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Abstrakt

Bakalaiska prace je zamétena na kmen GHA entomopatogenni houby Beauveria
bassiana, ktery je obsazen v komerénim biopreparatu Botanigard. Botanigard je piipravek,
ktery se pouziva v biologické ochrané rostlin v mnoha zemich svéta v boji proti Sirokému
spektru Skudct raznych druht rostlin. V této bakalaiské praci jsou testovany ,,in vitro*
(radialni rust, vytéznost spor) a ,,in Vivo*“ parametry (virulence) kmene GHA houby Beauveria
bassiana a to pii ruznych teplotach za pouziti riznych zivnych médiich. Nejoptimalng&jsi
teplota pro radialni rast kmene GHA byla 25 °C, a to na médiich s pomérem dusiku a uhliku
20:20. Kmen GHA vyprodukoval nejvétsi mnozstvi konidii ve 25 °C na médiu, kdy byl dusik
a uhlik v poméru 20:40. Naopak, nejmensi produkce konidii byla dosazena na pudé PDA
a s pom¢erem dusiku a uhliku 5:10. Teplota 25 °C byla nejoptimalnéjsi i pro prub¢h infekce na
larvach potemnika mouéného (Tenebrio molitor). Cast prace se zabyva i porovnanim
vytéznosti blastospor kmene GHA s jinymi kmeny Beauveria bassiana odizolovanymi

z riznych geografickych oblasti. Nejvyssi vytéznost blastospor mél argentinsky kmen na

médiu MEB.

Kli¢ova slova: biologicka ochrana, Beauveria bassiana kmen GHA, pomér N:C, radialni rust,

produkce spor, teplota



Abstract

Bachelor thesis is focusing on the entomopathogenic fungus Beauveria bassiana strain
GHA, which is contained in the commercial bioproduct Botanigard. Botanigard is a product
used in biological control in many countries around the world to control a wide range of pests
of various plant species. In this thesis, "in vitro™ (radial growth, spore production) and "in
vivo" parameters (virulence) of the GHA strain of Beauveria bassiana were tested at various
temperatures on different nutrient media. The most optimal temperature for radial growth of
the GHA strain was 25 °C, on media with a nitrogen to carbon ratio of 20:20. The GHA strain
produced the largest amount of conidia on the medium with a nitrogen/carbon ratio of 20:40
at temperature 25 °C. On the contrary, the smallest conidia production was obtained on
medium PDA and nitrogen/carbon medium in ratio 5:10. The temperature of 25 °C was also
the most optimal for the infection of larvae of Tenebrio molitor. Thesis also deals with the
comparison of blastospores production of GHA strain with other strains of B. bassiana
isolated from different geographical areas. The strain isolated in Argentina had the highest
production of blastospores on MEB medium.

Key words: biological control, Beauveria bassiana GHA strain, ration N:C, radial growth,

spore production, temperature
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alergie, intolerance a rtizné stravovaci sméry jako jsou napf. vegetaridnstvi, veganstvi,
makrobiotika, bezlepkové strava, bezlaktézova strava a dalsi. Z tohoto divodu je stale se
zvysujici poptavka zejména po rostlinné produkci a tzv. bioproduktech. V soucasné dobé¢ jsou
biopotraviny svétovym trendem ve stravovani. Zajem spotiebiteli o biopotraviny stale
narasta. Kazdd takto oznaCend surovina je produktem ekologického zemédélstvi.
V ekologickém zemédé€lstvi se nesmi pouzivat chemické pesticidy a minimalizuje se negativni
dopad na zivotni prostiedi, necilové organismy a zdravi lidi. V ekologickém zeméd¢lstvi je
cilem zajistit, aby se nezadouci latky nedostaly do pidy, vody, ke zvitatim a k lidem.
V tomto systému hospodateni je kladen diraz na tzv. biologickou ochranu rostlin, kde se
vyuzivaji biologické pripravky k redukci Skodlivych organismi. Mezi tyto biologické
ptipravky patii rdzné mikroorganismy, jako jsou napi. entomopatogenni houby, bakterie,
hlistice a viry proti Skiidcim. Dale se proti Skiidcim vyuZzivaji makroorganismy na bazi
parazitoidi a predator. Proti chorobdm se mohou vyuZzivat napf. mykoparazitické houby.
Nejen v ekologickém zemédelstvi se klade diraz na pouzivani alternativnich metod ochrany
rostlin. Od 1.1.2014 je pro kazdého profesiondlniho péstitele povinnd integrovand ochrana
rostlin, kde je také snaha redukovat pouzivani chemickych pesticidi.

Tato bakalafska prace je zaméfena na biopreparat na bazi entomopatogenni houby
Beauveria bassiana kmen GHA Botanigard. Botanigard je biologicky piipravek, ktery se
vyuziva v biologické ochrané rostlin k redukci vyznamnych Skidcti v mnoha zemich svéta.
Pripravky na bdzi entomopatogennich mikroorganismi jsou vétSinou puidniho charakteru
a jejich velkou vyhodou je, Ze se po aplikaci na rostlinu mohou nadéle v ptid¢ udrzet i nékolik
let po aplikaci. Dalsi vyhodou pouziti entomopatogennich hub konkrétné¢ houby Beauveria
bassiana je jejich Siroky hostitelsky okruh.

V této bakalarské praci jsou shrnuty zakladni informace o entomopatogenni houbé¢
Beauveria bassiana a ptipravku Botanigard. Tento ptipravek je zde testovan v laboratornich
podminkach. Botanigard byl testovan na ristové a produkéni parametry v riznych teplotnich
podminkach a na rtiznych Zivnych médiich. Dale byl tento biopreparat testovan na virulenci
proti larvam potemnika mouc¢ného v riznych teplotnich podminkéch. A okrajové byly také
testovany i jiné kmeny houby Beauveria bassiana, kde byla sledovdna a porovnavana
produkce blastospor na ruznych zivnych médiich. Vysledky této bakalafské mohou byt

prospésné v praktickém vyuziti entomopatogenni houby Beauveria bassiana.
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2 LITERARNI PREHLED

2.1 Biologicka ochrana rostlin

Biologicka ochrana rostlin je ochrana zaméfena na udrzeni pfirozené rovnovahy mezi
uzitecnymi a Skodlivymi organismy. Biologickd ochrana je tedy zalozena na zamérném
pouzivani zivych organismi proti zivym organismiim. Vysledkem této ochrany je regulace
cetnosti vSech Skodlivych Ciniteld, at’ uz se jedna o skiidce kulturnich plodin, tak i patogeni
rostlin a pleveld (Dufour, 2001).

V biologické ochrané proti Skiildciim se vyuzivaji pfirozené ptirodni prostfedky na béazi
makroorganismi, do nichz fadime rtizné druhy hmyzu a dravych rozto¢i. Ptipravky na bazi
makroorganismti délime na predatory a parazitoidy (Hajek, 2004). Predatofi, jakozto
organismy, které¢ konzumuji své obéti (kofist), nalezi do mnoha fadi hmyzu, napt. Diptera,
Neuroptera, Coleoptera, Hemiptera, Hymenoptera a zaroven sem patii velka skupina dravych
rozto¢l. Parazitoidi jsou organismy, které jsou na svého hostitele vazany pievazné alespon
¢asti svého vyvojového cyklu, tzn., ze se vyviji uvniti hostitelskych stadii. Parazitoidi jsou
Gizce specializovani a vazani vzdy na jeden druh/rod popt. eled’ hostitele. Uzka specializace
je i ve smyslu stadia, které konkrétni parazitoid parazituje. Néktefi parazitoidi jsou vazany
pouze na vajicka, nc¢které na larvy hostitelli. Parazitoidi se nazyvaji obecné parazitické
vosicky, protoze nalezi do fadu Hymenoptera. Jednoduse lze fici, ze piipravky na bazi
makroorganismi neohrozuji jiné organismy nez ty, na néz jsou zamétené (Landa, 2002; Van
Driesche a Heinz, 2004; Hon¢k a kol., 2008).

Vedle piipravki na bazi makroorganismt se v biologické ochrané rostlin pouzivaji
1 pfipravky na bazi mikroorganismti, kam fadime entomopatogenni viry, entomopatogenni
bakterie, entomopatogenni houby a entomopatogenni hlistice, které jsou uréeny pro regulaci
skidett (Butt a kol.,, 2001). V biologické ochran¢ proti patogenim se pouzivaji
mykoparazitické a antagonistické houby a antagonistické bakterie (Ghorbanpour a kol., 2018).

Mezi strategie biologické ochrany se ftadi konzervace pfirozenych nepftatel,
inokulativni introdukce a augmentace (Eilenberg a kol., 2001). Konzervace ptirozenych
neptatel ma Cisté ekologicky charakter, a napomahd podpofit a tim navysit v pfirodé cetnost
ptirozenych nepratel skiideti kulturnich rostlin. Pfirozené se vyskytujici uziteny hmyz lze
podpofit vysevem kvetoucich pasi v blizkosti poli. Zaroven jsou pro uzitecny hmyz dulezité
interakéni prvky v pfirodé, biokoridory a remizky, kde je hmyz chranén a zaroven kvetouci

kefe a stromy mohou byt zdrojem potravy, protoze nektefi pfirozeni neptatelé jsou schopni se
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zivit 1 alternativni potravou jako je nektar nebo pyl. Zaroven na téchto ekologickych prvcich
se vyskytuji herbivofi, ktefi slouzi jako potrava pro uzite¢ny hmyz v dobé, kdy na polich neni
zatim pfitomna jejich kofist nebo hostitel (Honék a kol., 2008).

Inokulativni introdukce (pokryti) ma komer¢ni charakter, kdy je tato strategie zalozena
na zamérném dodani ptirozenych neptatel skidct rostlin za pomoci biopreparatt (ptipravki)
na bazi makroorganismu. Pfikladem inokulativni introdukce je vneseni pfirozenych neptatel
do systému trvalych kultur, jako jsou sady nebo vinice. Mezi osvédCeny systém patii
introdukce dravého roztoce Typhlodromus pyri proti sviluSce chmelové (Tetranychus urticae)
a svilusce ovocné (Tetranychus cinnabarina) do sadti nebo na rostliny révy vinné (Landa,
2002; Van Driesche a Heinz 2004).

Augmentace neboli zvySeni se zakladd opét na zamémém vyuziti pfirozenych
nepiatel, a jednd se o biotechnologicky charakter, kdy se pfirozeni neptatelé produkuji ve
velkokapacitnich chovech komer¢nich firem. Velkokapacitné se mnozi nejen
makroorganismy, ale i mikroorganismy. Augmentaci lze dé€lit na dvé strategie, které jsou
bézné v praxi zavedené (Landa, 2002).

Prvni je inundativni strategie, kde se vyuZivaji piipravky na bazi makroorganismu
i mikroorganismi v polnich podminkach k regulaci skadct, ktefi prodélavaji jednu az dvé
generace do roka. Prikladem je vyuziti dravych vosi¢ek rodu Trichogramma spp. proti
zavije€i kukuficnému (Ostrinia nubilalis). Parazitické vosicky kladou vajicka do vaji¢ek
zavijeCe kukufi¢ného, a timto zpisobem, je parazituji. Uvnitf vajicek prodélavaji cely sviyj
vyvojovy cyklus. Na konci vyvoje se z vajicka zavijeCe vykouSe dospélec parazitoida.
V ramci této strategie mize byt proti zavije¢i kukuficnému vyuzit i mikroorganismus,
konkrétné entomopatogenni bakterie Bacillus thuringiensis (Eilenberg a kol., 2001).

Druhéd strategie vramci augmentace je sezonni inokulativni strategie, ktera je
zaméfena na skleniky a spocivd v opakované introdukci velkého mnozstvi pfirozenych
neptatel k regulaci populaci sklenikovych Skiidcti. Ve sklenicich lze kombinovat proti
jednomu cilovému S$kiadci vice piirozenych nepratel at uz z kategorie predator nebo
parazitoid. Pro tuto smésnou introdukci je dilezité mit znalosti ohledné¢ bionomie nejen
ptirozenych neptatel, ale i dané¢ho Skidce (Helyer a kol., 2014). Pro introdukci pfirozenych
nepratel do skleniki, je dulezité délat dikladny prizkum vyskytu skadct v porostech
pestovanych plodin. Tomuto prizkumu se fikd monitoring, ktery je velmi dilezity pro zvoleni
vhodného parazitoida nebo predatora, popiipadé kombinaci vicero druhli pfirozenych
neptatel. V dadvné minulosti, na zacatku vSech strategii, pfed komercializaci pfirozenych

nepiatel, byla vyuZzivana ¢innost, kdy se pfirozeni neptatelé sbirali v pfirodé¢ a nasledné se
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vnaseli do populaci Skidct ve skleniku. Tato strategie je znama pod pojmem klasicka ochrana

rostlin. Pfiklad takového pocinani bylo a je sbirani slunécek (Coccinella septempunctata,

Hippodamia convergens, aj.) Vv pfirodé¢ a jeho nasledné vnaseni do populaci msic, které je

nutné eliminovat (Landa, 2002; VVan Driesche a Heinz 2004).

Tabulka 1: Dalsi piiklady pripravkia vyuzivajicich se zamérné v biologické ochrané

rostlin
Kategorie Pfirozeny nepfitel Cilovy Sktdce
Aphidius colemani, A. ervi, Aphelinus .
. . msice
o abdominalis
Parazitoidi e - -
Encarsia formosa, Eretmocerus eremicus molice
Diglyphus isaea, Dacnusa sibirica vrtalky
Amblyseius cucumeris, Amblydromalus .
. . ; i trasnénky
limonicus, Orius laevigatus
Aphidoletes aphidimyza msice
Cryptolaemus montrouzieri Cervei
e Stratiolaelaps scimitus smutnice
Predatori - ——
Macrolophus pygmaeus, Amblyseius swirskii, molice
Delphastus pusillus
Phytoseiulus persimilis, Neoseiulus
californicus, Feltiella acarisuga, Amblyseius | svilusky
swirskii
. . larvy broukii, motylu,
Steinernema carpocapsae, S. feltiae, Y Cur Y
, smutnice, tfasnénky
Entomopatogenni bazlivee Kukubiens
. .. . zliv uku R
hlistice Heterorhabditis bacteriophora i Y
lalokonosci,
Phasmarhabditis hermaphrodita slimacci, plzaci
. | Bacillus thuringiensis ssp. israelensis dvouktidli
Entomopatogenni - —— — -
bakterie Bacillus thuringiensis ssp. tenebrionis brouci
Bacillus thuringiensis ssp. kurstaki motyli
Entomopatogenni | Granuldzni viry motyli
viry Viry jaderné polyedrie motyli
Beauveria bassiana brouci, dvoukiidli,
Entomopatogenni | Isaria fumosorosea stejnokiidli, blanok¥idli,
houby Metarhizium anisopliae motyli, rovnokiidli,
Lecanicillium lecani trasnokfidli, roztoCi

(Upraveno podle Helyer a kol., 2014; Gani a kol., 2019)

Biologicka ochrana rostlin je jednou z metod Integrované ochrany rostlin (IOR). Vedle

biologické metody se vramci IOR pouzivaji dal$i metody, které se vzajemné kombinuji
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s cilem omezit dominantni pouzivani pesticidt a jinych chemickych latek, které jsou schopny
narusit biodiverzitu a zanechavaji rezidua v pudé. Integrovana ochrana rostlin vesla v platnost
od 1. 1. 2014 a kazdy profesionalni uzivatel musi dodrzovat zasady IOR. IOR se tedy
uplatiuje ve vSech systémech hospodafeni, at’ se jednd o konvencni zemédélstvi,
integrovanou produkci, tak i ekologické zeméd¢lstvi (Hnizdil, 2014a). Hlavni opatfeni IOR se
zamétuji na agrotechnické metody, tj. stfidani plodin, spravné péstitelské postupy, odolné
odridy (vhodné pro danou oblast), vyvazené hnojeni, dale se pak uplatiuji nechemické
»alternativni®“ metody, které jsou schopny zamezit Sifeni Skiidcti a ptvodci onemocnéni
rostlin. Chemické metody ochrany rostlin jsou v rdmci IOR povoleny, ale musi se dodrzovat
zasady IOR, které jsou uvedeny ve Vyhlasce 205/2012 Sb. Kli¢ovou zasadou je monitoring
vyskytu Skidct a piivodci onemocnéni, protoze na zakladé monitoringu se vybira metoda
osetfeni dané plodiny (vyhlaska €. 205/2012 Sb.; Hnizdil, 2014b).

Mezi alternativni metody se fadi fyzikdlni a mechanické metody, kdy se sktidci nici
pomoci fyzikalnich veli¢in nebo pomoci netkanych textilii, lapacd, lepovych desek atd.
Nekteré se mohou uplathovat jen na menSich plochach. Piikladem je sbér mandelinky
bramborové (Leptinotarsa decemlineata). Tento zptisob je ovSem ¢asové naro¢ny a fyzicky
pracny (Dostalek, 2000; Pavela, 2006). Nechemickou metodou napomahajici nejen
mechanickému niceni, ale monitoringu vyskytu jsou tzv. rostlinné¢ vyluhy, vyuzivajici se
k nalakani rostlinnych $ktadci (Pavela, 2006). Dalsi alternativni mozZnost ochrany je za
pomoci jinych rostlin slouzicich tentokrat jako odpuzovace. Naptiklad proti mandelince
bramborové se vyuziva kien selsky (Armoracia rusticana), proti msicim se vysazuje
lichofefisnice vétsi (Tropaeolum majus) a proti plosticim rostliny levandule 1ékatské (Kreuter,
2002; Richbergova, 2010).

2.2 Entomopatogenni houby

Entomopatogenni houby jsou skupinou heterotrofnich eukaryotickych organizmi
asociovanych s hmyzem. Dnes je jiz zndmo pies 750 druht hub schopnych ptisobit jako
obligatni ¢i fakultativni ptivodci onemocnéni Siroké skaly druhtt hmyzu (Landa, 2002;
De Faria a Wraight, 2007). Mezi hostitele patii fady plostice (Hemiptera), rovnokitidli
(Orthoptera), trasnokiidli (Thysanoptera), stejnokiidli (Homoptera), brouci (Coleoptera),
motyli (Lepidoptera) a dvouktidli (Diptera). Vétsina entomopatogennich hub funguje jako

patogen, ale nékteré mohou Zit s hostiteli v symbidze (Landa, 1994). Velkou vyhodou
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entomopatogennich hub je schopnost infikovat veskera vyvojova stadia hmyzu, ovSem nejvice
jsou schopny infikovat larvy a kukly (Bailey a kol., 2010). Nejcastéji penetruji do téla
hostitele tam, kde jsou méné sklerotizované ¢asti téla. Jednd se zejména o mista mezi hlavou
a hrudi nebo hrudi a zadeCkem, dale houby pronikaji pies piirozené otvory (ustni, dychaci
a fitni otvor). Po penetraci do patogena dochazi k rychlé kolonizaci do jednotlivych tkani
a nasledné smrti (Inglis a kol., 2001).

Nekteré entomopatogenni houby jsou specifické a mohou napadat pouze urcité
hostitele, ¢i jen urCitd vyvojova stadia, piikladem mize byt houba Nomuraea rileyi
parazitujici pouze na larvach motyla (Palma a Del Valle, 2015). Houba Aschersonia sp.
infikuje bud’ jen Cervce, nebo molice. Jiné entomopatogenni houby maji naopak Sirokou skalu
hostitelti, mezi takové muzeme fadit houby Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae,
Isaria fumosorosea, Lecanicillium muscarium, Lecanicillium lecanii aj. (Shah a Pell, 2003).

Diky jejich vlastnostem zplsobovat onemocnéni hmyzu, se tyto houby pouzivaji
Vv biologické ochrané¢ rostlin. Nejen v pidnim prostfedi jsou schopny vyvolat epizootie
Vv populacich skudct. Mnoho druhti entomopatogennich hub je ptirozenou soucasti pud, ale
V pfirozeném prostfedi se nachdzeji v malém mnozstvi, a tak nesta¢i k redukci pldnich
sktdct (Koubova, 2009).

Ve svété se v ramci biologické ochrany rostlin vyuzivaji biopreparaty na bazi druht
entomopatogennich hub proti skidcim. Mezi tyto druhy patii jiz zminéné druhy B. bassiana
(Mycotrol, BotaniGard), 1. fumosorosea (Mycomite, NoFly, PFR 97), M. anisopliae (Biocane,
Met52), L. lecanii (Mycotal, Mealikil). Biopreparaty jsou registrovany proti konkrétnim
Skidcim, tj. maji dany hostitelsky spektrum. Ptikladem je biopreparat Mycotal, ktery je
registrovan proti msicim, vrtalkdm a proti molicim. Jiné biopreparaty maji §ir§i hostitelské
spektrum napf. Mealikil uéinkuje proti msicim, tfasnénkam, mouénym cCervim (Sharma
a kol., 2015). Nevyhodou pouziti entomopatogennich hub v biologické ochrané rostlin je
jejich zavislost na vhodnych podminkach prostiedi, zejména pak na teploté a vlhkosti.

Zaroven i doba ucinnosti je ve srovnani s chemickymi insekticidy delsi (Véchet, 2014).

2.3 Vyvojovy cyklus entomopatogennich hub

Vyvojovy cyklus entomopatogennich hub se skladd ze dvou fazi, a to z faze
parazitické, kdy houbovy organismus pronika do téla hostitele a saprotrofni, kterd nastava po

usmrceni hostitele. Prvni krok je pfichyceni konidii na povrchu hostitele. Konidie se
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prichycuji za pomoci adhezivnich latek, které jsou na jejich povrchu. Dal§i moznosti
prichyceni jsou hydrofobni interakce a elektrostatické interakce (Samson a kol., 2001;
Schrank a Vainstein 2010).

Po pfichyceni konidie dochazi ke kli¢eni a tvorbé penetracniho hrotu. V této dobé
nepotiebuje konidie externi ziviny. Kli¢eni je nastartovdno za pomoci riznych abiotickych
faktort, jako je vlhkost a teplota. V podminkach vyssi vzdusné vlhkosti dochazi k tomu, ze
konidie za¢ina bobtnat a nasledn¢ se objevuje primarni kli¢ek (Helyer a kol., 2014). Postupné
se klicek prodluzuje, vytvari hyfu a pomoci hyf je houbovy patogen schopen penetrovat pies
kutikulu do téla hostitele. Béhem této faze prekondva obranné reakce hostitele. Vlastni
penetrace probihd ptes apresorium, kde probihda enzymaticka aktivita a nasledné penetracni
hrot prorazi kutikulu pomoci tlaku. Po proniknuti entomopatogenni houba piijima z téla
hostitele ziviny. Entomopatogenni houby jsou schopny produkovat i primdrni metabolity,
toxické latky, které jsou schopny naruSovat -chitinovou kutikulu pfi pronikéni
(Hajek a St. Leger, 1994). Pii dalsim kroku parazitické faze dochazi k absorpci zivin ve fazi
kolonizace jednotlivych tkdni a organi hmyziho hostitele. Po proniknuti do hemolymfy
dochazi k pfeméné vlaknité formy na tzv. kvasni¢na téliska (blastospory). Pucenim se
blastospory rychle dé€li a vypliuji télni dutinu téla hostitele. Po usmrceni houba proliferuje na
povrch hostitele, kde se houba rozriistd myceliem a za¢ind sporulovat, vytvaret konidie nové
generace. Tato faze po usmrceni hostitele se nazyva saprotrofni, houba Cerpa ziviny z mrtvého

hostitele (Tanada a Kaya, 1993; Zimmermann, 2007a,b).

2.4 Faktory ovliviiujici entomopatogenni houby

2.4.1 Abiotické faktory

Pro vypuknuti epizootie v populaci hmyziho hostitele musi byt vhodné podminky
prostiedi, abiotické faktory, jako jsou teplota, slune¢ni zafeni, vlhkost a UV zafeni (Inglis
a kol., 2001). Nejcast&jsi optimalni uvadéna teplota pro rist entomopatogennich hub je od
20 do 30 °C (M. anisopliae ma optimum 23 °C, ovSem né¢které druhy mohou mit optimum
Vv jinych rozmezich). Napiiklad izolaty pochdzejici z Evropy mohou mit Siroké teplotni
rozmezi od 8 do 30 °C a izolaty pochdzejici naptiklad z Indie 32 az 35 °C. Zalezi tedy i na

geografickém misté izolace kment hub (Vestergaard a kol., 1995). Teplota je jednim

wevr
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proniknuti entomopatogennich hub, vypovida to o tom, ze teplota je zavisla na rychlosti
infekce v c¢ase (Inglis a kol., 2001).

ucinnost entomopatogennich hub. Vlhkost je dilezita ve fazi kliCeni Kkonidii
entomopatogennich hub a pak nasledné ve fazi proliferace na povrch usmrceného hostitele
(Roberts a Campbell, 1977; Daoust a Roberts, 1983; Inglis a kol., 2001). Fargues a Luz
(2000) zjistili, Ze pro tvorbu konidii u Beauveria bassiana na povrchu mrtvych jedinct je
pozadovana relativni vlhkost nad 93 %.

Mezi entomopatogenimi druhy a jejich kmeny existuje Sirokd tolerance vaci
slune¢nimu zateni (Fargues a kol., 1997; Inglis a kol., 2001). Hlavni negativni vlastnosti
slune¢niho zareni (UVA a UVB) je degradace houbovych propaguli. Houbové konidie mohou
byt usmrceny na piimém slunci jiz po 3 az 4 hodinach. Pfimé slune¢né zateni téZ zpomaluje
kli¢eni spor. Bylo prokazano, ze druh B. bassiana a M. anisopliae jsou odolnéjsi ve srovnani

s druhem I. fumorosea (Jaronski, 2010).

2.4.2 Biotické faktory

Jak jiz bylo uvedeno vyse, entomopatogenni houby maji Siroké spektrum hostiteld.
Mezi biotické faktory patfi odolnost hmyzu, kdy entomopatogenni houby musi piekonat
imunitni systém hostitele (Baverstock a kol., 2010). Entomopatogenni houby piekonavaji
imunitni systém hostitele dv€éma zpusoby, bud’ tvorbou imunomodulac¢nich latek, nebo
tvorbou kryptickych perzistentnich forem, které imunitni systém nedokdze rozpoznat
(Schrank a Vainstein, 2010). Vyvoj a $ifeni entomopatogennich hub mohou redukovat i jiné
mikroorganismy nachazejici se v pidé. Mezi n¢ patii napiiklad bakterie rodu Agrobacterium,
Arthrobacter, Bacillus, Clostridium, Nocardia, Pseudomonas, Serratia, Streptomyces
(McCoy a kol., 1988).

2.5 Vyznamny rod entomopatogennich hub Beauveria sp.

Rod Beauveria patii mezi prirozené se vyskytujici entomopatogenni, ale i saprotrofni
houby v pudach a zpusobuje infekce u hmyzu (Landa, 2007). Telemorfni stadium se

taxonomicky fadi do fiSe Fungi, oddéleni Ascomycota, fadu Hypocreales a celedi
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Cordycipitaceae (Tiago a kol., 2014). Diive se fadila podle anamorfniho stadia do pomocného
oddéleni Fungi imperfecti, tfidy Hyphomycetes, fadu Monilialies (Vana, 1998).

Hostiteli B. bassiana mohou byt zastupci fadu brouci (napf. chrousti, mandelinka
bramborova, potemnik moucny, Iykozrout smrkovy), rovnokiidli (napt. krtonozky),
stejnokiidli (mSice, molice) a dalsi fady. Tento druh je schopen infikovat vSechna vyvojova
stadia skudct (Landa, 1994).

Infekce na hostiteli je zapocata prichycenim konidii na povrch kutikuly, po penetraci
pod povrch kutikuly se té€lem zacnou mnozit ovalné blastospory, proudici po téle hemolymfou
(Weiser, 1966), jez v konecné fazi vytvari husté mycelium. Mycelium se vytvaii i na povrchu
za pomoci prorustajicich hyfovych vlaken, ¢imz dochazi k celkové mumifikaci hostitele, na
némz pak vznikaji nové konidie schopné zapocist novy cyklus patogena (Landa, 2007). Mezi
nejvyznamngéj$i druhy rodu Beauveria sp. patii Beauveria brongniartii, Beauveria bassiana a

Beauveria tenella (De Muro a kol., 2003)

2.6 Vyznamny druh Beauveria bassiana

Beauveria bassiana byla objevena jiz v roce 1834 Agostinem Bassim (Dirlbekova,
1991) a od té doby se zjistili jeji pozitivni vlastnosti na rostlinnych Skiidcich a nastartovala se
vyroba biopreparatli na bazi konidii a blastospor, vyuzivajici se zatim pouze v zahranic¢i
v biologické ochrané proti polnim, rostlinnym, hmyzim $kiddcim a proti obrané proti
lykozroutu smrkovému (Landa, 2007). B. bassiana vytvafti na pfirozenych i umélych ptdach
(hostitelich) vlaknit¢ mycelium bilé barvy. Velikosti u konidii jsou v rozmezi 2-3 pm
a u blastospor 7 pm na 2-3 um (Weiser, 1966). Houba prorista do hostitele hlavné pies jeho
kutikulu (Zimmermann, 2007a). Od napadeni dojde k thynu hostitele béhem 6-7 dni, vlivem
raznych toxickych latek, které houba produkuje jako sekundarni metabolity (Helyer a kol.,
2014). Vyluéovanymi toxickymi sloufeninami jsou slouceniny typu beauvericinu
a bassianolidu, napomahajici k naruSeni imunity, paralyze a naslednému zméknuti tkané
(Meca a kol., 2010).

Beauvericin je mykotoxin se 3 dyhydroxyvaleryovymi a 3 methylphenylalaninovymi
zbytky a bylo potvrzeno, Ze ma antimikrobidlni 1 protinadorové ucinky a napomaha aktivité
a tim i rychlejsimu rozptylu B. Bassiana v hostiteli. Dale je prokdzano ze beauvericin ma
i pozitivni ucinky v zapoceti infekce u tropického komara (Aedes aegypti) (Wang a Xu,
2012).
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B. bassiana je $iroce rozsiteny polyfagni druh vyskytujici se na vice jak 700 druzich
hostitelt (Meyling a kol, 2007). Do Sirokého spektra hmyzich hostitelti patii kiisi, molice,
msice z fadu Hemiptera vyskytujici se nejvice v uzavienych sklenicich, dale larvy smutnic
z tadu Diptera a z fadu Coleoptera Mandelinka bramborova (Helyer a kol., 2014).

B. bassiana je nejvice zastoupena v mirném pasmu ¢i subtropech az tropech
(Kubatova, 2019). Nizsi (zimni) teploty pfeziva jako saprofyt na rozkladajicich se ¢astech
hostitelského organismu, zivici se organickymi zbytky, ¢i jako samotné mycelium na
uhynulém hmyzu (Coombs a kol., 2013). Dle urcitych studii se mlize podilet i na rozkladu
tézkych kovti v pudé (Boyd, 2002). K idedlnimu riistu vyzaduje teplotu od 23-26 °C, ale snese
i teploty do 35 °C. Relativni vlhkost se pohybuje okolo 80 az 100 %. V kombinaci téchto
dvou podminek nastava zvétSovani ptichycené konidie a vzniku jejiho penetracniho hrotu. Jak
Jiz bylo dfive zminéno, vyvin mliZze byt ovlivnén nejen teplotou a vlhkosti, ale 1 UV zafenim

a proudénim vzduchu (Dirlbekova, 1991).

2.7 DalSi vyznamné druhy entomopatogennich hub

Druhy entomopatogenni houby rodu Metarhizium sp. jsou typické pudni houby, které
maji vysoky potencial v biologické ochrané rostlin. Druh M. anisopliae byl pojmenovan podle
brouka, z n€hoz byl poprvé izolovan, a to Anisoplia austriaca. Tento rod se vyznacuje po
vysporulovani konidii zelenou barvou (Bischoff a kol., 2009). Dle druhu a kmene se muze
morfologie barvy pohybovat od bilé pfes zlutou, zelenou az do hnéda (Tanada a Kaya, 1993).
Vn¢j$i vrstva konidii obsahuje hydrofobiny, coz jsou bilkoviny napomdhajici adhezi na
povrch hostitele (Bidochka a kol., 2001). Druh M. anisopliae produkuje pfi riznych stupnich
infekce né&kolik proteinii na hostitelich, jako jsou napf. kinasa A, ornitinova karboxylasa,
chymotrypsin, trypsin a dal$i (Peng a kol., 2009). Druhy rodu Metarhizium maji $iroky okruh
hostiteld a nékteré kmeny mohou eliminovat i populaci napf. termitl a kobylek (Rahimzadeh,
2012).

Zastupci rodu Isaria sp. jsou pudni pfirozené se vyskytujici houby, které se vyznacuji
vyraznymi svazky konidioforti s vejc¢itymi konidiemi. Druhy spadajici do rodu lIsaria sp.
reprezentuji Siroce polyfagni entomofagni, akarifagni a nematofagni druhy hub, které iniciuji
nakazy na zastupcich mnoha fadt hmyzu, fytofagnich roztocich a né€kterych druzich had’atek
(Landa, 2002). Be¢zné se vyskytuji v mirném i subtropickém pasmu (Kubatova, 2019).

Vyznamny druh Isaria fumosorosea byl poprvé odizolovan z molice bavinikové (Bemisia
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tabaci). Tento druh ma Siroky hostitelsky okruh. I. fumosorosea muize za ur¢itych okolnosti
vykazovat i status mykoparazita. Patogen se jako ektoparazit mlze vyvijet na rzich a na
riznych druzich padli, napt. na konidiich padli okurkového (Landa, 2002; Zimmermann,
2008).

Entomopatogenni houby rodu Lecanicillum sp. patii mezi Siroce rozsifené polyfagy.
Zastupci vytvareji mycelium bilé az krémové barvy. Spory obsahuji lepivou vné&jsi ¢ast, kterd
je zapotiebi ke snadnému pfilnuti na povrch hostitele (Humber, 1997). Zastupci rodu
Lecanicillium sp. se vyskytuji ve fyloplanu a specializuji se pfedevS§im na savy hmyz.
Hostiteli mohou byt napf. molice bavinikova (Bemisia tabaci), molice sklenikova
(Trialeurodes vaporariorum), tiasnénka zapadni (Frankliniella occidentalis) a rizné druhy
msic (Landa, 2008). Nejvyznamné&j$imi druhy rodu Lecanicillium sp. jsou Lecanicillium
muscarium, L. lecani a L. longisporum (Gticlii a kol., 2010). Tyto druhy mohou obsahovat
také sekundarni metabolity tzv. destruxiny, které zpisobuji zcervenani tél napadenych
hostiteltl (Helyer a kol, 2014).

Zastupci rodu Aschersonia sp. jsou tzce specializovani na molice a Cervce. Jsou to
houby, které se vyskytuji v tropech a subtropech. Druhy rodu Aschersonia sp. napadaji hlavné
larvalni stddia hostiteld (Fransen, 1995). Jiz na pocatku 20. stoleti aplikovaly houbu
Aschesonia aleyrodis americti péstitelé citrustt do svych sadu proti molicim. A. aleyrodis je
nejbéznéji se vyskytujicim druhem, kterd produkuje pyknidy s konidiofory na vnitini strané.
V pyknidach se formuji pestrobarevné pyknospory, které jsou nasledné vytlatovany ve formeé
Zlutého, oranzového nebo Eerveného exudatu ,,mucilagenu” (Landa, 2002). Tento druh ma
vysokou toleranci viéi vlhkosti a dlouhou perzistenci na listovém povrchu rostliny (Fransen,

1987).

2.8 Produkce spor entomopatogennich hub

Masova produkce entomopatogennich hub je zasadnim parametrem pro vyrobu
komercnich biopreparati na bazi konidii nebo blastospor. V soucasné dobé je na trhu pres 110
komercnich produktd, 40 % znich je zaloZenych na bazi B. bassiana, 39 % na bazi
M. anisopliae, a dalsi jsou na bazi dal$ich druhii entomopatogennich hub (Isaria fumosorosea,
Isaria farinosa, Lecanicillium muscarium a Lecanicillium longisporum) (De Faria a Wraight,
2007). Ve svété se vyuzivaji 1 biopreparaty, které jsou slozené zriznych druht

entomopatogennich hub jako smési, napt. v Ekvadoru jsou takové ptipravky bézné dostupné
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(Jaronski, 2014). Pro masovou produkci entomopatogennich hub je potieba dobra
kultivovatelnost na umélych zivnych médiich. Vyhodou téchto hub je, ze se daji velmi dobie
kultivovat na zivnych médiich (Humber, 1997). Primarni vyrobni metodou malych, stfednich,
ale 1 velkych nadnéarodnich podniki zaméfujicich se na biopreparaty je produkce spor za
pomoci vzdusné fermentace pevnych substratl tzv. povrchova kultivace. Mlze se pouzit
I tzv. bifazickd fermentace, pii které se vyuziva k aplikaci na pevném médiu kapalné
inokulum. Cilovym produktem jsou pak vzdus$né konidie. Dalsi metodou je tzv. submerzni
kultivace, pti které se produkuji blastospory (Goettel a Inglis, 1997).

Kazda z téchto metod produkce spor je zavisla na kultivaci za urcité teploty, vlhkosti,
proudéni vzduchu, na chemickém slozeni kultivatnich médii a na druhu pouzité
entomopatogenni houby. Standardni vytéZnost spor by se méla pohybovat v fadech
4 x 10" - 10" spor na kg pro houby B. bassiana a M. anisopliae (Bradley a kol., 1992; 2002;
Jaronski, 2014; Lopez-Perez a kol., 2015). Ziviny v Zivnych padach jsou klicovymi prvky
podporujici rust entomopatogennich hub. Funguji jako zdroje energie a kofaktory pro
biochemické reakce. Mezi takové ziviny patii uhlik, dusik, kyslik, vodik, mineraly a vitaminy.
Kazdy druh entomopatogenni houby vyzaduje riizné poméry koncentraci téchto latek.
Urcit vhodny pomér Zivin je ¢asové narocné a pracné a vyzaduje znalosti o daném druhu
entomopatogenni houby. Spravné pomeéry zékladnich Zzivin mohou znateln¢ zkratit dobu
fermentace/kultivace a zvysit efektivnost masové produkce entomopatogennich hub (Jackson,

1997; Jaronski, 2014).

2.9 Povrchova kultivace entomopatogennich hub

Povrchova kultivace se provadi v ,,in vitro* systémech na pevnych nebo kapalnych
médiich, ¢1 pfirozenych substratech. Nejbéznéjs§imi pfirozenymi substraty vyuzivanymi pro
masivni produkci jsou kroupy, pSenice, ryze, proso, vylisovana cukrova titina a jiné. Um¢lé
zivné pudy se obohacuji o agar. Nejcastéji se vyuzivaji napi. média PDA (Potato Dextrose
Agar), SDA (Sabourad Dextrose Agar obohaceny o kvasnicovy extrakt), MEA (Malt Extract
Agar) a dalsi (Landa a Jiranova, 1989). Studie Sahayaraj a Namasivayam (2008), testovala
produkcei spor nékolika druht entomopatogennich hub na rtznych pfirozenych substratech
(Tabulka 2).
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Tabulka 2: Ukazka produkce spor hub na prirozenych substratech

.. , , Koncentrace spor hub (x10"%100 g) po 15 dnech ve 28 °C
Pfirozeny substrat - -
B. basiana I. fumosorosea L. lecani
ryze 11,24 8,76 8,43
pSenice 11,76 9,71 9,13
¢irok 10,24 10,37 11,31
proso 9,76 10,26 10,17
kukufice 9,44 10,11 7,54

(Upraveno podle Sahayaraj a Namasivayam, 2008).
Pro houbu B. bassiana byla pro produkci spor po piepoc¢tu na 100 g substratu nejoptimalnéjsi

psenice a pro houby I. fumosorosea a L. lecani ¢irok. Kazdy druh entomopatogenni houby pro

produkci spor vyzaduje rizné pfirozené substraty.

2.10 Submerzni kultivace entomopatogennich hub

Blastospory jsou spory, které se tvoii v semi-aerobnich podminkach v hemolymfg
hostitele. Jsou to tenkosténné kvasinkam podobné utvary (Hegedus a kol., 1990). Tento
proces lze simulovat i uméle tzv. submerzni kultivaci. Touto kapalnou metodou vznika vice
biomasy hub nez na pevném substratu. Pro vyuziti v biopreparatech je nutné, aby byly
blastospory tolerantni k vysychéani. SuSeni se provadi za pomoci konzerva¢nich latek, kdy
vznikaji granulované formy — pelety (Rombach a kol., 1988). Houby rodu Metarhizium sp.
mohou produkovat za urcitych nutricnich podminek a provzdusiiovani tzv. mikrosklerocia.
Tyto utvary lze lehce susit na vzduchu, coz usnadiiuje vyrobu pelet do biopreparati (Jackson
a Jaronski, 2009). Vyhodou blastospor je, Ze jsou Setrnéjsi k zivotnimu prostiedi (Jaronski,

2016).

2.11 Biopreparaty na bazi entomopatogennich hub

V soucasné dobé je snaha redukovat pouzivani chemickych pesticidii v ochrané rostlin
a entomopatogenni houby se jevi jako vyznamna alternativa. Mezi registrované biopreparaty
na bazi téchto hub patii napi. BotaniGard ES, Mycotrol-ESO, Myco-Jaal a Naturalis-L na
bazi B. bassiana, NoFly WP, Pfr-97 WDG na bazi |. fumosorosea, BioCane, Metarril, Ory-X,
Met52 EC na bazi M. anisopliae a M. brunneum, Phule Bugicide, Mycotal na bazi L. lecani
a dalsi (Dara, 2017). Aplikace pripravkd na bazi hub muze byt pfimo postiikem na listy nebo

do plidy, macenim kofenl rostlin nebo za pomoci vektorti. Nejoptimalnéjsi je aplikace
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pomoci postiiku pfimo na cilového skudce (Kim a kol., 2010). Pfi maceni kofen se t¢innost
projevi az v pribéhu casu, ale vyhodou je, Ze jsou konidie chranény pfed UV zafenim

a vysokymi teplotami (Sinha a kol., 2016).
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3 MATERIAL A METODIKA

3.1 Kmeny entomopatogenni houby B. bassiana

V pokusech byly pouzity kmeny entomopatogenni houby Beauveria bassiana, které
byly odizolovany V riznych zemich, respektive svétadilech. VSechny kmeny jsou ulozeny ve
form¢ alginatovych pelet pii -20 °C na Katedfe genetiky a specialni produkce rostlinné,
Zeméddlské fakulty, JU v Ceskych Bud&ovicich. Pro vlastni pokusy byly kmeny
z alginatovych pelet aktivovany a jako Cisté kultury byly kultivovany na zivné puadé PDA

a inkubovany pii teploté 25+1 °C.

Kmen GHA
Kmen GHA je kmen, ktery je soucasti komercniho biopreparatu BotaniGard vyrabény
americkou spolecnosti Certis USA Llc. Biopreparat je zalozen na bazi kmene GHA.

Pro vlastni pokus byl kmen reizolovan piimo z produktu.

Kmen CCM 8382 (CR)

Kmen CCM 8382 byl odizolovan pifimo z infikovaného dospélce lykozrouta
smrkového nalezeného na lokalité Prameny Vltavy, NP Sumava. V grafech je kmen oznaden
jako CR. V soucasné dobé je kmen patentovan a jako patentova kultura ulozen v Ceské sbirce

mikroorganismi (CCM) v Brné.

Kmen Argentina
Kmen oznaceny Argentina byl odizolovan v roce 2019 z pidniho vzorku odebraného
na pozemku Zemédélské fakulty, University of Buenos Aires. Kmen byl odizolovan pomoci

selektivni Zivné pliidy na bazi dodine.

Kmen lzrael
Kmen oznaceny Izrael byl odizolovan v roce 2018 z ptidniho vzorku odebrané¢ho na
poli s ¢esnekem v kibucu Sde Eliyahu v Izraeli. Kmen byl opét odizolovan pomoci selektivni

zivné pudy na bazi dodine.
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Kmen USA
Kmen oznadeny USA byl odizolovan v roce 2011 na Floridé v USA na lokalité
vyzkumného ustavu MREC (Mid-Florida Research and Education Center), University

of Florida. Izolace kmene byla téz provedena pomoci selektivni zivné piidy na bazi dodine.

3.2 Agarizované Zivné piady

Pro stfedové kultury byly pouzity zivné pudy PDA (Potato Dextrose Agar), SDA
(Sabouraud Dextrose Agar), SLA (sladinovy agar), které se komercné ziskavaji ve formée
polotovari. Zarovenn byly testovany zivné pidy sriznym pomérem N:C, které byly

ptipraveny ze dvou slozek a to peptonu (zdroj N) a glukézy (zdroj C) s ptidavkem agaru.

Tabulka 3: Pomér sloZzek N a C

N:C (g/l)
5:10 5:20 5:40
10:10 10:20 10:40
20:10 20:20 20:40

3.3 Tekuté zivné pudy

Pro pokusy zalozenych na produkci blastospor byly pouzity opét komeréné dostupné
polotovary zivnych plid, a to PDB (Potato Dextrose Broth), SDB (Sabouraud Dextrose
Broth), MEB (Malt Extract Broth) a zaroven byly pouzity dal$i dvé tekuté zivné ptudy, které
byly piipraveny z peptonu (N) a glukézy (C) v poméru 2:2 a 4:1. Pomér zastoupenych latek je
uveden v gramech na litr (g/l).

3.4 Potemnik mouény

Potemnik mouc¢ny (Tenebrio molitor) je chovan v laboratornich podminkach pfi
teploté¢ 23+2 °C na Katedfe genetiky a specialni produkce rostlinné. Jako zdroj potravy se
pouzivaji pSeni¢né otruby, ovesné vlocky a granule pro psy. Jednotliva staddia potemnika jsou

chovana oddélené. Pro vlastni biotest byly pouzity pouze larvy potemnika mouc¢ného.
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3.5 Priprava suspenze

Z pln¢€ vysporulované 10. denni kultury kazdého kmene byla piipravena konidiova
suspenze. Postup spocival vtom, Ze vysporulovand kultura byla ptelita sterilnim 0,05 %
roztokem destilované vody s Tween 80. Spory byly z povrchu uvolnény pomoci inokulaéni
klicky a nasledné¢ vznikla suspenze byla slita pies sterilni ¢tverce gazy do 100 ml
Erlenmeyerovy baiiky. Gaza byla pouzita z toho diivodu, aby se oddélily klastry spor, které
houba B. bassiana vytvaii. V kazdé suspenzi byl spocitan titr pomoci Neubauerovy pocitaci
komirky a nasledng byl titr adjustovan na koncentraci 1x10” konidii na 1 ml. Suspenze o dané

koncentraci byla pouzita jak v ,,in vitro®, tak i v ,,in vivo “ testech.

3.6 ZaloZeni stredovych kultur

Stfedové kultury byly zaloZzeny pouze zkmene GHA pomoci sterilni inokulaéni
klicky, a to nanesenim kapky adjustované suspenze na stied riznych typii vysterilizovanych
agarizovanych pud v plastovych Petriho miskach o priméru 90 mm. Po zaschnuti suspenze
byly Petriho misky vlozeny do plastovych sac¢kl a vlozeny do termostatti s riizn¢ nastavenymi
teplotami. Inkubace kmenl probihala tedy pti 10, 15, 20, 25 a 30 °C po dobu 21. dni.

Pro kazdou variantu (teplota/zivna ptida) byly pfipraveny 4 opakovani.

3.7 Radialni rast

Principem testu bylo stanoveni velikosti kultur kmene GHA narostlych na rtznych
agarizovanych zivnych ptidach a v riznych teplotnich podminkéach. Méteni velikosti narostlé
kultury bylo provedeno po 7., 14. a 21. dnech, a to na zdkladé dvou vzajemné kolmych
priméra urcujici Sitku dané kultury. Namétené primérné hodnoty byly nasledné pouzity pro

piepocet na plochu kultury v mm?.
3.8 VytéZnost konidii na pevnych agarizovanych pidach

Principem testu bylo zjistit mnoZstvi konidii vyprodukovanych pii kultivaci kmene
GHA na ruznych druzich Zivnych médiich a v riznych teplotach prosttedi. Po 21. dnech
kultivace byly stfedové kultury jednotlivé homogenizovany v mixéru s adekvatnim

mnozstvim 0,05% roztoku Tween 80. V suspenzi vzniklé po homogenizaci byla stanovena
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koncentrace konidii v 1 ml pomoci Neubauerovy pocitaci komiirky. Ziskany vysledek byl
vynasoben mnozstvim suspenze a tim bylo stanoveno mnozstvi konidii na 1 stfedovou
kulturu. Pro kazdou variantu kmene byla provedena dvé opakovani. Primérnd hodnota
produkce konidii byla pouzita na stanoveni produkce spor na Imm? Celkové mnoZstvi
konidii ze sttedové kultury bylo vydéleno plochou kultury. Vysledky produkce na 1 mm? ze

vSech variant byly ndsledné mezi sebou porovnavany.

3.9 Produkce blastospor

Principem testu bylo zjistit jaké mnozstvi blastospor jsou schopny vyprodukovat
jednotlivé kmeny houby B. bassiana kultivované v riznych tekutych Zivnych médiich.
Pro kazdy kmen byly pfipraveny 3 standardni zivné pidy (PDB, SDB, MEB) a dv¢ pudy
s riznym obsahem N:C (4:1 a 2:2) o objemu 95 ml. Zivna média byla pfipravena ve 250 ml
Erlenmayerovych batikach, které se daly vysterilovat po dobu 45 minut pii 121 °C.
Pro kazdou pidu byla pfipravena 3 opakovani. Do vychlazeného média bylo nasledné
nainokulovdano 5 ml suspenze o koncentraci 1x10" konidii v 1 ml. Takto pfipravené
Erlenmayerovy bailky byly vlozeny na orbitalni tfepacku a kmen byl kultivovan po dobu
7 dni pfi 150 rpm (otackach za minutu) ve 25 °C. Prvni hodnoceni bylo provedeno 4. den
a pak nasledn¢ kazdy den byla stanovena koncentrace blastospor na 1 ml pomoci
Neubauerovy pocitaci komiirky. Nasledné byla porovnana produkce blastospor u vSech

testovanych kment.

3.10 Biotest na larvach potemnika mouc¢ného

Biotest je standardni ,,in vivo“ laboratorni test umoziujici evidenci nakazy hostitele
pomoci entomopatogenni houby v laboratornich podminkach. Biotest byl vyhodnoceny
pomoci stupnice FDI (Fungus Development Index) urcujici vyvoj infekce na téle hostitele.
V biotestu bakalafské prace byla testovdna uc¢innost kmene GHA entomopatogenni houby
B. bassiana na larvach potemnika mou¢ného (Tenebrio molitor). Pro biotest byly pfipraveny
vlhké komtrky. Biotest probihal v 5 teplotach (10 °C, 15 °C, 20 °C, 25 °C a 30 °C). Celkem
do 30 wvysterilizovanych desticek o 12 jamkach byly vlozeny, vzdy po dvou, ctverce
filtracniho papiru (1,5 %X 15 mm) které byly nasledn¢ navlh¢eny 250 pl 0,05 % roztokem

Tween 80. Pro oSetfenou variantu bylo pfipraveno celkem 15 desticek, tj. 180 larev. Kazda
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larva byla ponofena po dobu 3 sekund do suspenze kmene o koncentraci 1 x 10’ konidii na
I ml. Po namoceni byly larvy umistény na filtrani papir, aby se odsala ptebyte¢na suspenze.
Po odsati byly larvy vkladany do jednotlivych bun¢k desticek. Do kazdé buiiky byla vlozena
1 larva. V kontrolni varianté byly larvy namaceny do sterilniho 0,05 % roztoku Tween 80.
Celkem bylo opét zalozeno 15 desticek. Po zaloZeni biotestu byly desticky vlozeny po 3 do
neprodysného sacku a jedna oSetfena sada a jedna kontrolni sada byla vlozena do 10 °C.
Stejnym zptisobem byly rozdéleny ostatni desticky a ty byly vlozeny do zbyvajicich teplot.
Inkubace probihala po dobu 10 dnti. Prvni hodnoceni bylo provedeno 3. den a nasledné se
sledovala ucinnost kazdy den az do 7. dne a posledni hodnoceni bylo provedeno 10. den.

Projevy ndkazy byly fadn¢€ zaznamenany podle stupnice FDI.

Tabulka 4: Hodnotici indexova stupnice (FDI) pro larvy potemnika mou¢ného

Index | Specifikace

0,0 neni piitomna zadna znamka infekce

0,5 na hostiteli jsou pfitomny melaniza¢ni skvrny

1,0 tento index vyjadiuje smrt hostitele

1,5 zacina se objevovat vlaknité mycelium na povrchu téla hostitele

2,0 tvorba kompaktniho mycelia na povrchu téla hostitele

2,5 na konci hyf se zacinaji objevovat sporulujici konidiofory, po¢inajici sporulace

3,0 plné€ vysporulované mycelium na povrchu téla hostitele

3.11 Statisticka analyza

Data vyjadftena v hodnotich procent byla normalizovdna pomoci arcsinové
transformace. Data produkce spor stanovenych ze sttedovych kultur byly normalizovany za
vyuziti logaritmické transformace logl0 (x + 1). Data radidlniho rlstu nebyly normalizovény.
Data byla nésledné podrobena analyze rozptylu (ANOVA) pomoci softwaru pro statistickou
analyzu (StatSoft Inc. 2007). Rozdily mezi stfednimi hodnotami byly porovnany pomoci
Tukeyho testu (P < 0,05).
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4 CILE BAKALARSKE PRACE

Cilem bakalaiské prace bylo hodnotit "in vitro" (radialni rist a produkce spor)
a "in vivo" (virulence) parametry entomopatogenni houby B. bassiana. Prace je z velké Casti
zamé&fena na rustové a produkéni parametry houby B. bassiana kmene GHA, ktery byl
reizolovan z komercniho biopreparatu Botanigard. Cile bakaldiské prace jsou shrnuty

Vv nasledujicich bodech.

1. Vliv teploty a zivné pudy na rist a vyvoj entomopatogenni houby B. bassiana kmene
GHA.

2. Porovnani vytéznosti spor kmene GHA entomopatogenni houby B. bassiana na

riznych zivnych médiich a v riznych teplotnich podminkéch.

3. Porovnani vytéznosti blastopor vybranych kmenti entomopatogenni houby B. bassiana

na riznych Zivnych médiich.
4. Testovani entomopatogenni houby B. bassiana kmene GHA na larvach potemnika

mouc¢ného Tenebrio molitor pomoci standardniho laboratorniho biotestu po inkubaci

larev v riznych teplotnich podminkéch.
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5 EXPERIMENTALNI CAST A VYSLEDKY

5.1 Vliv teploty a Zivné pudy na riust a vyvoj entomopatogenni houby B. bassiana
kmene GHA

Tabulka 5: Vliv Zivné ptady na plochu kultury kmene GHA entomopatogenni houby
B. bassiana pfi kultivaci v teploté 15 °C

7. den 14. den 21. den

Medium Primér+SE Tﬁ'ggy Primér+SE L”ggy Primér+SE Tﬂg‘g’
PDA 47,3245.45 ef 132,7340,00 e 272,63%15,04 h
SDA 78,54+0,00 be 198,02+8,61 cd 402,81+37,10 defg
SLA 45,85+6,10 f 163,26+26,59 de 370,22+70,91 efgh
510 (N:C) | 5527+691 | def | 176,71£0,00 d 314,75+29,82 gh
5-20 (N:C) | 55,47+9,53 | def | 162,87+20,19 de 306,50+14,18 gh
5-40 (N:C) | 65,48+5,28 cd | 176,9112,60 d 335,27+42,10 fgh
10-10 (N:C) | 64,80£17,50 | cde | 220,50+12,00 c 482,23+50,44 d
10-20 (N:C) | 71,08+7,98 cd | 235,82+49,66 c 441,88+86,53 de
10-40 (N:C) | 93,56+17,11 b 224,33+£26,45 c 425,10£32,09 def
20-10 (N:C) | 71,86£17,86 | cd | 406,64+16,36 a 1370,91+108,72 a
20-20 (N:C) | 95,03+0,00 b 351,1733.39 b 883,38+89,17 b
20-40 (N:C) | 118,0149,00 | a 398,20£32,73 a 767,53+43,23 c

*a,b,c: hodnoty ve sloupci se stejnym pismenkem nejsou statisticky rozdilné (One way ANOVA, a=0,05; Tukey HSD test)

Graf 1: Vliv zivné pidy na plochu kultury kmene GHA entomopatogenni houby B.
bassiana pri kultivaci v teploté 15 °C v ¢ase
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Radialni rist kmene GHA entomopatogenni houby B. bassiana byl métfen v priabéhu
21 dni. Kolonizace Petriho misek s riznymi zivnymi médii byla po 7 dnech inkubace
vyznamné statisticky prukaznad (F=34,282; df=11,84; p=0,00). Plocha kultury houby
B. bassiana byla v rozsahu od 45,85 (SLA) do 118,01 mm? kultury (20-40). Nejrychleji houba
rostla na médiu sloZzeném z peptonu a glukozy (N:C) v poméru 20-40 (118,01 mmz). Médium
v poméru N:C 20-20 bylo kolonizovano také velmi dobfe, plocha kultury byla 95,03 mm?
Nejpomaleji houba rostla na médiich SLA (45,85 mm?) a PDA (47,32 mm?). Po 14 dnech
hodnoceni byly nejrychleji kolonizovany média s poméry N:C 20-10 a opét 20-40. Plocha
kultury dosahovala 398,20 mm?, respektive 406,64 mm?. Houba B. bassiana po 14 dnech
témef totozné rostla na médiich s poméry zakladnich zivin N:C - 10-10, 10-40 a 10-20. Plocha
kultury se pohybovala v rozmezi od 220,50 do 235,82 mm® Nejpomaleji houba rostla na
zivném médiu PDA. Rychlost kolonizace Petriho misek s riznymi zivanymi médii byla
i po 14 dnech vyznamn¢ statisticky prukazna (F=121,247; df=11,84; p=0,00). Po 21 dnech
inkubace byla nejvétsi plocha houby B. bassiana zaznamenana na médiu s poméry N:C 20-10.
Plocha byla 1370,91 na mm? kultury. Tento pomér Zivin je pro riist entomopatogenni houby
B. bassiana optimalni. Dal§i média pro tento kmen houby tak optimalni nebyla. Nejméné
houba rostla opét na Zivném médiu PDA. Plocha kultur byla po 21 dnech hodnoceni

vyznamn¢ statisticky prikazna (F=238,235; df=11,84; p=0,00).

Tabulka 6: Vliv Zivné pady na plochu kultury kmene GHA entomopatogenni houby
B. bassiana p¥i kultivaci v teploté 20 °C

7.den 14. den 21. den
Medium | mereSE T#g[e)y Primér+SE T:ggy Primér+SE Tﬂg%’
PDA 78,54+0,00 g 217,26+13 41 g 486,26+25,06 f
SDA 113,1040,00 |  ef 295,80+36,48 fg 713,24+39,38 de
SLA 97,29+6,39 f 350,97427,58 |  def 822.51+14433 d
510 (N:C) | 113,10:0,00 |  ef 302,67+15,85 f 589,3445,59 ef
5-20 (N:C) | 113,1040,00 |  ef 306,50+14,18 f 617,13+62,21 ef
540 (N:C) | 127,8249,00 |  de 338,70+28,43 ef 666,90+44,49 def
10-10 (N:C) | 132,730,00 d 429,91+38,92 d 1186,15+198,42 c
10-20 (N:C) | 171,02410,54| ¢ 416,06+33 45 de 829,97+39,04 d
10-40 (N:C) | 138,62+21,80|  d 372,67+4334 |  def 799,24+68,23 d
20-10 (N:C) | 195,17£17,62]  ab 1172,3056,08 a 3205,89+146,16 a
20-20 (N:C) |207,54+12,00] & 824,77+76,82 b 2302,88+146,77 b
20-40 (N:C) | 188,89+13,01] b 641,87+107,50 c 1307,29+139,19 c

*a,b,c: hodnoty ve sloupci se stejnym pismenkem nejsou statisticky rozdilné (One way ANOVA, a=0,05; Tukey HSD test)
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Graf 2: Vliv Zivné pidy na plochu kultury kmene GHA entomopatogenni houby
B. bassiana p¥i kultivaci v teploté 20 °C v ¢ase
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Po 7 dnech hodnoceni byla nejvétsi plocha kultury na mm? u média s pomérem N:C
20-20 (207,54 mm?). Obecné byla média s pomé&ry N:C kolonizovana rychleji v porovnani
s komercné vyrabénymi médii. Plocha médii s pfidanymi zivinami dusiku a uhliku se
pohybovala v rozmezi od 113,10 (5-10 a 5-20) do 207,54 mm? (20-20). Nejméné houba rostla
na médiu PDA. Plocha byla pouze 78,54 na mm? kultury. Komer¢né vyrabéné zivné médium
SDA bylo kolonizovdno houbou srovnatelné¢ jako média s pomérem N:C 5-10 a 5-20.
Po 7 dnech hodnoceni byl radidlni rist mezi sledovanymi médii vyznamné statisticky
prukazny (F=123,90; df=11,84; p=0,00). Kolonizace kultury houbou B. bassiana po 14 dnech
byla také vyznamné statisticky pritkkazna (F=256,795; df=11,84; p=0,00). Nejrychleji houba
rostla na médiich s pomérem N:C 20-10 a 20-20, plocha na mm? kultury dosahovala
1172,30, respektive 824,77 mm?. Radialni riist na médiich s pomérem N:C 5-10 az 5-40 byl
niZ8i v porovnani s meédii komeréné vyrabénymi s vyjimkou PDA. Plocha kultury na Zivném
zalozeni experimentu. Plocha kultury na médiu PDA byla velmi nizkd v porovnani s ostatnimi
pouzitymi médii (486,26 mm®). Optimalni média pro rist B. bassiana byla v poméru N:C od
20-10 do 20-40. Plocha na médiu s pomérem N:C 20-40 dosahovala az 3205,89 na mm?
kultury. Média se v rychlosti radialniho rustu entomopatogenni houby B. bassiana vyznamné

statisticky liSila (F=463,59; df=11,84; p=0,00).
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Tabulka 7: Vliv Zivné plidy na plochu kultury kmene GHA entomopatogenni houby
B. bassiana p¥i kultivaci v teploté 25 °C

7. den 14. den 21. den
Médium | nersSE TH“'S‘EV Pramér+SE L“ggy Pramér+SE Tﬁg‘g’
PDA 13273000 | h 490.87+0,00 f | 1296594775 | g
SDA 191,93£12,60| g | 655.12£29.00 | ef | 130435:2945 | g
SLA 306,89+27.03| cde |1579,042211,07| ¢ | 4278,.85+367,65 | abc
510 (NC) |310,53+20,03| cd | 1666,42+18685| ¢ | 4021,82+34137 | ¢
520 (NC) | 223,7429,16 | fg | 719.42+4943 | e | 1470,07£7922 | fg
540 (N.C) |258,69:28,04| ef | 732,78:83.47 | e | 15642243618 | fg
10-10 (N:C) |411.84+40,10| b | 201346+7335 | b | 4157.70£133.06 | bc
10-20 (N:C) |32221£1491| ¢ | 132123+77.54 | d | 3771.68298.71 | cd
10-40 (N:C) |264,68+63.20| def | 767.,53t4323 | e | 1744,66:61,66 | f
20-10 (N:C) |481.25:17.81| a  |2197.05:11495| a | 44032314137 | ab
20-20 (N.C) |486.06:13.61| a |2198.03£14729| a | 4477.16£6339 | a
20-40 (N:C) |421.46553.08| b | 1296.79+58.96 | d | 3283.854232.57 | e

*a,b,c: hodnoty ve sloupci se stejnym pismenkem nejsou statisticky rozdilné (One way ANOVA, a=0,05; Tukey HSD test)

Graf 3: Vliv Zivné pidy na plochu Kkultury kmene GHA entomopatogenni houby
B. bassiana pri kultivaci v teploté 25 °C v ¢ase
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Rychlost kolonizace Zivnych médii entomopatogenni houby B. bassiana kmene GHA
byla ve vSech hodnocenych dnech statisticky prukazna (7. den: F=108,13; df=11,84; p=0,00,
14. den: F=268,28; df=11,84; p=0,00, 21. den: F=415,16; df=11,84; p=0,00). Nejrychleji

houba B. bassiana rostla po 7 dnech na médiu s pomérem N:C 20-20 (486,06 mm?). Témaf

32



totozn& bylo kolonizovano médium s pomérem 20-10, plocha byla 481,25 na mm? kultury.
Velmi vhodna média pro rist tohoto kmene houby byla s pomérem zivin N:C 20-40 a 10-10.
Nejpomaleji houba rostla na médiich PDA a SDA, plocha kultury byla pouze 132,73 mm?®
a 191,93 mm?. Tato média byla nejméné¢ vhodna pro radidlni riist entomopatogenni houby
B. bassiana kmene GHA i v nasledujicich hodnocenych dnech. Po 14 dnech hodnoceni byla
nejvice kolonizovana média s pomérem N:C 20-10 (2197,05 mm?) a 20-20 (2198,03 mm?).
Po 21 dnech inkubace se tento stav udrzel, média s poméry 20-10 a 20-20 poskytovaly houbé
B. bassiana nejoptimaln&jsi podminky pro riist, plocha houby pfepotena na mm? kultury byla
na téchto médiich nejvyssi. Hodnoty plochy dosahovaly 4477,16 mm?, respektive 4403,23
mm?. Velmi dobfe houba rostla i na médiu SLA (4278,85 mm?).

Tabulka 8: Vliv Zivné pady na plochu kultury kmene GHA entomopatogenni houby
B. bassiana pri kultivaci v teploté 30 °C

7. den 14. den 21. den
Médium Primér+SE Tl_l: ggy Primér+SE Tl_llj ggy Primér+SE Tﬁéﬁg
PDA 176,71+0,00 e 805,03+53,11 f 1916,47+123,56 | ef
SDA 194,97+11,27 e 672,30+32,37 g 1529,86+68,51 f
SLA 318,58+26,27 d 1288,64+48,54 d 3192,84+116,59 c
5-10(N:C) |318,18+11,38 d 1478,61+81,26 c 3371,12+155,79 c
5-20(N:C) |318,18+11,38 d 1280,69+47,82 d 2605,56+310,78 d
5-40 (N:C) |295,21£23,28 d 1190,37+131,54 d 2603,20+268,65 d
10-10 (N:C) |416,65+48,34 b 1627,15+94,87 b 3215,22+567,40 c
10-20 (N:C) |363,44+25,09 c 1608,89+73,82 b 3474,79+£158,60| bc
10-40 (N:C) |334,48+24,38 cd 1011,69+63,09 e 2018,67+363,52 e
20-10 (N:C) |462,40+33,48 a 1925,21+81,55 a 3946,33+139,58 a
20-20 (N:C) |457,40+£24,27 ab 1953,97+50,23 a 4016,72+170,47 a
20-40 (N:C) |415,87+27,31 b 1599,36+25,27 b 3808,49+142,87| ab

*a,b,c: hodnoty ve sloupci se stejnym pismenkem nejsou statisticky rozdilné (One way ANOVA, a=0,05; Tukey HSD test)

Jako v predchozich hodnocenych teplotnich podminkach i ve 30 °C byla média PDA

a SDA nejmén¢ vhodna pro rist entomopatogenni houby B. bassiana kmene GHA. Ve vSech

cw v

kolonizace houbou B. bassiana ve vsech hodnocenych dnech vyznamné statisticky liSila
(7. den: F=105,26; df=11,84; p=0,00, 14. den: F=261,57; df=11,84; p=0,00, 21. den: F=85,98;
df=11,84; p=0,00). Tém¢ért totoznou plochu vykazovala po 7 dnech média SLA, 5-10 a 5-20.
Plocha byla v rozmezi od 318,18 do 318,58 na mm? kultury. Nejrychleji houba kolonizovala
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média s pomérem N:C 20-10 (462,40 mm?) a 20-20 (457,40 mm®). V ostatnich hodnocenych
dnech byla tato média pro rist houby opét nejoptimalnéjsi. Plocha byla v porovnani
s ostatnimi médii nejvetsi. Média s pomérem zivin N:C 20-10, 20-20, 20-40, 10-10 a 10-20
byla ve v8ech hodnocenych dnech pro rist entomopatogenni houby B. bassiana kmene GHA
nejoptimalné;jsi.

Graf 4: Vliv zivné pidy na plochu kultury kmene GHA entomopatogenni houby
B. bassiana p¥i kultivaci v teploté 30 °C v ¢ase
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Tabulka 9: Statistické vyhodnoceni rychlosti radialniho ristu houby B. bassiana kmene
GHA Vv riiznych teplotach kultivace

Faktory 15 °C 20 °C 25°C 30 °C

Meédium F=152,5; df=11,84; F=619; df=11,84; F=924; df=11,84; F=394;df=11,84;
p=0,00 p=0,00 p=0,00 p=0,00

Cas F=6506,1; df=2,168; F=12296; df=2,168;,  F=19123; df=2,168;,  F=19317; df=2,168;
p=0,00 p=0,00 p=0,00 p=0,00

Cas*Médium  F=22,9; df=22,168; F=39; df=22,168; F=32; df=22,168; F=11; df=22,168;
p=0,00 p=0,00 p=0,00 p=0,00

ANOVA pro opakovana méteni (0=0,05)

Pii statistickém zhodnoceni radialniho rdstu entomopatogenni houby B. bassiana
kmene GHA v ruznych teplotach kultivace v priabéhu 21 dni byla pouzita dal$i metoda:
ANOVA pro opakovana méteni. Byl sledovan vliv média, doby kultivace a interakce mezi

nimi navzajem. Data byla vyznamné statisticky prikazna (viz Tabulka 9).
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Graf 5: Vliv Zivné ptidy a teploty na plochu kultury kmene GHA entomopatogenni
houby B. bassiana po 7 dnech
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Graf 6: Vliv Zivné pudy a teploty na plochu kultury kmene GHA entomopatogenni
houby B. bassiana po 14 dnech
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Po 7 dnech hodnoceni radialniho rdstu entomopatogenni houby B. bassiana kmene
GHA v riiznych teplotach je na prvni pohled ziejmé, Ze houba rostla nejpomaleji v 15 °C,
a to na vsech zivnych médiich. Tato teplota neni pro kolonizaci B. bassiana kmene GHA
vhodna. Ve 20 °C rostla B. bassiana mnohem rychleji v porovnani s teplotou 15 °C. Teplota
25 °C byla nejoptimalngjsi pro média v poméru N:C od 20-10 az 20-40. Plocha kultury byla
pii teploté¢ 25 °C na téchto médiich nejvyssi ze vSech hodnocenych médii. Plocha se
pohybovala v rozmezi od 421,46 mm? (20-40) az 486,06 mm? (20-20). Ostatni testovana

média byla nejrychleji kolonizovana pii teploté 30 °C.
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Po 14 dnech hodnoceni byla kolonizace Petriho misek s riznymi zivhymi médii opét
nejpomalejsi v teplotnich podminkach 15 a 20 °C. Teploty 25 a 30 °C byly pro rust
entomopatogenni houby B. bassiana kmene GHA nejoptimalngjsi. Z grafu 6 je zfetelné vidét,
ze na rast B. bassiana kmene GHA ma vliv nejen teplota, ale i zivné médium. Na Zivnych
médiich PDA, SDA, 5-20, 5-40, 10-20, 10-40 a 20-40 roste houba nejrychleji ve 30 °C.
Naopak na médiich SLA, 5-10, 10-10, 20-10 a 20-20 byla kolonizace houbou nejrychlejsi ve
25 °C.

Po 21 dnech hodnoceni je trend kolonizace Petriho misek houbou B. bassiana kmene
GHA s riznymi zivnymi médii téméf shodny jako v pfedchozich dnech. Teploty 15 a 20 °C
nejsou pro rust této houby vhodné. Naopak teploty 25 a 30 °C jsou pro rust houby B. bassiana
kmene GHA nejoptimalnéjsi, ale kolonizace houbou B. bassiana je dale zavisla také na
vybéru média.

Graf 7: Vliv Zivné pudy a teploty na plochu kultury kmene GHA entomopatogenni
houby B. bassiana po 21 dnech
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Nejoptimalnéjsi teploty pro rust entomopatogenni houby B. bassiana kmene GHA
byly 25 a 30 °C. V ostatnich testovanych teplotach byla kolonizace Petriho misek s rliznymi
zivnymi médii nejpomalej$i. Média, na kterych houba dosahovala nejvétsi plochy, byla média
s poméry zakladnich zivin N:C 20-10 a 20-20. VSechna data byla podrobena celkové analyze:
ANOVA pro opakovand meéfeni. Na rychlost radidlniho rGstu mély vliv Zivné médium
(F=1261; df=11,336; p=0,00), teplota (F=19733; df=3,336; p=0,00) a doba kultivace
(F=49439; df=2,672; p=0,00). Dale m¢ély vliv na rychlost kolonizace interakce:
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médium*teplota (F=100; df=33,336; p=0,00), Cas*médium (F=54; df=22,672; p=0,00),
cas*teplota (F=72; 6,672; p=0,00) a cas*médium*teplota (F=16; df=66,672; p=0,00).

5.2 Porovnani vytéZnosti spor kmene GHA entomopatogenni houby B. bassiana na
ruznych Zivnych médiich a v riznych teplotnich podminkach

Tabulka 10: Vliv Zivné pudy na vytéZnost spor kmene GHA entomopatogenni houby
B. bassiana p¥i kultivaci v riznych teplotach po 21 dnech kultivace

15°C 20 °C 25 °C 30 °C

Médium Primér+SE L“geDy Primér+SE T;:IgeDy Primér+SE TﬁgeDy Primér+SE TFT'S‘EV
PDA 2,77+0,68x10° | bed | 1,77+0,02x10° | de 1,53+0,23 x10° ef 1,10£0,06x10° | ca
SDA 2,55+0,38x10° a 2,94+0,12x10° | ab 2,21+0,04x10° bed | 2,41+0,21x10° | ab
SLA 3,17+0,74x10° b 2,98+0,33x10° | a 1,99+0,01x10° cde | 2,86+0,01x10° | ab
5-10 (N:C) | 3,29+0,11x10° b 2,63+0,07x10% | abc 1,19+0,03x10° f 9,17+0,08x10° d
5-20 (N:C) | 2,54+0,71x10% | bcd | 1,36+0,00x10° e 1,77+0,24x10° de | 2,43+0,22x10° | ab
5-40 (N:C) | 1,17+0,06x10° e 1,57+0,08x10° e 2,15+0,13x10° bed | 2,32+0,26x10° | ab
10-10 (N:C) | 2,250,20x10° | bcd | 2,00£0,02 x10° | bede | 1,59+0,05x10° def | 1,03£0,01x10° | cd
10-20 (N:C) | 1,63£0,35x10° | de |3,06+0,15x10°| a 2,66+0,19x10° bc | 2,15+0,01x10° | ab
10-40 (N:C) | 2,12+0,09x10° | bcde | 1,83+0,04x10°| cde | 2,67+0,08x10° bc | 2,97+0,21x10° a
20-10 (N:C) | 2,20+0,04x10° | bede |3,69+1,09x10°| a 1,98+0,27x10° cde | 2,29+0,23x10° | ab
20-20 (N:C) | 3,10£0,11x10° | bc |3,46+0,22x10°| a 2,96+0,38x10° ab | 1,39+£0,00x10° c
20-40 (N:C) | 1,65+0,31x10° | cde |2,62+0,16x10° | abcd | 4,13+0,01x10° a 2,07+0,45x10° b

*a,b,c: hodnoty ve sloupci se stejnym pismenkem nejsou statisticky rozdilné (One way ANOVA, a=0,05; Tukey HSD test)
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Graf 8: Produkce spor kmene GHA entomopatogenni houby B. bassiana na riznych
zivnych médiich p¥i kultivaci v 15 °C
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Vytéznost spor kmene GHA entomopatogenni houby B. bassiana byla hodnocena
u vsech teplot po 21 dnech. Pii teplot¢ 15 °C se vytéznost spor pohybovala v rozmezi
od 1,17 x 10° (5-40) do 3,29x10° (5-10) spor na mm?kultury. Produkce spor entomopatogenni
houby B. bassiana kmene GHA se na riznych médiich vyznamné statisticky liSila (F=44,5;
df=11,12; p=0,000000). Nejvyssi produkce spor byla zaznamenidna na médiu s pomérem
N:C 5-10. VytéZnost byla 3,29 x 10° na mm? kultury. Dalsi velmi vhodnd média pro tvorbu
spor B. bassiana kmene GHA byla SLA a médium s pomérem zivin 20-20. Vytéznost spor
byla 3,17 x 10°, respektive 3,10 x 10° spor na mm? kultury. Zivna média PDA a SDA
poskytovala téméf totozné podminky pro tvorbu spor B. bassiana kmene GHA. Vytéznost
byla 2,77 x 10° respektive 2,55 x 10° spor na mm? kultury. Nejméné vhodné médium pro
produkci spor entomopatogenni houby B. bassiana kmene GHA bylo médium s pomérem
N:C 5-40. Vyt&znost spor byla pouze 1,17 x 10°.
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Graf 9: Produkce spor kmene GHA entomopatogenni houby B. bassiana na riznych
zivnych médiich p¥i kultivaci v 20 °C
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Produkce spor houby B. bassiana byla na sledovanych médiich ve 20 °C vyznamné
statisticky prukazna (F=21,7; df=11,12; p=0,000003). Nejvyssi vytéznost spor byla
zaznamenana na médiu s pomdrem N:C 20-10, vyt&Znost byla 3,69 x 10° spor na mm?
kultury. Dal$i velmi vhodna média pro produkci spor entomopatogenni houby B. bassiana
kmene GHA byla média s pomérem N:C 20-20, 10-20 a komer¢né vyrabéna média SLA a
SDA. Vytéznost spor B. bassiana se pohybovala na téchto vhodnych médii v rozmezi od
2,94 x 10° (SDA) do 3,46 x 10° (20-20) spor na mm? kultury. Nejmén& vhodna média pro
tvorbu spor houby B. bassiana kmene GHA byla 5-20 (1,36 x 10° spor na mm?)
a 5-40 (1,57 x 10° spor na mm?).
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Graf 10: Produkce spor kmene GHA entomopatogenni houby B. bassiana na riznych
zivnych médiich p¥i kultivaci v 25 °C
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Ve 25 °C kultivace byla nejvyssi vytéznost spor entomopatogenni houby B. bassiana
kmene GHA na médiu s pomérem N:C 20-40 (4,13 x 10° spor na mm? kultury). Ostatni
hodnocena média nebyla pro produkci spor houby B. bassiana kmene GHA tak vhodna.
Produkce spor na médiich byla v porovnani s médiem s pomérem N:C 20-40 markantné nizsi.
Nejmensi vytéZznost spor byla zaznamenana na médiu s pomérem zakladnich Zivin dusiku
a uhliku 5-10. Produkce spor byla pouze 1,19 x 10° spor na mm? kultury. Vyt&Znost spor
se na pouzitych zivnych médiich statisticky vyznamné lisila (F=30,2; df=11,12; p=0,000000).

Vytéznost spor entomopatogenni houby B. bassiana kmene GHA na zivnych médiich
ve 30 °C zna&né kolisala. Produkce spor se pohybovala v rozmezi od 9,17 x 10° (5-10) do
2,97 x 10° (10-40). Nejvyssi produkce spor byla zaznamenana na Zivném médiu s pomérem
N:C 10-40. Komer¢né vyrabéné médium SLA bylo také velmi vhodné pro produkci spor
houby B. bassiana kmene GHA (2,86 x 10° spor na mm? kultury). Produkce spor houby
B. bassiana se na riznych zivnych médiich ve 30 °C kultivace vyznamné statisticky lisila

(F=40,3; df=11,12; p=0,000000).
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Graf 11: Produkce spor kmene GHA entomopatogenni houby B. bassiana na riznych
zivnych médiich pri kultivaci v 30 °C
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Graf 12: Vliv Zivné pudy na vytéZnost spor kmene GHA entomopatogenni houby
B. bassiana p¥i kultivaci v riiznych teplotach
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Na rozdil od radialniho rtstu byla pro entomopatogenni houby B. bassiana kmene
GHA optimalni na mnoha médiich teplota 15 °C. Média PDA, SLA, 5-10, 5-20 a 10-10
poskytovaly v 15 °C kultivace nejoptimalngjsi podminky pro produkci spor houby
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B. bassiana kmene GHA. Nejvyssi produkce spor byla zaznamenana na médiu s pomérem
N:C 5-10 (3,29 x 10° na mm? kultury). Velmi vhodna teplota byla také 20 °C. Pro produkei
spor B. bassiana bylo nejoptimalnéj$i médium s pomérem zivin 20-10 a teplota 20 °C. Ostatni
teploty byly pro rist houby také vhodné, ale zde je jasné vidét, ze teplota neni jediny
parametr, na kterém zavisi produkce spor entomopatogenni houby B. bassiana kmene GHA.
Volba zivného média hraje také velmi kliCovou roli pii tvorbé spor. Produkce spor na
komer¢nich médiich je nejoptimalngjsi v 15 °C kultivace. Produkce spor na médiich se
zékladnimi poméry zivin vyzaduje riizné teplotni podminky.
Zavér

Vytéznost spor je velmi vyznamny hodnotici parametr pro vyrobu komer¢nich
biopreparatl, proto je velmi dilezit¢é porozumét teplotnim a nutriénim pozadavkim
entomopatogenni houby B. bassiana kmene GHA. Celkové byla data podrobena faktorialni
analyze rozptylu s interakcemi. Nejen médium (F=48; df=11,48, p=0,000000) a teplota

(F=53; df=3,48;p=0,000000) maji statisticky vyznamny vliv na vytéznost spor houby
B. bassiana kmene GHA, ale také interakce mezi nimi (F=34; df=33,48; p=0,000000).

5.3 Porovnani vytéZnosti blastopor vybranych kmeni entomopatogenni houby B.
bassiana na ruznych Zivnych médiich

Tabulka 11: Vliv Zivné pidy na vytéZnost blastospor entomopatogenni houby B.
bassiana odizolované z Argentiny v ¢ase

4. den 5.den 6. den 7.den

Médium Tukey Tukey Tukey Tukey
Primér+SE HSD Primér+SE HSD Primér+SE HSD Priimér+SE HSD

PDB 4,51+0,17x108 a 4,39+0,24x10° a 4,53+0,20x10° a 4,23+0,28x108 b

MEB 2,16+0,27x10° b 1,69+0,26x10° b 3,59+0,39x10° b 9,41+0,07x10° a

SDB 1,57+0,14x10° c 1,80+0,10x108 b 3,59+0,08x10° d 2,08+0,00x10° c

2-2 (N:C) | 1,36+0,20x10® c 1,86+0,03x108 b 2,13£0,08x108 | cd | 2,13+0,08x10° c

4-1 (N:C) | 1,24+0,05x10® c 1,85+0,05x108 b 2,43+0,15x10° c 4,18+0,05x108 b
*a,b,c: hodnoty ve sloupci se stejnym pismenkem nejsou statisticky rozdilné (One way ANOVA, a=0,05; Tukey HSD test)

Po 4 dnech kultivace entomopatogenni houby B. bassiana odizolované z Argentiny
byla nejvyssi produkce blastospor nazivném médium PDB. Vytéznost dosahovala
4,51 x 10® blastospor v 1 ml. Druhé Zivné médium, kde byla vysoka produkce blastospor bylo
MEB (2,16 x 10% Iml). Ostatni média poskytla pro produkci blastospor argentinského kmene
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tém&f totozné podminky, vyt&Znost byla v uzkém rozmezi od 1,24 x 10® (4-1) do
1,57 x 10° (SDB) v1 ml. Po 4 dnech hodnoceni byly pozorovany statisticky vyznamné
rozdily v produkci blastospor na riznych zivnych médiich (F=90; df=4,10; p=0,000000). Po
5 dnech kultivace B. bassiana z Argentiny byla opét nejvyssi vytéznost spor na Zivném médiu
PDB. Produkce blastospor byla 4,39 x 10%/1ml. V{t&Znost blastospor B. bassiana na ostatnich
médich byla témé&F totozna (rozmezi od 1,69 x 10° do 1,86 x 10%/1ml). Vysledky produkce
blastospor byly po 5 dnech hodnoceni statisticky prukazné (F=76,8; df=4,10; p=0,000000).
Vyt&znost blastospor byla po 6 dnech stale nejvyssi na zivné pads PDA (4,53 x 10° v 1 ml),
ale na ostatnich testovanych médiich produkce vyrazné vzrostla. Na médiich MEB a SDB
byla  produkce  blastospor  argentinského  kmene B. bassiana  shodna
(3,59 x 10° blastospor v 1 ml). Po 6 dnech hodnoceni byla prokdzana statisticky vyznamna
rozdilnost ve vytéznosti blastospor na riznych zivnych médiich (F=104; df=4,10;
p=0,000000). Po 7 dnech inkubace B. bassiana v tekutych zivnych pudach byla nejvyssi
produkce blastospor na médiu MEB. Vyt&Znost blastospor byla az 9,41x10® v 1 ml. Ostatni
média tak vhodna pro produkci blastospor vtomto dni hodnoceni nebyla. Markantné
v produkci blastospor zaostavaly. Data byla po 7 dnech vyznamné statisticky prikazna
(F=1002; df=4,10; p=0,000000).

Graf 13: VytéZnost blastospor entomopatogenni houby B. bassiana odizolované
z Argentiny na raznych Zivnych médiich v ¢ase
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Tabulka 12: Vliv Zivné pudy na vytéZnost blastospor entomopatogenni houby B.
bassiana kmene GHA v ¢ase

4. den 5.den 6. den 7.den

Médium ) Tukey ) Tukey ) Tukey ) Tukey
Primér+SE HSD Primér+SE HSD Primér+SE HSD Primér+SE HSD

PDB 2,91+0,14x108 a 2,94+0,14x108 a 2,90+0,13x108 a 3,28+0,28x108 b

MEB 2,55+0,09x108 b 2,73+0,18x108 ab 3,26+0,14x108 a 4,99:+0,16x108 a

SDB 2,33+0,11x108 b 2,22+0,20x108 c 1,72+0,04x10° b 1,80+0,20x108 c

2-2 (N:C) | 2,92+0,08x10® a 3,01+0,15x108 a 3,41+0,47x108 a 3,80:£0,23x108 b

4-1(N:C) | 2,39+0,08x10° b 2,43+0,23x108 bc 1,76+0,16x10° b 1,50+0,09x10° c
*a,b,c: hodnoty ve sloupci se stejnym pismenkem nejsou statisticky rozdilné (One way ANOVA, a=0,05; Tukey HSD test)

Po 4 dnech hodnoceni byla vytéznost blastospor entomopatogenni houby B. bassiana
kmene GHA v tekutych zivnych médiich velmi podobna. Rozsah hodnot produkce blastospor
byl od 2,33 x 10% (SDB) do 2,92 x 10° (2-2) v 1 ml. Hodnoty byly po 4 dnech vyznamng
statisticky prukazné (F=24; df=4,10; p=0,000042). V ostatnich hodnocenych dnech byla také
zaznamenana vyznamna statisticka odliSnost ve vytéznosti blastospor na riznych tekutych
zivnych pudach (5. den: F=10; df=4,10; p=0,001634, 6. den: F=55,5; df=4,10; p=0,000001,
7. den: F=137; df=4,10; p=0,000000). Po 5 dnech hodnoceni byla nejvyssi produkce
blastospor zaznamenana na zivném médiu S pomérem zivin N:C 2-2. Velmi vysoka vytéznost
blastospor byla pozorovana také za pouziti média PDB a MEB. Hodnoty produkce blastospor
byly 2,94 x 10%/1ml, respektive 2,73 x 10%/1ml. V nésledujicim 6. dni se tento trend nezménil,
opét byla nejvyssi produkce blastospor na médiu s pomérem 2-2 (3,41 x 10%/1ml). Velmi
vysokd produkce blastospor byla zaznamenana také na médiu MEB, vytéZnost byla
3,26 x 10° blastospor/Iml. Tekuté Zivné médium MEB bylo nejoptimalngjsi pro produkci
blastospor entomopatogenni houby B. bassiana kmene GHA po 7 dnech hodnoceni.
Vyt&znost blastospor dosahovala 4,99 x 10® na 1 ml. Média PDB a 2-2 byla pro produkci
blastospor také vhodna, ale vytéznost byla v porovnani s médiem MEB vyrazné niz§i. Ostatni
pouzita média SDB a 4-1 pro produkci blastospor houby B. bassiana kmene GHA vhodna

nebyla.
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Graf 14: VytéZnost blastospor entomopatogenni houby B. bassiana kmene GHA
na riznych zivnych médiich v ¢ase
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Tabulka 13: Vliv zivné pidy na vytéZnost blastospor entomopatogenni houby
B. bassiana kmene CCM8382 v ¢ase

4. den 5. den 6. den 7. den
Medium | mertSE THuggy PromértSE THulggy Primér+SE THUIS(EV Promér+SE THuIS«[e)y
PDB 3,93+0,16x10° b 3,31+0,07x108 b 2,69+0,16x108 c 3,52+0,13x10® b
MEB | 3,98+0,03x10® b 5,39+0,22x108 a 5,13+0,13x10° a 5,25+0,12x10° a
SDB 6,11+0,32x10® a 4,74+0,24x10° a 3,04+0,04x108 b 3,21+0,23x10° b
2-2 (N:C) | 2,48+0,10x10® c 3,69+0,29x108 b 3,18+0,18x10° b 3,34+0,25x10° b
4-1 (N:C) | 2,04+0,04x10® d 2,69+0,09x108 c 2,53+0,12x108 c 2,40+0,11x10® c

*a,b,c: hodnoty ve sloupci se stejnym pismenkem nejsou statisticky rozdilné (One way ANOVA, a=0,05; Tukey HSD test)
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Graf 15: VytéZnost blastospor entomopatogenni houby B. bassiana kmene CCM8382
na riznych zivnych médiich v ¢ase
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Nejvyssi vytéznost blastospor entomopatogenni houby B. bassiana kmene CCM8382
byla po 4 dnech hodnoceni na komeréné vyrabéném tekutém médiu SDB. Hodnota vytéznosti
blastospor u  tohoto média  dominovala nad  ostatnimi.  Produkce  byla
6,11 x 10 blastospor v 1 ml. V nasledujicich dnech, ale dochazelo u tohoto média k redukci
blastospor. Zivnad média MEB a PDB poskytovala téméf shodné nutriéni vlastnosti pro
produkei blastospor, vyt&znost byla 3,98 x 10°, respektive 3,93 x 10° blastospor v 1 ml.
Média se zakladnimi poméry zivin N:C byla v produkci blastospor nejslabsi. Po 4 dnech
hodnoceni byly zaznamenany statisticky prikazné rozdily v produkci blastospor na riznych
zivnych padach (F=443; df=4,10; p=0,000000). Po 5 dnech inkubace byla zaznamenana
nejvyssi produkce spor na médiu MEB (5,39 x 10%/1ml). U ostatnich pouzitych médii se
vytéZnost blastospor pohybovala vrozmezi od 2,69 x 108 v1 ml (4-1) do
4,74 x 10® (SDB) v1 ml. Po 5 dnech testovani byla opét statisticky pritkazna rozdilnost
v produkci Dblastospor na raznych tekutych médiich (F=96; df=4,10; p=0,000000).
V nasledujicich dnech hodnoceni byla vytéznost blastospor opét nejvyssi na médiu MEB. Po
6. dnech byla produkce blastospor 5,13 x 10° v1 ml a po 7 dnech hodnoceni
5,25 x 10® v 1 ml. Ostatni média v produkci blastospor v porovnani s Zivnym médiem MEB
vyrazné zaostavala a to po 6 i 7 dnech testovani. Po 6 i 7 dnech byly vysledky vytéznosti

blastospor entomopatogenni houby B. bassiana kmene CCMB8382 na riznych tekutych

46



pudach vyrazn¢ statisticky prukazné (6. den: F=122; df=4,10; p= 0,000000, 7. den: F=79;
df=4,10; p= 0,000000).

Tabulka 14: Vliv zivné pidy na vytéZnost blastospor entomopatogenni houby
B. bassiana odizolované z Izraele v ¢ase

4. den 5. den 6. den 7. den

Médium . Tukey L Tukey L Tukey . Tukey
Primér+SE HSD Primér+SE HSD Primér+SE HSD Primér+SE HSD

PDB 3,38+0,04x10° a 3,40+0,15x10° a 3,69+0,14x10° b 3,75+0,06x10° c

MEB 2,00+0,12x10° b 2,65+0,20x10° b 4,05+0,27x10° ab 4,99+0,19x10° a

SDB 2,24+0,14x10° b 2,36+0,23x10° b 2,50+0,05x10° c 2,66+0,07x10° d

2-2 (N:C) | 3,30+0,16x10° a 3,72+0,26x108 a 4,43+0,10x10® a 4,21+0,12x10° b

4-1 (N:C) | 2,20+0,03x10® b 2,31+0,07x108 b 2,33+0,13x108 c 2,39+0,18x10® d
*a,b,c: hodnoty ve sloupci se stejnym pismenkem nejsou statisticky rozdilné (One way ANOVA, a.=0,05; Tukey HSD test)

Po 4 dnech hodnoceni byla zaznamenana nejvyssi vytéznost blastospor na komeréné
vyrdbéném zivném médiu PDB. Produkce spor byla 3,38 x 10 v 1 ml. Velmi podobnou
produkci spor méla entomopatogenni houba B. bassiana odizolovana z Izraele také na médiu
s pom&rem N:C 2-2 (3,30 x 10%/1ml). V ostatnich médiich byla produkce blastospor houby
B. bassiana velmi podobna, rozsah vyt&Znosti blastospor byl od 2,00 x 10® (MEB) do
2,24 x 10° v 1 ml (SDB). Vytéznost blastospor byla po 4. dnech vyrazné statisticky prikazna
(F=95; df=4,10; p=0,000000). Produkce blastospor izraelského kmene houby B. bassiana byla
na ruznych zivnych médiich statisticky prikazna i po 5 dnech hodnoceni (F=30; df=4,10;
p=0,000016). Vytéznost blastospor houby B. bassiana byla po 5 dnech testovani nejvyssi na
7ivné pidé s pomdrem N:C 2-2 (3,72 x 10%/1ml).
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Graf 16: Vytéznost blastospor entomopatogenni houby B. bassiana odizolované z Izraele
na riznych Zivnych médiich v ¢ase
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Vysokd vytéznost blastospor byla zaznamendna také na médiu PDB. Ostatni média
byla v produkci blastospor méné vhodna, produkce spor se pohybovala v rozmezi od
2,31 x 10%/1ml (4-1) do 2,65 x 10%/1ml (MEB). V 6. dnu hodnoceni se vyt&Znost blastospor
vyrazné navysila na médiu MEB, produkce blastospor byla 4,05 x 10° v 1ml. Médium
spomérem 2-2 bylo po 6 dnech nejvice vhodné pro produkci blastospor B. bassiana
(4,43 x 10® v 1ml). Po 6 dnech hodnoceni byly zaznamenany u entomopatogenni houby
B. bassiana odizolované z lzraele statisticky prukazné rozdily v produkci blastospor na
riznych Zivnych médiich (F=122; df=4,10; p=0,000000). V nasledujicim dnu hodnoceni byla
data produkce blastospor opét vyznamné statisticky prukazna (F=163; df=4,10; p=0,000000).
Nejvyssi vyt&Znost blastospor byla na médiich MEB (4,99 x 10%/1ml) a 2-2 (4,21 x 10%/1ml).

Ostatni média tak vysokou produkci blastospor houby B. bassiana z Izraele neposkytovaly.

Tabulka 15: Vliv Zivné pudy na vytéZnost blastospor entomopatogenni houby
B. bassiana odizolované z USA v ¢ase

4. den 5. den 6. den 7. den

Médium . Tukey . Tukey . Tukey o Tukey
Primér+SE HSD Primér+SE HSD Primér+SE HSD Primér+SE HSD

PDB 2,35+0,05x10° a 2,96+0,09x10° a 3,01+0,15x108 a 3,1040,10x10° a

MEB 2,34+0,10x10° a 2,9440,17x10° a 2,9440,14x10° a 3,26+0,17x10° a

SDB 1,75+0,11x10% b 1,62+0,08x10° b 1,63+0,13x10° b 1,86+0,15x10° b

2-2 (N:C) | 2,58+0,13x10® a 3,04+0,19x108 a 3,03+0,30x10® a 3,14+0,09x10® a

4-1 (N:C) | 1,76+0,19x10® b 1,85+0,18x10° b 1,86+0,03x10° b 2,01+0,07x10® b

*a,b,c: hodnoty ve sloupci se stejnym pismenkem nejsou statisticky rozdilné (One way ANOVA, a=0,05; Tukey HSD test)
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Ve vSech dnech hodnoceni byla vytéZznost blastospor entomopatogenni houby
B. bassiana odizolované z USA na ruznych zivnych tekutych médiich vyznamné statisticky
prukazna (4. den: F=25; df=4,10; p=0,000036, 5. den: F=70; df=4,10; p=0,000000, 6. den:
F=107; df=4,10; p=0,000000, 7. den: F=91; df=4,10; p=0,000000). Entomopatogenni houba
B. bassiana odizolovana z USA byla po 4 dnech nejvice produktivni na médiu s pomérem
N:C 2-2. Vyt&znost blastospor byla 2,58 x 10% v Iml. Na médiich PDB a MEB byla produkce
blastospor témé&f srovnatelna, hodnoty dosahovaly 2,35 x 10° blastospor/iml, respektive
2,34 x 10° blastospor/1ml. Stejny jev se vyskytoval i na médiich SDB (1,75 x 10%/1ml) a 4-1
(1,76 x 10%/1ml). Vyt&Znost blastospor B. bassiana byla tém&F shodna. Po 5 dnech hodnoceni
byla vytéznost blastospor nejvyssi opét na médiu 2-2. Produkce blastospor dosahovala
3,04 x 10° v 1ml. Tekuta komeréni média PDB (2,96 x 10%/1ml) a MEB (2,94 x 10%/1ml) byla
také velmi vhodna pro produkci blastospor houby B. bassiana z USA. Produkce blastospor
byla u téchto médii téméf stejna. Po 6 dnech hodnoceni se vytéZznost blastospor u pouzitych
médii vyrazné¢ nezmeénila. Nejoptimalnéj$i pro produkci blastospor bylo opét médium
spomérem N:C 2-2. Naopak po 7 dnech hodnoceni se vytéZznost blastospor zvysila ve
prospéch média MEB. Vytéznost blastospor byla 3,26 x 10° v 1 ml. Vytéznost blastospor
B. bassiana byla vysoka také na médiich 2-2 a PDB.

Graf 17: Vytéznost blastospor entomopatogenni houby B. bassiana odizolované z USA
na riuznych zivnych médiich v ¢ase
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Graf 18: VytéZnost blastospor vybranych kmeni entomopatogenni houby B. bassiana na
ruznych Zivnych médiich po 4 dnech kultivace
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Zgrafu 18 je patrné, ze nejvhodngjsi médium pro produkci blastospor
entomopatogenni houby B. bassiana odizolované z Argentiny je PDB. Vytéznost blastospor
na PDB byla oproti vytéznosti blastospor na ostatnich médiich markantné vyssi. Produkce
blastospor B. bassiana byla 4,51 x 10° v 1ml. Komeréni biopreparat Botanigard poskytoval
po 4 dnech kultivace na médiich velmi podobnou vytéZznost blastospor. Rozsah hodnot byl od
2,33 x 10® v 1 ml do 2,92 x 10° blastospor v 1 ml. Kmen CCM8382 byl nejproduktivngjsi na
zivném médiu SDB. Tento kmen byl ze vSech hodnocenych kmenti entomopatogenni houby
B. bassiana po 4 dnech nejproduktivnéj$i. Vytéznost blastospor na médiu SDB byla az
6,11 x 10°® blastospor/iml. Kmen B. bassiana z Izraele byl nejproduktivn&jsi na tekutém
médiu s pomérem N:C 2-2 a PDB, vytéZnost blastospor byla téméf shodna. Americky kmen

houby B. bassiana patfil spolu s argentinskym kmenem k t€ém nejméné produktivnim.
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Graf 19: Vytéznost blastospor vybranych kmeni entomopatogenni houby B. bassiana
na ruznych Zivnych médiich po 5 dnech kultivace
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Produkce blastospor argentinského kmene B. bassiana byla po 5. dnech hodnoceni
nejvyssi na zivné pidé PDB (4,39 x 10%/1ml). Vyt&Znost spor byla vice nez dvojnasobna na
tomto médiu v porovnani s ostatnimi pouzitymi médii. Kmeny houby B. bassiana: GHA,
Z Izraele a z USA byly nejvice produktivni na médiu se zakladnimi nutri¢nimi prvky N:C 2-2.
Velmi dobrou vytéznost blastospor mély tyto kmeny 1 na komerénim tekutém médiu PDB.
Kmen CCMS8382 entomopatogenni houby B. bassiana patiil mezi nejlepsi v produkci
blastospor na médiich MEB a SDB. VytéZnost blastospor byla velmi vysokéa na obou médiich
(5,39 x 10%/1ml MEB a 4,74 x 10%/1ml SDB).
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Graf 20: Vytéznost blastospor vybranych kmeni entomopatogenni houby B. bassiana
na ruznych Zivnych médiich po 6 dnech kultivace

6,00E+08
— 5,00E+08
S
— I
= 4,00E+08 !
2. !
g
& 3,00E+08
-t &=
Z "
£ 2,00E+08
s
1,00E+08
0,00E+00
DO N OO @mN T ommN T ommN S mmm N
[ATTRYaRN VIR NI TR NV AR TT RNV e TR ANV e TR a NN
a S on oS oun a S on a S on oS oun
Argentina Botaniguard CCM8382 Izrael USA

Médium

Po 6 dnech hodnoceni byla u Argentinského kmene opét nejvyssi produkce blastospor
na komerénim médiu PDB. V{t&Znost blastospor byla velmi vysoka (4,53 x 10%/1ml). Vhodné
médium je pro tento kmen také komercni MEB. Komer¢ni biopreparat Botanigard je stejné
jako v predchozich dnech nejvice produktivni na médiu s pomérem 2-2 a nejméné na
komerénim tekutém médiu SDB. Kmen CCMS8382 m¢l nejvyssi vytéznost blastospor na
médiu MEB a produkce blastospor patiila mezi nejvyssi ze vSech testovanych kment a médii.
Vytéznost blastospor dosahovala 5,13 x 10° v 1 ml. Izraelsky kmen B. bassiana byl nejlepsi
Vv produkci blastospor na médiu 2-2. Velmi vhodnd média pro produkci tohoto kmene byla
také MEB a PDB. Entomopatogenni houba B. bassiana odizolovana z USA byla produktivni
na médiich 2-2, MEB a PDB. Ostatni média pro produkci blastospor tohoto kmene vhodna

nejsou.

Po 7 dnech inkubace kment B. bassiana dominoval ve vytéznosti kmen z Argentiny
na zivném médiu MEB (9,41 x 108/1m1). Vytéznost blastospor byla nejvyssi ze vSech
hodnocenych kmenti a médii. Komeréni médium MEB bylo nejvhodnéjsi i pro dalsi testované
kmeny B. bassiana. Vytéznost blastospor byla na tomto médiu u vSech testovanych kment

nejvyssi. Nejméné produkéni kmen B. bassiana byl z USA na médiich PDB a MEB.
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Graf 21: Vytéznost blastospor vybranych kmeni entomopatogenni houby B. bassiana

na riznych zZivnych médiich po 7 dnech kultivace
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Tabulka 16: Statistické vyhodnoceni vytéZnosti blastospor kmeni houby B. bassiana na
zivnych médiich v riznych ¢asovych tsecich

Faktory 4. den 5. den 6. den 7. den

Kmen F=214; df=4,50; F=162; df=4,50; F=90; df=4,50; F=132; df=4,50;
p=0,00 p=0,00 p=0,00 p=0,00

Médium F=175; df=4,50; F=102; df=4,50; F=312; df=4,50; F=631; df=4,50;
p=0,00 p=0,00 p=0,00 p=0,00

Kmen*Médium F=76; df=16,50; F=40; df=16,50; F=36; df=16,50; F=81; df=16,50;
p=0,00 p=0,00 p=0,00 p=0,00

Faktorialni ANOVA s interakcemi

Vytéznost blastospor vsech kmenl entomopatogenni houby B. bassiana na riznych

zivnych ptdach byla podrobena také faktoridlni analyze rozptylu s interakcemi. Byl sledovan

vliv daného kmene, média a také interakce mezi témito dvéma faktory. Vysledky byly ve

vSech dnech hodnoceni vyznamné statisticky prikazné (viz Tabulka 16).
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Zavér

Kazdy testovany kmen entomopatogenni houby B. bassiana vyzaduje odli$né nutri¢ni
zdroje i dobu kultivace za ticelem vysoké vytéznosti blastospor. Proto je nutné kazdy kmen
testovat zvlast na rlstové a produkcni parametry. VSechna data byla podrobena celkové
analyze: ANOVA pro opakovand méieni. Na vytéznost blastospor mély vliv zivné médium
(F=539; df=4,50; p=0,00), kmen (F=252; df=4,50; p=0,00) a doba kultivace (F=270;
df=3,150; p=0,00). Dale mé&ly vliv na produkci blastospor interakce: kmen*médium (F=95;
df=16,50; p=0,00), c¢as*kmen (F=90; df=12,150; p=0,00), ¢as*médium (F=110; df=12,150;
p=0,00) a cas*kmen*médium (F=32; df=48,150; p=0,00).

5.4 Testovani ucinnosti entomopatogenni houby B. bassiana kmene GHA proti larvam
potemnika mou¢ného (Tenebrio molitor) v riznych teplotnich podminkach

Utinnost proti larvam T. molitor byla vyjadiena dvéma zptsoby a to v % jako
kumulovand mortalita a pomoci indexu, ktery popisuje pribéh vyvoje houby.

Kumulovana mortalita

Utinnost entomopatogenni houby B. bassiana kmene GHA proti larvam T. molitor
byla hodnocena v riznych teplotnich podminkach v pribéhu 10 dni. Hodnoty byly vyjadieny
v % jako kumulovand mortalita. Kumulovanid mortalita zahrnovala jak mrtvé jedince bez
ptiznaku infekce, tak i jedince viditeln¢ infikované houbou B. bassiana. Ke kazdé teplotni
variant¢ byla vytvofena kontrolni varianta, kdy byly jedinci T. molitor vystaveny pouze
0,05% roztoku Tween 80. V kontrolni variant¢ nebyla ani po 10 dnech hodnoceni
zaznamenana zadna mortalita v populaci larev T. molitor. Po 3. dnech od inokulace larev
houbou B. bassiana kmenem GHA doslo ke kumulované mortalité¢ pouze u variant, které byly
umistény v 10 a 25 °C. Kumulovana mortalita v populaci larev T. molitor byla u obou variant
2,78 %. 1 kdyz doslo po 3 dnech k mortalité larev T. molitor, vysledky nebyly vyznamné
statisticky prikazné (F=0,800000; df=5,12; p=0,570523).

54



Tabulka 17: Uéinnost entomopatogenni houby B. bassiana kmene GHA proti larvam T.
molitor v riiznych teplotnich podminkach

Kumulovana mortalita (%) pramér+SE

Teplota 3. den 4. den 5. den 6. den 7. den 10. den
0,00=+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00
kontrola
a a c c c b
10 °C 2,78+4,81 2,78+4,81 2,78+4,81 2,78+4,81 5,56+9,62 88,89+9,62
a a c c c b
15 °C 0,00+0,00 5,56+4,81 8,33+0,00 8,33+0,00 8,33+0,00 88,89+19,25
a a bc c c a
20 °C 0,00=+0,00 0,00+0,00 2,78+4,81 55,56+12,73 97,22+4,81 100,00+0,00
a a c b ab a
250C 2,78+4,81 16,67+8,33 77,78+12,73 97,22+4,81 100,00+0,00 100,00+0,00
a a a a a a
30 °C 0,00+0,00 11,11£12,73 41,67+22,05 66,67+£22,05 86,11+9,62 86,11+9,62
a a ab b b a

*a,b,c: hodnoty ve sloupci se stejnym pismenkem nejsou statisticky rozdilné (One way ANOVA, a=0,05; Tukey HSD test)

Graf 22: Porovnani kumulované mortality u larev T. molitor po oSeti'eni kmenem GHA
entomopatogenni houby B. bassiana v riznych teplotnich podminkach
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V nasledujicim dnu doslo k mortalité larev T. molitor téméf u vsech teplotnich variant

vyjma 20 °C. Nejvyssi % kumulované mortality jedinci T. molitor bylo zaznamenano pfi

inkubaci ve 25 °C. Mortalita v populaci larev dosahovala 16,67 %. Velmi vysoka kumulovana

mortalita larev T. molitor byla zaznamenana také ve varianté 30 °C (11,11 %). V 15 °C byla

mortalita v populaci T. molitor 5,56 % a v 10 °C byla imrtnost stejna jako v pfedchozim dnu

hodnoceni. Po 4 dnech byla kumulovand mortalita larev vyznamné statisticky prikazna

(F=3,42268; df=5,12; p=0,037481). Po 5 dnech inkubace byla nejvyssi kumulovana mortalita
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larev T. molitor zaznamenana pfi teploté 25 °C. Kumulovana mortalita byla 77,78 %. Velmi
vysoka mortalita byla pozorovana i pii teplot¢ 30 °C (41,67 %). V dalsich testovanych
teplotach houba B. bassiana kmen GHA proti larvam T. molitor tak G¢inna nebyla. Rozsah
kumulované mortality se pohyboval od 2,78 % (10 a 20 °C) do 8,33 % (15 °C). Po 5 dnech
hodnoceni byla kumulovana mortalita v populaci larev T. molitor v rtiznych teplotnich
podminkach vyznamné statisticky prikazna (F=24,3063; df=5,12; p=0,000007).
V nasledujicim dni byla kumulovana mortalita larev pfi teploté 25 °C témét 100% (97,22 %).
Ve 30 °C byla kumulovana mortalita v populaci larev T. molitor také velmi vysoka, hodnota
mortality byla 66,67 %. Velmi markantné vzrostla mortalita larev T. molitor pii teploté 20 °C.
Kumulovana mortalita byla zvySena za pouhy jeden den o 53 %. U teplotnich variant
10 a 15 °C nedoslo k navySeni mortality od piedchoziho dne hodnoceni, kumulovana
mortalita byla stejna. Po 6 dnech hodnoceni byla data kumulované mortality larev T. molitor
Vv riznych teplotnich podminkach statisticky prukazna (F=41,9417; df=5,12; p=0,000000).
Po 7 dnech trvani biotestu doslo ve varianté 25 °C ke 100% kumulované mortalité larev
T. molitor. Kumulovana mortalita larev v teplotni variant¢ 20 °C opét vyrazné vzrostla
V porovndni s pfedchozim dnem, mortalita byla 97,22 %. Velmi vysokou kumulovanou
mortalitu larev poskytla také teplotni varianta 30 °C (86,11 %). V ostatnich teplotach
inkubace m¢la houba B. bassiana kmen GHA velmi nizkou u¢innost proti larvam T. molitor.
| vtomto dnu hodnoceni byla kumulovand mortalita v kazdé teplotni varianté¢ vyznamné
statisticky prikazna (F=86,7894; df=5,12; p=0,000000). Po 10 dnech inkubace byla
u teplotnich variant 20 a 25 °C zaznamenana 100% kumulovana mortalita v populaci larev
T. molitor. V ostatnich variantach byl pozorovan velmi vysoky nartst kumulované mortality.
Hodnoty se pohybovaly v rozmezi od 86,11 % (30 °C) do 88,89 % (10 a 15 °C). Po 10 dnech
hodnoceni byla kumulovana mortalita v riznych teplotnich podminkach kultivace vyznamné

statisticky prikazna (F=41,5671; df=5,12; p=0,000000).
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Index priibéhu a vyvoje hub na hostiteli

Tabulka 18: Prumérny index FDI u entomopatogenni houby B. bassiana kmene GHA na

larvach T. molitor v riznych teplotnich podminkach

Index FDI pramér+SE
Teplota 3.den 4. den 5. den 6. den 7. den 10. den
0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00
kontrola
a c c c d c
10 °C 0,03+0,05 0,06+0,05 0,06+0,02 0,10+0,02 0,17+0,04 0,31+0,15
a bc c c cd c
15°C 0,04+0,07 0,10+0,06 0,10+0,02 0,29+0,11 0,56+0,09 1,54+0,07
a bc c c c b
0,07+0,05 0,07+0,05 0,26+0,09 1,07+0,15 1,58+0,19 2,83+0,17
20 °C
a bc bc b b a
25 °C 0,15+0,10 0,53+0,09 1,06+0,17 1,72+0,02 2,49+0,36 2,94+0,06
a a a a a a
o 0,06+0,02 0,24+0,12 0,56+0,27 1,01+0,31 1,47+0,17 1,72+0,46
30°C a b b b b b

*a,b,c: hodnoty ve sloupci se stejnym pismenkem nejsou statisticky rozdilné (One way ANOVA, a=0,05; Tukey HSD test)

Pomoci testu FDI je zaznamenan priibéh infekce v populaci larev. Cim vyssi index je
V populaci zaznamenan, tim je kmen houby pfitomny ve formé mycelia na povrchu larvy.
Index 1,50 poukazuje na pocatek infekce patogenem a index blizici se hodnoté 3,00 znaci, ze
kmen je schopen dokoncit sviij vyvoj, tj. plné sporuluje na povrchu hostitele. Opét byla pro
kazdou teplotni variantu pfipravena i varianta kontrolni, kdy byly larvy T. molitor vystaveny
pouze 0,05% roztoku Tween 80. V kontrolni variant¢ nebyla na larvach T. molitor
pozorovana zadna pfitomnost entomopatogenni houby B. bassiana kmene GHA ani po
10 dnech trvani experimentu. Po 3 dnech hodnoceni byly larvy T. molitor ve vSech teplotnich
variantach podle primérného indexu FDI Zivé, v Zadné varianté index nedosahl hodnoty 1,00,
ktery zna¢i 100% mortalitu. Z Tabulky 17, kde byla data kumulované mortality, byl ale po
3 dnech zaznamenan minimalni uhyn v populaci larev T. molitor. Po 3 dnech hodnoceni
vyvoje entomopatogenni houby B. bassiana kmene GHA na larvach v rGznych teplotach
inkubace nebyly zaznamenany statisticky prikazné vysledky (F=2,29730; df=5,12;
p=0,110430). Po 4 dnech hodnoceni byl nejvyssi index FDI houby B. bassiana zaznamenan
Vv populaci larev, které byly inkubovany ve 25 °C. Index dosahoval hodnoty FDI=0,53. Index
FDI=0,5 na larvach T. molitor oznacuje prvotni ptiznaky napadeni houbou. Na povrchu téla
se mohou vyskytovat melanizaéni skvrny, pohyblivost larev je sniZena, ale jsou stale zivé.
U teplotni varianty 25 °C (FDI=0,53) byla v populaci jiz zaznamenana mortalita larev
T. molitor. V ostatnich teplotnich podminkach byl index FDI v rozsahu od 0,06 (10 °C)
do 24 (30 °C). Po 4 dnech hodnoceni byl index FDI houby

pramérny
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B. bassiana na larvach T. molitor vyznamné statisticky prukazny (F=22,25283; df=5,12;
p=0,000011).

Graf 23: Porovnani hodnot FDI kmene GHA entomopatogenni houby B. bassiana na
larvach T. molitor v riznych teplotnich podminkach
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Po 5 dnech hodnoceni méla populace larev T. molitor ve 25 °C 100% umrtnost.
Primérny index FDI byl vyssi jak 1,00, konkrétné 1,06. V teplotni variant¢ 30 °C byly na
larvach patrné znamky infekce a nékteré byly usmrcené. Primérny index FDI byl 0,56.
V ostatnich teplotnich podminkach méla entomopatogenni houba B. bassiana kmen GHA
velmi pomaly rozvoj. Primémé indexy se pohybovaly v rozmezi od 0,06 (10 °C) do
0,26 (20 °C). Po 5 dnech hodnoceni byly primémé indexy FDI na larvach v riznych
teplotaich vyznamné statisticky prikazné (F=26,6974; df=5,12; p=0,000004). V 6 dni
hodnoceni byly vSechny larvy T. molitor ve 25 °C infikované houbou B. bassiana. Primérny
index FDI byl vyssi jak 1,5 (FDI=1,72). V teplotnich podminkach 20 a 30 °C doslo v populaci
ke 100% mortalité. Praimérné indexy FDI byly 1,07, respektive 1,01. V ostatnich teplotnich
variantach byly larvy T. molitor stale Zivé. Po 6 dnech hodnoceni byly pozorovany vyznamné
statistické rozdily v pribéhu infekce B. bassiana na larvach T. molitor (F=62,4803; df=5,12;
p=0,000000). Po 7 dnech od zalozeni biotestu byla v teplot¢ 25 °C na nékterych larvach
pozorovana zacinajici sporulace houby B. bassiana kmene GHA. Primérny index FDI témé&f
dosahoval hodnoty 2,5. Konkrétné byla hodnota FDI=2,49. V teplotnich podminkach
20 a 30 °C byly larvy jiz viditelng infikované, indexy FDI byly 1,58 (20 °C) a 1,47 (30 °C).

U teploty 15 °C se jiz na larvach zacaly objevovat prvotni pfiznaky infekce B. bassiana.
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v

infekce vhodnd, index FDI byl velmi nizky (0,17). Po 7 dnech hodnoceni byly pozorovany
statisticky vyznamné rozdily v pribéhu infekce B. bassiana na larvach T. molitor (F=81,0650;
df=5,12; p=0,000000). Po 10 dnech hodnoceni byly vysledky indexu FDI na larvach také
vyznamné statisticky prukazné (F=99,3743; df=5,12; p=0,000000). Primérny FDI index
houby B. bassiana se na larvach T. molitor pii teplotach 20 a 25 °C téméft blizil hodnoté
3,00, kdy je jiz houba plné vysporulovana. Indexy dosahovaly hodnot FDI=2,83 (20 °C),
respektive 2,94 (25 °C). Vysoky index prabéhu infekce na larvach byl zaznamenan i ve
variant¢ 30 °C (1,72). Teplota 10 °C nebyla vhodna pro pribé¢h infekce entomopatogenni
houby B. bassiana kmene GHA. Jeji rozvoj byl velmi pomaly (0,31).
Zavér

Nejoptimalnéjsi teplota pro rozvoj infekce zplsobené entomopatogenni houbou
B. bassiana kmenem GHA byla 25 °C. V této teploté byla houba schopna nejrychleji usmrtit
jedince T. molitor. Jiz po 7 dnech od zalozeni biotestu byla mortalita v populaci larev
T. molitor 100 %, vsech larvy byly infikované (FDI=2,49). Nizsi teploty kultivace 10 a 15 °C
optimalni pro tuto houbu nebyly. Data kumulované mortality a indext FDI v populaci larev
T. molitor byly dale podrobeny celkové statistické analyze: ANOVA pro opakovana méfeni.
Na ucinnost (kumulovana mortalita) entomopatogenni houby B. bassiana kmene GHA proti
larvam T. molitor mély vyznamné statisticky prukazny vliv teplota (F=49,9002; df=5,12;
p=0,000000), ¢as (F=162,0431; df=5,60; p=0,000000) a interakce mezi nimi (F=24,2382;
df=25,60; p=0,000000). Stejné faktory mély vyznamné statisticky prikazny vliv i na prabéh
infekce hodnoceny indexy FDI (teplota: F=100,4200; df=5,12; p=0,000000, ¢as: F=414,1399;
df=5,60; p=0,000000, cas*teplota: F=49,8564; df=25,60; p=0,000000).
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6 DISKUZE

Entomopatogenni houby patii mezi mikroorganismy, které potlacuji populace celé
fady vyznamnych Skidc, a tudiz se wuplatiuji v biologické ochrané rostlin. Tyto
mikroorganismy jsou pfedmétem intenzivniho vyzkumu po vice nez 100 let a mohou se
vyskytovat v epizootickych nebo enzootickych urovnich v hostitelské populaci (Mora a kol.,
2017). Ptiblizné 80 % nemoci, které se vyskytuji u hmyzu, je houbového pivodu. Prakticky
vSechny druhy hmyzu jsou nachylné k nékterym chorobam zplsobenymi témito houbami,
které mohou vést ke smrti (Batista, 1989). Druh entomopatogenni houby B. bassiana patii
mezi nejvyznamnéjsi a pouziva se v biologické ochrané rostlin. Entomopatogenni houba
B. bassiana je kosmopolitn¢ rozsifeny druh, ktery je bézné€ zaznamenavan jako ptvodce
onemocnéni na mnoha druzich hmyzu, zejména pak na herbivornich druzich, které jsou
alespon Casti svého vyvoje vazany na pudu. Produkce spor a virulence jsou hlavnimi
parametry pro praktick¢é vyuziti entomopatogenni houby v ochrané proti zemédélskym
i lesnim $ktidctim (Landa a kol., 2007).

Bakalaiska prace byla zaméfena na rustové a produkéni parametry a na virulenci
houby B. bassiana kmene GHA, ktery byl reizolovan z komer¢niho biopreparatu Botanigard.
Tento ptipravek se vyuziva v mnoha zemich svéta k potlaceni populaci vyznamnych skiidei.
Dalsi ¢ast prace byla zaméfena na produkéni parametry, konkrétné produkci blastospor
vybranych kmenti entomopatogenni houby B. bassiana. Kmeny pochazely z rtznych
geografickych oblasti.

Prvni ¢ast bakalaiské prace byla zamétena na vliv teploty a Zivného média na radialni
rist entomopatogenni houby B. bassiana kmene GHA. Nejoptimalnéjsi teploty pro rast
entomopatogenni houby B. bassiana kmene GHA byly 25 a 30 °C na médiich s poméry
zakladnich zivin N:C 20-10 a 20-20. Optimalni teplota pro vétSinu entomopatogenni hub
se pohybuje v rozmezi mezi 20 a 25 °C (Inglis a kol., 2001). Autoii Goettel, Inglis (1997),
udavaji jako optimalni teplotu pro infikovani hostitele, rist a sporulaci mezi 20 az 30 °C.
Walstad a kol., (1970) ve své praci uvadi jako optimalni teplotu od 15 do 30 °C, ale v této
praci byl rust pii 15 °C velmi pomaly. Inglis a kol., (2001) ve své praci uvadéji, ze teplotni
tolerance entomopatogennich hub je silné zavisla na prostfedi. Houba izolovana z teplejsi
oblasti je tolerantn¢j$i vici vySSim teplotdm a naopak. V bakaldiské praci byly pouzity
komeréni média PDA, SDA a SLA a média s riznymi poméry zakladnich Zivin dusiku
a uhliku. Vétsina studii pouziva k experimentim standardni médium PDA (Walstad a kol.,
1970; Francisco a kol., 2006; Ahmad a kol., 2016). Ahmad a kol., (2016) ve své studii
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porovnavali ruzné izolaty B. bassiana, které byly testovany na agarovém médiu PDA
Vv rozpéti teplot od 15 do 35 °C po dobu 14 dnii a dosli k velmi podobnym vysledkiim jako
tato bakalarska prace. Po 14 dnech inkubace byl pfi teploté 15 °C nartst izolati B. bassiana
okolo 12,6 mm (v této praci 14 mm), pti 20 °C 23,3 mm (v této praci 17 mm), pti 25 °C byl
naruast srovnatelny v této 1 jejich studii a to 25 mm. Vysledky se lisily pti 30 °C, kdy bylo
V nasi praci dosazeno vyrazné vétsiho nartstu kultury (32 mm) oproti 23 mm ve studii Ahmad
a kol., (2016). Kmen GHA vykazoval vyssi teplotni stabilitu nez kmeny pouzité v praci
Ahmad a kol., (2016). Ve studii Mann, Thomas (2020), byl kmen B. bassiana testovan na
radialni rust v riznych teplotnich podminkach na médiu obohaceny o sladvy extrakt. Na
zaklad¢ vysledki zjistili, ze jejich izolovany kmen B. bassiana nejlépe roste pii 23 °C
a 25 °C, coz shoduje i s vysledkem v této praci, kdy kmen GHA rostl nejlépe na médiu SLA
(médium obohacené o sladovy extrakt) pii 25 °C. Mann, Thomas (2020) se také ve své studii
zabyvali schopnosti houby rust v médiu obsahujicim pouze chitin. MEA agar byl obohacen
00,1, 1,0 a 5,0 % chitinu. Chitin obsahuje velky podil dusiku. V této praci jsme se zaméfili na
porovndvani rastu kmene GHA na médiich s rGznym pomérem obsahu dusiku a uhliku.
Vysledky prace Mann, Thomas (2020), ukazuji, Ze vysoky obsah chitinu (resp. dusiku) ma za
nasledek redukci rastu kultury. U testovaného kmene, bylo dosazeno nejlepsiho radialniho
ristu u pudy s 0,1 % chitinu, tedy u ptidy s mirné zvysenym obsahem dusiku. Naproti tomu
Vv této bakalarské praci bylo dosazeno nejvétsiho ristu u pid s vyrovnanym pomérem uhliku
a dusiku (20:20). U pid se zvySenym obsahem dusiku nebyly zjiStény hodnoty s nejvétSim
nartstem, coZ potvrzuje tvrzeni kolektivu Mann, Thomas (2020). Z vysledku je tedy patrné,
ze komer¢n¢ dostupny kmen GHA vyzaduje k riistu pfi riznych teplotach rizné poméry zivin.
Studie Tefera, Pringle (2003), byla zaméfena na porovnani radialniho rastu B. bassiana na
komercni piidé SDA v rozmezi od 15 do 35 °C po dobu 11 dnil. Optimalni teplota riistu
odpovidala 20 a 25 °C a nejpomalejsi rlst byl pozorovan pii 15 a 35 °C. Vysledky této studie
jsou témét shodné 1 s vysledky této prace. Kmen GHA v nasi praci nejrychleji rostl na médiu
SDA piti 25 °C. V této préci byl na rozdil od kolektivu Tefera, Pringle (2003) prokazan velmi
rychly narist kultury i pti 30 °C.

Dalsi ¢ast bakalatské prace byla zamétena na produkci spor kmene GHA v rliznych
teplotnich podminkadch a riznych zivnych médiich. Teplota i média byla stejnd jako
u experimentu radidlniho rstu. Kmen houby GHA vykazoval rozdilné nutriéni pozadavky
pro produkci spor v riznych teplotnich podminkach. Nejoptimalnéjsi média pro produkei spor
byla s riznymi poméry dusiku a uhliku. Studie Ahmad a kol., (2016) a Tefera, Pringle (2003),

se také zamefily na testovani produkce spor kmenti B. bassiana. Obé¢ studie prokazaly, ze
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nejoptimalngjsi teplota pro produkci spor B. bassiana je 25 °C. Experimenty probihaly na
komercni ptidé PDA. V nasi bakalarské praci byla nejvyssi vytéznost spor na médiu PDA
zaznamenana pii 15 °C. Pii teplot¢ 25 °C byl kmen GHA nejproduktivnéjsi na médiu
s pomérem dusiku a uhliku 20:40. Rozdily mohou byt zplisobeny kmenovou specifitou
B. bassiana. Ob¢ studie testovaly i teplotu 35 °C a bylo pozorovano, ze doslo k markantni
redukei spor. Takto vysoka teplota neni pro produkci spor entomopatogennich hub optimélni
(James a kol., 1998).
Ve treti Casti bakalaiské prace se porovnavala vytéznost spor (blastospor) vybranych kment
B. bassiana z riznych geografickych oblasti. Kazdy testovany kmen entomopatogenni houby
B. bassiana vyzadoval odlisné nutri¢ni zdroje i dobu kultivace za ucelem vysoké vytéznosti
blastospor. Po 7 dnech hodnoceni byla nejvyssi vytéznost blastospor u vSech testovanych
kment B. bassiana na médiu MEB. Nejhor$i médium pro produkci blastospor bylo téméft
u vSech kment B. bassiana po 7 dnech kultivace na médiu SDB s vyjimkou kmene
CCM8382, ktery byl nejméné produktivni na médiu s pomeérem N:C 4:1. Produkei blastospor
B. bassiana se zabyvalo mnoho studii, napt. vysledky studie Correa a kol., (2020), udavaji
vytéznost blastospor B. bassiana po 4. dnech kultivace na médiu PDB
6,10 x 10" blastospor na ml. V nasi praci byl kmen GHA mnohonésobné produktivn&jsi za
stejnych podminek. Produkce blastospor byla 2,91 x 10® na ml. Po sedmém dni byla
koncentrace blastospor kmene GHA 3,28 x 10° na ml. Vysledky prokazaly vysokou
produkéni schopnost kmene GHA. NejproduktivnéjSim kmenem v této praci byl kmen
odizolovany z Argentiny, produkce blastospor byla 9,41 x 10® na ml v Zivném médiu MEB.

Kmen GHA se dale vtéto praci testoval na virulenci proti larvdm potemnika
moucného ve standardnim laboratornim biotestu. Pfi testovani virulence B. bassiana kmene
GHA proti larvam T. molitor byla jiz po 5 dnech inkubace pozorovana 78% umrtnost,
pticemz ke 100% umrtnosti doslo po 7 dnech trvani biotestu pfti teploté 25 °C. Teplota 25 °C
byla pro prabéh infekce kmene GHA nejoptimalnéjsi. Prace Petlamul a kol., (2018), se
zamé&fila na virulenci kmend B. bassiana proti mufe Spodoptera litura a zaznamenaly
100 % tucinnost jiz po 6 dnech od inokulace. Tato studie, ale pouzila k experimentu vyssi
koncentraci, a to 1 x 10° spor/ml. V bakalaiské praci byl titr adjustovan na koncentraci
1 x 10" spor/ml. Existuje cela fada kmenti B. bassiana, které rychleji zabijeji hostitele, ale
jsou silné zavislé na teplotnich podminkach. Kmen GHA prokéazal velmi silnou stabilitu
Vv riiznych teplotach v této bakalatské praci.

Teplotni stabilita je zasadnim parametrem pro Uspé$né vyuZiti entomopatogennich hub

Vv biologické ochrané rostlin. Dal§imi vyznamnymi vlastnosti, které se pro komeréni pouziti
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testuji, jsou rustové a produkéni parametry, a velmi vyznamna je virulence. Provéiené
vlastnosti kmene GHA v této praci odpovidaji pozadavkim pii vyrobé biopreparatii na bazi
hub.
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7 ZAVERY BAKALARSKE PRACE

Radialni rast kmene GHA

e Nejoptimalnéjsi teploty pro rust entomopatogenni houby B. bassiana kmene GHA
byly 25 a 30 °C na médiich s poméry zakladnich zivin N:C 20-10 a 20-20.

e Na médiu PDA byl rist kmene GHA nejpomalejsi ve vSech testovanych teplotach.

VytéZnost spor kmene GHA

e Kmen houby GHA vykazoval rozdilné nutricni pozadavky pro produkci spor

Vv riznych teplotnich podminkach.

e Pfi kultivaci v 15 °C bylo pro produkci spor nejvhodnéj$si médium s pomérem N:C
5:10, pti kultivaci ve 20 °C se jevilo jako nejoptimalnéjsi médium 20:10, produkce
spor ve 25 °C byla nejvyssi na médiu s pomérem N:C 10:20 a ve 30 °C na médiu

10:40.

Vytéznost blastospor kmenti: Argentina, GHA, CCM8382, Izrael a USA

e Kazdy testovany kmen entomopatogenni houby B. bassiana vyzadoval odlisné

nutriéni zdroje 1 dobu kultivace za ic¢elem vysoké vytéZznosti blastospor.

e Po 7 dnech hodnoceni byla nejvyssi vytéznost blastospor u vSech testovanych kmeni
B. bassiana na médiu MEB. Nejhor§i médium pro produkci blastospor bylo téméf
u vSech kmeni B. bassiana po 7 dnech kultivace na médiu SDB s vyjimkou kmene

CCM8382, ktery byl nejméné produktivni na médiu s pomérem N:C 4:1.
U&innost kmene GHA proti larvam T. molitor
e Nejoptimalngj§i teplota pro rozvoj infekce zpusobené entomopatogenni houbou

B. bassiana kmenem GHA byla 25 °C. Nizsi teploty kultivace 10 a 15 °C optimalni
pro tuto houbu nebyly.
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9 PRILOHY

Graficky list 1

Stiredové Kkultury entomopatogenni houby B. bassiana kmene GHA po 21 dnech
kultivace v 15 °C na riznych Zivnych médiich
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Sti‘edové Kkultury entomopatogenni houby B. bassiana kmene GHA po 21 dnech
kultivace ve 20 °C na riznych Zivnych médiich

i

5:0 (N:C)

7

—

(:C)

20:40 (N:C) PDA SDA

Stfedové kultury entomopatogenni houby B. bassiana kmene GHA po 21 dnech
kultivace ve 25 °C na raznych Zivnych médiich
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Stiredové Kkultury entomopatogenni houby B. bassiana kmene GHA po 21 dnech
kultivace ve 30 °C na riznych Zivnych médiich
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Graficky list 2

Ukazka submerzni kultivace blastospor kmenu B. bassiana z riznych geografickych
oblasti
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