.9. 12 X X
3 6.9. 17 X X
4 25.8. 5 X X
5 4.9. 15 X X
6 25.8. 5 30.8. 10
7 23.8. 3 X X
8 15.9. 26 X X
9 27.8. 7 X X
10 12.9. 23 X X
11 6.9. 17 12.9. 23
12 8.9. 19 14.9. 25
13 1.9. 12 2.9. 13
14 3.9. 14 3.9. 14
15 1.9. 12 2.9. 13
16 1.9. 12 19. 12
17 26.8. 6 29.8. 9
18 27.8. 7 29.8. 9
19 4.9. 15 6.9. 17
20 30.8. 10 2.9. 13
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Tab. 18 — Zaznam ze sledovani vlivu suspenze kmene Met IV na mandelinku

bramborovou.
Opakovani Datum aplikace Cislo Datum umrti DEN Datum mykézy DEN Poznamka
| 20.8.2020 1 31.8. 11 X X
2 27.8. 7 X X
3 26.8. 6 X X
4 22.8. 2 X X
5 25.8. 5 X X
6 26.8. 6 X X
7 29.8. 9 X X
8 30.8. 10 X X
9 24.8. 4 X X
10 7.9. 18 X X
11 29.8. 9 31.8. 11
12 31.8. 11 5.9. 16
13 27.8. 7 30.8. 10
14 26.8. 6 28.8. 8 1x merm
15 28.8. 8 29.8. 9
16 30.8. 10 2.9. 13
17 30.8. 10 2.9. 13
18 1.9. 12 5.9. 16
19 30.8. 10 1.9. 12
20 29.8. 9 31.8. 11
1l 20.8.2020 1 2.9. 13 X X
2 1.9. 12 X X
3 5.9. 16 X X
4 26.8. 6 X X
5 7.9. 18 X X
6 29.8. 9 X X
7 23.8. 3 X X 2X merm
8 3.9. 14 X X
9 27.8. 7 X X
10 1.9. 12 X X
11 27.8. 7 X X
12 24.8. 4 X X
13 11.9. 22 X X
14 26.8. 6 X X
15 X X X X
16 29.8. 9 5.9. 16
17 29.8. 9 1.9. 12
18 1.9. 12 1.9. 12
19 29.8. 9 30.8. 10
20 29.8. 9 1.9. 12
11 20.8.2020 1 25.8. 5 X X
2 16.9. 27 X X
3 7.9. 18 X X
4 12.9. 23 X X
5 30.8. 10 X X
6 6.9. 17 X X
7 1.9. 12 X X
8 31.8. 11 X X
9 29.8. 9 X X
10 1.9. 12 X X
11 3.9. 14 X X
12 3.9. 14 X X
13 28.8. 8 X X
14 1.9. 12 X X
15 28.8. 8 X X
16 23.8. 3 X X
17 11.9. 22 15.9. 26
18 25.8. 5 X X Nativni Bba 27.8.
19 29.8. 9 2.9. 13
20 31.8. 11 2.9. 13
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Tab. 19 — Zaznam ze sledovani vlivu suspenze kmene Met V na mandelinku

bramborovou.
Opakovani Datum aplikace Cislo Datum Gmrti DEN Datum mykozy DEN Poznamka

| 20.8.2020 1 29.8. 9 X X
2 14.9. 25 X X
3 23.8. 3 X X 2x merm
4 31.8. 11 X X
5 4.9. 15 X X
6 25.8. 5 X X
7 25.8. 5 X X
8 30.8. 10 X X
9 15.9. 26 X X
10 28.8. 8 X X
11 29.8. 9 X X
12 22.8. 2 X X
13 28.8. 8 4.9. 15
14 4.9. 15 7.9. 18
15 28.8. 8 3.9. 14
16 25.8. 5 7.9. 18
17 3.9. 14 8.9. 19
18 4.9. 15 4.9. 15
19 23.8. 3 X X Nativni Bba 24.8.
20 31.8. 11 2.9. 13

T | 20.8.2020 1 26.8. 6 X X
2 30.8. 10 X X
3 5.9. 16 X X
4 11.9. 22 X X
5 23.8. 3 X X
6 29.8. 9 X X
7 27.8. 7 X X
8 X X X X
9 X X X X
10 X X X X
11 31.8. 11 5.9. 16
12 30.8. 10 3.9. 14
13 26.8. 6 X X Nativni Bba 28.8.
14 27.8. 7 28.8. 8
15 29.8. 9 30.8. 10
16 29.8. 9 3.9. 14
17 30.8. 10 2.9, 13
18 31.8. 11 5.9. 16
19 28.8. 8 1.9 12
20 29.8. 9 1.9. 12

11 20.8.2020 1 26.8. 6 X X

2 4.9. 15 X X
3 2.9. 13 X X
4 30.8. 10 X X
5 24.8. 4 X X
6 22.8. 2 X X
7 28.8. 8 X X
8 15.9. 26 X X
9 29.8. 9 X X
10 30.8. 10 X X
11 6.9. 17 X X
12 1.9. 12 5.9. 16
13 29.8. 9 30.8. 10
14 3.9. 14 4.9. 15
15 31.8. 11 3.9. 14
16 25.8. 5 5.9. 16
17 25.8. 5 27.8. 7 1x merm
18 31.8. 11 4.9. 15
19 29.8. 9 31.8. 11
20 28.8. 8 30.8. 10
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Tab. 20 — Zaznam ze sledovéani vlivu suspenze kmene Bba I na mandelinku

bramborovou.
Opakovani Datum aplikace Cislo Datum umrti DEN Datum mykézy DEN Poznimka
| 20.8.2020 1 29.8. 9 X X
2 16.9. 27 X X
3 15.9. 26 X X
4 7.9. 18 X X
5 24.8. 4 X X 1x merm
6 X X X
7 X X X X
8 15.9. 26 X X
9 3.9. 14 X X
10 12.9. 23 X X
11 7.9. 18 12.9. 23
12 6.9. 17 11.9. 22
13 1.9. 12 1.9. 12
14 2.9. 13 5.9. 16
15 1.9. 12 3.9. 14
16 28.8. 8 29.8. 9
17 25.8. 5 29.8. 9
18 27.8. 7 29.8. 9
19 29.8. 9 29.8. 9
20 30.8. 10 2.9. 13
Il | 20.8.2020 1 7.9, 18 X X
2 31.8. 11 X X
3 16.9. 27 X X
4 16.9. 27 X X
5 22.8. 2 X X
6 27.8. 7 X X
7 3.9. 14 X X
8 X X X X
9 2.9. 13 3.9. 14
10 30.8. 10 8.9. 19
11 6.9. 17 6.9. 17
12 5.9. 16 10.9. 21
13 28.8. 8 29.8. 9
14 27.8. 7 27.8. 7
15 31.8. 11 4.9. 15
16 30.8. 10 1.9. 12
17 1.9. 12 2.9. 13
18 30.8. 10 2.9. 13
19 29.8. 9 1.9. 12
20 2.9. 13 5.9. 16
11 | 20.8.2020 1 15.9. 26 X X
2 2.9. 13 X X
3 30.8. 10 X X
4 31.8. 11 X X
5 14.9. 25 X X
6 29.8. 9 X X
7 27.8. 7 X X
8 30.8. 10 X X
9 6.9. 17 9.9. 20
10 5.9. 16 7.9. 18
11 23.8. 3 217.8. 7 2X merm
12 28.8. 8 1.9. 12
13 30.8. 10 6.9. 17
14 31.8. 11 3.9. 14
15 31.8. 11 2.9. 13
16 27.8. 7 29.8. 9
17 30.8. 10 31.8. 11
18 30.8. 10 1.9. 12
19 31.8. 11 2.9. 13
20 2.9. 13 6.9. 17
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Tab. 21 — Zéaznam ze sledovani vlivu suspenze kmene Bba Il na mandelinku

bramborovou.
Opakovini Datum aplikace Cislo Datum dmrti DEN Datum mykézy DEN Poznimka

| 20.8.2020 1 6.9. 17 X X
2 26.8. 6 X X
3 22.8. 2 X X
4 8.9. 19 X X
5 7.9. 18 X X
6 7.9. 18 X X
7 13.9. 24 X X
8 6.9. 17 X X
9 15.9. 26 X X
10 29.8. 9 X X
11 X X X X
12 8.9. 19 X X
13 10.9. 21 X X
14 10.9. 21 X X
15 4.9, 15 X X
16 1.9. 12 6.9. 17
17 7.9. 18 16.9. 27
18 30.8. 10 1.9. 12
19 29.8. 9 30.8. 10
20 31.8. 11 2.9. 13
1l 20.8.2020 1 29.8. 9 X X
2 1.9. 12 X X
3 5.9, 16 X X
4 217.8. 7 X X
5 27.8. 7 X X
6 15.9. 26 X X
7 15.9. 26 X X
8 X X X X
9 X X X X
10 4.9. 15 4.9. 15
11 1.9. 12 8.9. 19
12 31.8. 11 3.9. 14
13 30.8. 10 6.9. 17
14 30.8. 10 3.9. 14
15 1.9. 12 6.9. 17
16 28.8. 8 8.9. 19
17 1.9. 12 6.9. 17
18 5.9. 16 9.9. 20
19 30.8. 10 4.9, 15
20 1.9. 12 4.9, 15
11 | 20.8.2020 1 8.9. 19 X X
2 16.9. 27 X X
3 22.8. 2 X X
4 12.9. 23 X X
5 217.8. 7 X X
6 6.9. 17 X X
7 6.9. 17 X X
8 31.8. 11 X X
9 8.9. 19 X X
10 7.9. 18 X X
11 31.8. 11 X X
12 X X X X
13 17.9. 28 X X
14 6.9. 17 10.9. 21
15 6.9. 17 8.9. 19
16 3.9. 14 10.9. 21
17 5.9, 16 8.9, 19
18 31.8. 11 2.9. 13
19 31.8. 11 31.8. 11
20 2.9, 13 6.9. 17
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Tab. 22 — Zéaznam ze sledovani vlivu suspenze kmene Bba III na mandelinku

bramborovou.
Opakovani Datum aplikace Cislo Datum Gmrti DEN Datum mykozy DEN Poznamka

| 20.8.2020 1 4.9, 15 X X
2 6.9. 17 X X
3 14.9. 25 X X
4 15.9. 26 X X
5 1.9. 12 X X
6 22.8. 2 X X
7 12.9. 23 X X
8 6.9. 17 X X
9 8.9. 19 X X
10 11.9. 22 X X
11 11.9. 22 X X
12 1.9. 12 X X
13 22.8. 2 X X
14 31.8. 11 X X
15 8.9. 19 X X
16 31.8. 11 X X
17 X X X X
18 X X X X
19 X X X X
20 27.8. 7 29.8. 9

1l | 20.8.2020 1 11.9. 22 X X
2 6.9. 17 X X
3 27.8. 7 X X
4 1.9. 12 X X
5 15.9. 26 X X
6 1.9. 12 X X
7 12.9. 23 X X
8 22.8. 2 X X
9 15.9. 26 X X
10 6.9. 17 X X
11 7.9. 18 X X
12 23.8. 3 X X 1x merm
13 7.9. 18 X X
14 13.9. 24 X X
15 16.9. 27 X X
16 X X X X
17 X X X
18 1.9. 12 X X
19 30.8. 10 5.9. 16
20 25.8. 5 26.8. 6

11 20.8.2020 1 13.9. 24 X X
2 12.9. 23 X X
3 31.8. 11 X X
4 8.9. 19 X X
5 31.8. 11 X X
6 11.9. 22 X X
7 5.9. 16 X X
8 31.8. 11 X X
9 29.8. 9 X X
10 7.9. 18 X X
11 31.8. 11 X X
12 24.8. 4 X X
13 8.9. 19 X X
14 27.8. 7 X X
15 7.9. 18 X X
16 X X X X
17 22.8. 2 2.9. 13 1x merm
18 26.8. 6 28.8. 8
19 27.8. 7 30.8. 10
20 24.8. 4 X X Nativni Bba 24.8.
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Tab. 23 — Zaznam ze sledovani vlivu suspenze kmene Bba IV na mandelinku

bramborovou.
Opakovani Datum aplikace Cislo Datum dmrti DEN Datum mykézy DEN | Poznimka
| 20.8.2020 1 8.9. 19 X X
15.9. 26 X X
3 14.9. 25 X X
4 23.8. 3 X X 1x merm
5 11.9. 22 X X
6 7.9. 18 X X
7 31.8. 11 X X
8 16.9. 27 X X
9 3.9. 14 X X
10 12.9. 23 X X
11 31.8. 11 X X
12 31.8. 11 X X
13 5.9. 16 X X
14 5.9. 16 X X
15 X X X
16 X X X
17 3.9. 14 X X
18 27.8. 7 31.8. 11
19 30.8. 10 8.9. 19
20 27.8. 7 8.9. 19
I | 208.2020 1 6.9. 17 X X
2 8.9. 19 X X
3 1.9. 12 X X
4 15.9. 26 X X
5 8.9. 19 X X
6 1.9. 12 X X
7 4.9. 15 X X
8 25.8. 5 X X
9 13.9. 24 X X
10 25.8. 5 X X
11 30.8. 10 X X
12 30.8. 10 X X
13 1.9. 12 X X
14 6.9. 17 X X
15 X X X
16 X X X
17 31.8. 11 X X
18 5.9. 16 8.9. 19
19 1.9. 12 7.9. 18
20 25.8. 5 27.8. 7
1] 20.8.2020 1 28.8. 8 X X
2 16.9. 27 X X
3 7.9. 18 X X
4 24.8. 4 X X
5 27.8. 7 X X
6 13.9. 24 X X
7 1.9. 12 X X
8 15.9. 26 X X
9 4.9. 15 X X
10 11.9. 22 X X
11 27.8. 7 X X
12 26.8. 6 X X
13 3.9. 14 X X
14 X X X X
15 X X X
16 X X X
17 6.9. 17 X X
18 23.8. 3 27.8. 7
19 29.8. 9 30.8. 10
20 31.8. 11 4.9. 15
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Tab. 24 — Zaznam ze sledovani vlivu suspenze kmene Isf na mandelinku bramborovou.

Opakovani Datum aplikace Cislo Datum umrti DEN Datum mykézy DEN Poznamka
| 20.8.2020 1 26.8. 6 X X
2 27.8. 7 X X
3 15.9. 26 X X
4 30.8. 10 X X
5 24.8. 4 X X 1x merm
6 16.9. 27 X X
7 1.9. 12 X X
8 30.8. 10 X X
9 10.9. 21 X X
10 29.8. 9 X X
11 1.9. 12 X X
12 28.8. 8 X X
13 24.8. 4 X X
14 4.9, 15 X X
15 28.8. 8 X X
16 29.8. 9 X X
17 15.9. 26 X X
18 10.9. 21 X X
19 X X X X
20 X X X X
1l | 20.8.2020 1 15.9. 26 X X
2 28.8. 8 X X
3 30.8. 10 X X
4 11.9. 22 X X
5 25.8. 5 X X
6 15.9. 26 X X
7 6.9. 17 X X
8 31.8. 11 X X
9 X X X X
10 X X X X
11 X X X X
12 X X X X
13 23.8 3 X X 1x merm
14 8.9. 19 X X
15 19. 12 X X Native Bba (5.9.)
16 30.8. 10 X X
17 31.8. 11 X X
18 22.8. 2 X X
19 22.8. 2 X X 1x merm
20 23.8. 3 X X
11 20.8.2020 1 29.8. 9 X X
2 29.8. 9 X X
3 26.8. 6 X X
4 30.8. 10 X X
5 29.8. 9 X X
6 28.8. 8 X X
7 28.8. 8 X X
8 25.8. 5 X X
9 29.8. 9 X X
10 24.8. 4 X X
11 7.9. 18 X X
12 27.8. 7 X X
13 3.9. 14 X X
14 6.9. 17 X X
15 27.8. 7 X X
16 1.9. 12 X X
17 15.9. 26 X X
18 X X X X
19 24.8. 4 X X 1x merm
20 11.9. 22 X X

72



