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Uvod

1. UvVoD

Integrovana ochrana rostlin (IOR) tvofi v dne$ni dobé jiz plné respektovany pilii proti
negativnimu pusobenim $kudci ¢i patogent, V ramci néhoz jsme schopni v ptipad¢é vybranych
kulturnich plodin zajistit dostate¢nou ochranu. Jejim hlavnim cilem je optimalizace ochrany
rostlin jak po strance ekologické, tak soucasné po strance ekonomické. Integrovanad ochrana
rostlin v sobé zahrnuje metody agrotechnické, fyzikalni, biologické, ale i chemické, dale je
také nepostradatelnou soucasti pro uplatnéni principi IOR nutnost monitoringu vyskytu
»skodlivych® organismi, odbér vzorkli ¢i vedeni zaznami. Cilem IOR neni eradikace
Skodlivych organismii, ale snaha udrzet jejich vyskyt pod ekonomickym prahem skodlivosti.

Entomopatogenni houby mohou tvofit nedilnou soucést integrované ochrany rostlin,
nicméné je tieba dbat na to, aby byly vyuzivany zpisobem, ktery ndm zajisti dostatecnou
ucinnost tohoto agens. To piedevs§im zavisi alesponn na zakladnich znalostech souvisejicich
predevS§im s poznanim jejich ekologie, kdy nam tyto védomosti dovoli efektivni zaclenéni
tohoto agens do komplexu vsech pfimych ¢i nepfimych ochrannych opatfeni vedoucich ke
snizovani zavislosti na pesticidech.

Nicmén¢ je tieba si oteviené fici, Ze at’ se vyuziti entomopatogennich hub jako agens
vhodného ke snizeni populaci ,,skiidci* v ramci integrované, potazmo biologické, ochrany
rostlin ve vSech svych aspektech jevi jako velmi vhodné feSeni, jejich vyuzitelnost se bude
v nejblizSich letech (i pfes neustadly vyvoj a snahu nalézat fteSeni k jejich
vyuzitelnosti/aplikaci) nachazet pouze v urcitych systémech péstovani rostlin a vyuziti jinych
metod Vramci integrované ochrany rostlin, piedev§im pak pesticidi, Vkonvenénim
zemédelstvi (spravna aplikace dle legislativy) bude nadale sehravat v souhrnném méfitku
ochrany rostlin hlavni roli. Nicméné jakékoli efektivni feSeni (nejen ta, jenz se tykaji vyuziti
entomopatogennich hub) vedouci ke snizeni zavislosti na pesticidech jsou velkym pifinosem
a krokem k trvale udrZitelnému zemédé€lstvi.
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2. LITERARNI PREHLED
2.1 Integrovana ochrana rostlin (IOR)

Prvotni koncept integrované ochrany rostlin byl navrzen skupinou entomologti na Kalifornské
univerzit€¢ ve Spojenych stitech americkych v prubéhu padesatych let dvacatého stoleti jako
reakce na dvé zasadni skutecnosti: a) vznik rezistence k insekticidim, b) negativni vliv
insekticidi na populace pfirozenych neptatel hmyzu. V zaatcich IOR tedy nebylo znecisténi
zivotniho prostfedi insekticidy povazovéano za jeden z hlavnich piedpokladii k vyvoji novych
postupt v ochran¢ rostlin, i kdyz i v té dob¢ byly ve vétsi mife pozorovany neimyslné otravy
riznych druht Zivocicht, véetné lidi (Perkins 1982).

Novy (filozoficky) ramec ochrany rostlin byl stanoven v roce 1959 publikaci ¢lanku
Sterna et al. s nazvem ,,The Integrated Control Concept®, jenz predkladal koncept ochrany
rostlin zalozeny na kombinaci a integraci biologické a chemické ochrany na zakladé
ekonomickych prahti Skodlivosti, coz 1ze povazovat za prvni pokus o poskytnuti raciondlniho
podkladu pro rozhodovani o opravnénosti zasahu proti sktdci (Rajinder et al. 2009) a nakonec
také polozil zaklad pro nasledny rozvoj strategie IOR (Castle et al. 2009).

Termin ,,integrovand ochrana rostlin“ poprvé pouzili Smith a van den Bosh v roce
1967 a tento termin byl v roce 1969 oficidlné¢ uznan Nérodni akademii véd Spojenych statd
americkych. Za poslednich padesat let doslo k vyraznému pokroku v piijimani konceptu IOR
vV mnoha zemich svéta, kdy soucasné s tim dochéazelo k vyvoji teorie a zdsad podpory IOR.
Navic byly vyvinuty nové prostfedky a strategie konceptu IOR: (i) nové§jsi, vice selektivni
insekticidy, (ii) pokrok ve vyvoji tzv. ,biopesticidi“, (iii) postupy zalozené na vyuziti
semiochemikalii, (iv) koncept podpory a konzervace uZiteCnych organismi, (v) vyuziti
strategie augmentativni biologické ochrany, (vii) nastup transgennich plodin schopnych
produkce specifickych (cry) proteini entomopatogenni bakterie Baccillus thuringiensis
(Rajinder et al. 2009).

Definice IPM podle Smérnice Evropského parlamentu a Rady 2009/128/ES ze dne
21. ¥ijna 2009

Integrovanou ochranou rostlin se rozumi peclivé zvazovani veskerych dostupnych
metod ochrany rostlin a néslednd integrace vhodnych opatfeni, kterd potlacuji rozvoj
populaci Skodlivych organismi a udrzuji pouzivani ptipravkd na ochranu rostlin a jinych
forem zasahu na trovnich, které Ize z hospodarského a ekologického hlediska odiivodnit,
a které sniZuji ¢i minimalizuji rizika pro lidské zdravi nebo Zivotni prostiedi. Integrovana
ochrana rostlin klade diraz na rlst zdravych plodin pfi co nejmenSim naruSeni
zemedelskych ekosystémi a podporuje pfirozené mechanismy ochrany pred Skodlivymi
organismy.
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Soucasné pojeti IOR se vyvinulo v koncept zahrnujici ochranu rostlin proti hmyzim
skiidcim, pGvodcim onemocnéni, plevelim a Skidcim podkmene Vertebrata, pticemz
puvodni koncept integrované ochrany byl zaméfen pouze proti hmyzim Skidctim, a z tohoto
diivodu ne vSechny plvodni zaklady integrované ochrany jsou vhodné pro vyuziti v ochrané
rostlin proti ostatnim vySe zminénym S$kodlivym organismim (Gray et al. 2009). Redukce
pouzivani pesticidii neni explicitné stanovena jako cil vSech programi IOR, ackoli snizeni
aplikace pesticidu je ¢asto vysledkem jejich spravné aplikovanych zasad (Norris et al. 2003).
Navic aplikace pesticidii neni povazovana za pausalni feSeni ochrany rostlin a je uvazlivé
vyuzivana spiSe selektivné (Bailey et al. 2010). Dalsi béZznou, byt mylnou piedstavou, je
ztotoznéni konceptu IOR s principy ekologického zplsobu hospodateni, které vSak neni
ptimym cilem IOR, nicmén¢ vyuziva mnoho stejnych zasad (Norris et al. 2003).

Koncept IOR je postaven piedev§im na porozuméni ekologii a populacni biologii
Skodlivych organismu, coz je zakladni podstatou vyvoje programi IOR (Norris et al. 2003)
a predpoklada vyuziti Siroké palety dostupnych metod ochrany rostlin, které zahrnuji metody:
biologické, agrotechnické, fyzikalni a hostitelské rezistence rostlin, napomahajici
vV rozhodovani o zasahu a Vv neposledni fadé¢ metody chemické. Tyto rozdilné metody mohou
byt kombinovany riznymi zpusoby tak, aby vyhovovaly lokalnim potfebam. Dlouhodobym
cilem je vylepsit funkénost autoregulacnich mechanismil ekologickych faremnich systémd,
které omezuji rozvoj Skodlivych organismu tak, aby lidského zasahu bylo vyuzito pouze
tehdy, kdy populace Skodlivého organismu dosahne Skodlivé urovné (Bailey et al. 2010).

Struéné teceno, koncept IOR je Siroce ekologicky piistup ochrany rostlin pred
Skodlivymi organismy, vyuzivajici rozli¢nych ochrannych opatieni zaméfenych komplexné na
Skodlivé organismy agroekosystému a soucasn¢ s tim zajiStuje vysokou kvalitu zemédé¢lské
produkce na udrzitelné, ekologicky bezpecné a ekonomicky Setrné trovni (Bajwa, Kogan
1997).

Biologicky intenzivni IOR /Biointenzivni IOR

Jelikoz i programy ochrany rostlin, které jsou postavené zcela na pouZivani pesticidi, kdy
jejich aplikace nasleduje po ptekroceni ekonomickych prahii Skodlivosti, mohou byt
oznaceny za programy spadajici do konceptu IOR, byl s ohledem na tento trend navrzen
novy termin ,,Biologicky intenzivni/biointenzivni integrovana ochrana rostlin“. Takovyto
koncept ochrany rostlin je postaven na metodach: biologickych, agrotechnickych,
hostitelské rezistence rostlin a metodach vyuziti bioracionalnich pesticidi a dalSich ne-
chemickych metod, které jsou snaze implementovatelné do systémi biointenzivni IOR
(Kogan 1998).

2.2  Biologicka ochrana rostlin

Je obecné znamo, Ze prvnim piipadem kompletni a dlouhodobé udrzitelné biologické ochrany
pfed hmyzim Sklidcem za vyuziti jiného hmyziho druhu, byla v 80. letech 19. stoleti
introdukce slunécka Rodolia cardinalis, s cilem potlacit ¢ervce lcerya purchasi v citrusovych
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sadech v Kalifornii (Orr 2009; Caltagirone, Doutt 1989). Tento druh ¢ervce byl nalezen kolem
roku 1868 v citrusovych sadech Kalifornie a jiz o dvacet let pozdé&ji, v disledku jim
pusobenych skod, stala produkce citrust v jizni Kalifornii na pokraji své existence. Chemicka
opatfeni (fumigace stromll kyanidem) méla pouze omezené uc¢inky a produkce citrust byla
vyrazné redukovéana. Nicméné kolem roku 1887 bylo zjisténo, ze v Australii (piivodni misto
vyskytu) neni cCervec |. purchasi povazovan za Skidce a nasledné byli objeveni
a introdukovani jeho dva pfirozeni antagonisté: paraziticka moucha Cryptochaetum iceryae
a slunécko R. cardinalis, pfi¢emz piedevs§im slunécko R. cardinalis poskytovalo okamzitou
a vyraznou ochranu a béhem nasledujicich dvou let bylo pfemnozeni ¢ervce |. purchasi
potlaceno v celé Kalifornii. Nicméné i paraziticka moucha C. iceryae byla zavedena v ramci
biologické ochrany tohoto Sklidce a nakonec se stala dominantnim kontrolnim agens
I. purchasi v pobieznich oblastech Kalifornie (van Driesche, Bellows 1996).

I ptesto, ze biologickd ochrana byla ve svych pocatcich vyuzivana v ochrané pred
hmyzimi $kidci, neni v Zddném piipadé omezena jen a pouze na jednu konkrétni skupinu
Skodlivych organismii (DeBach, Rosen 1991). Biologicka ochrana nabizi velice slibné metody
ochrany rostlin pfed Sktidei, plivodci onemocnéni a pleveli. Potencial biologické ochrany
rostlin byl prokdzan v mnoha zeméd¢lskych, zahradnickych a lesnickych systémech, ale také
Vv situacich, kdy cilem pouziti ochrannych opatfeni jsou pienaseci lidskych nemoci, popt. dalsi
obtizny hmyz (Eilenberg 2006). Nicméné hlavni vyuziti konceptu biologické ochrany
(pfedevsim pak biologické ochrany rostlin) spociva v: (i) ochran€ proti bezobratlym Skiidctim
za vyuziti predatorii, parazitoidii a patogent, (ii) ochrané proti plevelnym druhtim rostlin za
vyuziti herbivord a patogennich organismi a (iii) ochrané proti pivodcim onemocnéni rostlin
za vyuziti antagonistickych mikroorganismi a indukované rezistence. Dale pak také
biologickd ochrana zacind byt uplatiovana ve vyzkumu a praxi veterindrni a humanni
mediciny (Eilenberg et al. 2001). Biologickd ochrana se ukazala byt efektivni za velmi
rozliénych podminek: (i) v oblastech kontinentalnich, stejné¢ tak jako ostrovnich, (ii)
Vv podminkéch klimatu mirného, stejné tak jako tropického, (iv) v péstebnich cyklech plodin
ro¢nich, stejné tak jako vytrvalych (DeBach, Rosen 1991).

Biologickou ochranou se tedy obecné rozumi pouZiti Zivych organismu (a viri)
k potlaceni popula¢ni hustoty ¢i vlivu na specifické Skodlivé organismy, diky ¢emuz je
cetnost téchto Skodlivych organismi niz$i nebo jsou méné Skodlivé ve srovnani se
situaci, kdy by biologicka ochrana nebyla pouzita (Eilenberg et al. 2001).

Vyuziti biologické ochrany rostlin nabizi n¢kolik vyhod oproti vyuziti konvenéni
chemické ochrany. Zatimco riziko vzniku rezistence je obecné pii vyuziti biologického
kontrolniho agens malé a specifita k cilovému organismu vysokd, chemické ochrana nabizi pti
vysokém riziku vzniku rezistence velice nizkou specifitu k cilovému organismu. Dale také pti
porovnani negativnich dopadia (i pfes minimum piipad) se biologickd ochrana ukazuje
v mnohem lepsim svétle, kdy pii vyuziti biologického kontrolniho agens ,,hrozi obecné
nulové a/nebo pouze minimdlni vedlejsi negativni dopady, zatimco pii vyuziti chemické
ochrany je toto riziko nepomérné vysoké. Nezpochybnitelné vyhody z vyuziti biologické
ochrany plynou také pro samotné uzivatele (farmare) a zdkazniky: (i) péstitelé a ostatni
persondl nejsou exponovani negativnhim U¢inkim pesticidl, (ii) produkty jdouci na trh
neobsahuji rezidua pesticidd, (iii) Zadné ¢i jen potencidlné minimalni fytotoxické ucinky, jenz
by mohly vést ke ztrdtdm na vynosu, (iv) aplikace je mnohem uzivatelsky piijemné;si,
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(V) biologicka ochrana obecné vyzaduje mnohonasobné nizsi cCetnost aplikaci oproti
konvenéni chemické ochrang, (vi) konvencni chemickd ochrana rostlin pfed nékterymi
Skodlivymi organismy je a/nebo mize byt obtizna ¢i dokonce nemozna z diivodu potencialni
a/nebo jiz vzniklé rezistence k pesticidim, (vii) neni zde problém s ochrannou lhitou (OL) po
aplikaci jako u chemické ochrany, ¢ili sklizen mtize byt provedena ve vhodnou dobu bez
ohledu na termin aplikace, (viii) biologicka ochrana je obecné trvald, ,,jednou dobry pfirozeny
neptitel — vzdy dobry pfirozeny nepftitel”, (ix) vysledné produkty jsou obecné vice cenény
Sirokou vefejnosti, coz miize mit za nasledek lepsi prodejnost ¢i vyssi cenu téchto produkti
nebo oboji zaroven (van Lenteren 2000).

I pfes tyto nesporné¢ vyhody je tieba fici, Ze biologickd ochrana neni (¢i alespon
prozatim) obecné uplatnitelnym ,,vSelékem™ ve vSech aspektech ochrany rostlin pred vlivem
Skodlivych organismi. (Obecné asi nejvice propracovany koncept biologické ochrany je
vyuzivan v péstebnich systémech sklenikovych provozii — nabizi moznost fizenych
kultiva¢nich podminek).

Veskeré antagonistické organismy zavadéné v ramci biologické ochrany, jez je
nepostradatelnou soucasti trvale udrzitelného zeméd¢lstvi, predstavuji urcity stupen rizika pro
necilové druhy organismli a rozdilnost mezi Usp&Snym biologickym kontrolnim agens
a invazivnim druhem mize byt velice uzka (Roy, Wajnberg 2008). Jelikoz vSak vétSina
programu biologické ochrany rostlin vyuziva relativné specifickych prostiedkd, je riziko pro
necilové organismy obecné velmi nizké. Biologicka ochrana byla praktikovdna po vice nez
130 let s minimalnim negativnim dopadem na necilové organismy a s pfijatelnym rizikem pro
vSechny zainteresované strany (Delfosse 2005), i pfesto je obvykle pfed pouzitim dané
kontrolni agens posuzovano dle nasledujicich ¢tyf oblasti: (i) charakterizace a identifikace,
(i1) zdravotni rizikovost, (iii) rizikovost pro zivotni prostiedi a (iv) ucinnost (IOBC 2012).

Jako jeden z mala piikladd negativniho dopadu uziti biologické ochrany muize
poslouzit introdukce slunécka Harmonia axyridis jako kontrolniho agens ve velké mite
introdukovaného za tcelem ochrany proti msicim a Cervetim, ale i dalSim Sktidcim. Toto
slunécko piivodem z Asie, jenz je dnes v Severni Americe a Evropé povazovano za invazivni
druh (Brown et al. 2008; 2011), bylo mezi lety 1916-1985 opakované introdukovano
v nékolika statech Severni Ameriky (Soares et al. 2008), v zapadni Evropé pak prob&hla prvni
introdukce ve Francii vroce 1982 (Brown et al. 2008). Pfi posuzovani rizikovosti
31 exotickych pfirozenych antagonistl Skodlivych organismli, pouzivanych v ramci
biologické ochrany v Evrop€, mélo slunécko H. axyridis druhy nejvyssi index rizikovosti
v dopadu na Zzivotni prostfedi (van Lenteren et al. 2003), z ¢ehoz analogicky vyplyva, ze
H. axyridis ma vysoky potencial rizikovosti pro necilové druhy, jelikoz: (i) je schopno se
etablovat v riznych podminkach prostedi, (ii) je predator Sirokého spektra hostitelti, dokonce
1 mimo tfidu Insecta, (iii) mize se zivit rostlinnym materidlem, (iv) muze se §ifit na velké
vzdalenosti (vice nez 50 km za rok), ¢imz je schopno se §ifit i do jinych nez cilovych oblasti,
kde muze napadat necilové druhy, vCetné ptirozenych antagonistli Skodlivych organismii.
Introdukce H. axyridis v Severni Americe vedla K redukci populaci ptivodnich ptirozenych
predatori (véetné jinych zastupci ¢eledi Coccinellidae) a nyni je tento jev pozorovan také
Vv severozapadni Evropé (van Lenteren 2008).
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Z:akladni strategie biologické ochrany rostlin (proti $kiidcim a pivodcim onemocnéni)
(upraveno podle Eilenberg et al. 2001)

Klasicka biologicka ochrana

Zamerna introdukce (0bvykle) exotického, obvykle ko-evolucné spjatého, biologického
kontrolniho agens s cilem jeho trvalého zavedeni a dlouhodobé ochrany rostlin proti
Skiidciim.

Strategie klasické biologické ochrany rostlin zavisi na nalezeni vhodného biologického kontrolniho agens
(predevsim predatort a parazitoidt), které (obvykle) nepochazi z oblasti, v niz je tfeba efektivné redukovat
populaci zavleéeného $ktdce. Z tohoto divodu se (obvykle) pro potieby tohoto konceptu ochrany zavadi tzv.
exoticky druh kontrolniho agens. Tato strategie je pouzitelnd, i kdyz v mensi mire, také pro zamérnou introdukeci
mikroorganismu v ochrané rostlin pted skuidci, nicméné ne proti pivodcim onemocnéni rostlin.

Inokulativni biologicka ochrana

Zamerné vyuziti (uvolneni) zivého organismu jako biologického kontrolniho
agens S ocekdvanim jeho nasledného mnozeni a (s tim spojené) ochrany rostlin proti
puvodciim onemocnéni a Skiidciim v delSim ¢asovém obdobi, nicméné nikoli trvale.

Koncept inokulativni biologické ochrany rostlin je postaven na aplikaci biologického kontrolniho agens, jehoz
(uvolnéné) mnozstvi v8ak neni schopné okamzité efektivné regulovat populaci $kodlivych organismi, ale jeho
uspésnost zavisi pfedevSsim na schopnosti namnozit se a teprve posléze efektivné redukovat populaci cilového
organismu. Nicméné se i tak jedna pouze o ¢asové omezenou ucinnost, kdy je po uréité dob¢, napt. v novém
péstebnim cyklu plodin, nezbytna opétovna aplikace daného kontrolniho agens.

Inundativni biologick4 ochrana

Vyuziti Zivych organismii (a virti)) v ochrané rostlin proti piivodciim onemocnéni
a skiidciim, kdy ochrany je dosahovano vyhradné samotnymi uvolnénymi organismy.

Biologické kontrolni agens aplikované v ramci strategie inundativni biologické ochrany rostlin musi obvykle
prijit do kontaktu a nasledné zahubit dostateéné velkou ¢ast populace sktidcl ¢i ptivodcd onemocnéni rostlin
anebo jinym zplsobem dosahnout téhoz tak, aby nedochédzelo k prekroceni prahu ekonomické Skodlivosti.
Uspé&snost této metody je zavisla pouze na uéinnosti uvolnéného kontrolniho agens, nikoli na jeho potomstvu,
popt. nové generaci infekénich ¢astic. Presto Se v praxi mohou vyskytnout pfipady tzv. rezidualniho G¢inku, a to
predevsim tehdy, dochazi-li alespon k omezenému namnozeni uvolnéného kontrolniho agens.

Podpora a konzervace prirozenych antagonistu

Zmeéna Zivotniho prostiedi nebo stavajicich postupu za ucelem ochrany a navyseni
populaci specifickych (konkrétnich) prirodnich antagonistu, ci jinych organismii, S cilem
snizit negativni vliv piivodcii onemocneéni a Skudcu rostlin.

Zékladni odlisnosti strategie podpory a konzervace pfirozenych antagonistli od predchozich strategii biologické
ochrany rostlin spo¢iva v cilené ochrané uziteénych organismu a poskytovani zdrojt, které jsou pro né z hlediska
udrznosti a efektivnosti V prostfedi nezbytné, a nikoli tedy v zdmérné introdukci vlastniho biologického
kontrolniho agens do prostedi. Z téchto divodl je pozadovéano limitované a selektivni pouziti pesticidu, stejné
tak jako poskytovani vhodnych utocist’ v blizkosti, ¢i pfimo v péstovanych kulturach plodin, které zajisti prechod
uziteCnych organismi mezi plodinami, anebo dokonce zajistuji vhodny (pfihodny) zdroj potravy a ukryt.
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2.3  Entomopatogenni houby v ochrané rostlin pred $kidci (a patogeny)

Entomopatogenni houby, stejné¢ tak jako ostatni pfirozeni antagonisté hmyzu, mohou byt
pouzity v ramci vSech Ctyf strategii biologické ochrany rostlin (viz vySe) (Shah, Pell 2003).
Ackoli nejvice efektivni strategii z hlediska ndkladi na ochranu rostlin je permanentni
introdukce (znama také jako klasicka biologickd ochrana), kterd je postavena na vyvolani
nakazy v populacich Sktdct, ve kterych se obvykle nevyskytuje a poskytuje dlouhodobou ¢i
stalou ochranu (Charnley, Collins 2007). Nejvétsi daraz v souvislosti s aplikaci
entomopatogennich hub byl kladen na rozvoj strategie inundativni biologické ochrany
(Goettel, Hajek 2001), piicemz aplikace je obdobna jako u pesticidii (Jaronski 2010). Pro
urceni, zda bylo vyuziti entomopatogennich hub v ochrané rostlin Gspésné, je nutné hodnotit
jednotlivé piipady individudlné a pfimé srovnavani s chemickou ochranou byva obvykle
nevhodné (Shah, Pell 2003). Pouziti samotnych pesticidi se c¢asto fidi ,,chemickym
paradigmatem®, tzn. provedeni zasahu az v piipad¢, kdy dojde k dosazeni, ¢i piekroceni prahu
Skodlivosti. Tato ,,hasici® filozofie neni vhodné¢ aplikovatelna na entomopatogenni houby,
které maji ,,pomaly* mechanismus u¢inku. Nejlepsiho vyuziti ,,mykoinsekticidi* je dosazeno
preventivnimi aplikacemi zaméfenymi na pocatecni piiznaky a/nebo prvni vyskyt Skodlivych
organismu (Jaronski 2010).

Pro budouci zvySené vyuziti entomopatogennich hub v ochrané rostlin je tieba:
(i) zvyseni  virulence a rychlosti usmrceni hostitele, (ii) zlepSeni Ucinnosti
V naro¢nych/neptiznivych podminkach prostiedi (nizkd vlhkost a teplota), (iii) efektivni
masova produkce, (iv) vhodné formulace zajist'ujici snadnou aplikaci, dlouhodobou zivotnost
a perzistenci v prostiedi, (v) vélenéni do integrovanych systémi a lepsi porozuméni jejich
interakcim s prostfedim a ostatnimi komponenty IOR, (vi) zhodnoceni pfinosu pro Zivotni
prostiedi a (vii) pfijeti této koncepce ochrany rostlin, zalozené na entomopatogennich
houbéch, Sirokou vetejnosti a péstiteli (Lacey et al. 2001).

Jednim z velkych projektii v ochrané pfed Skodlivym hmyzem byl projekt LUBILOSA
(francouzsky akronym LUtte Blologique contre les LOcustes et SAuteriaux - biologicka
ochrana pifed sarancaty a kobylkami), ktery byl spustén v roce 1989 na zakladé ptivodniho
konceptu vyvinutého Priorem a Greatheadem (1989) (LUBILOSA 1999a), v reakci na
obrovskou miru vyuZzivani pesticidi mezi lety 1986—1989 pfi katastrofadlnim pifemnoZeni
sarancat a kobylek v oblasti Sahelu (LUBILOSA 1999b). Pro ptiklad, v tomto obdobi bylo na
oSetfeni 10 mil. hektart utraceno 200 mil. USD za 15 mil. litrG Sirokého spektra insekticidi
sucinnymi latkami fenitrothion a malathion (Symmons 1992). Hlavnim vystupem tohoto
projeku je preparat, registrovany v Jihoafrické Republice pod komerénim oznacenim Green
Muscle®, na bazi spor entomopatogenni houby M. anisopliae var. acridum (kmen
IM1330189) formulovanych v oleji a aplikovatelnych formou ULV (Ultra Low Volume)
(LUBILOSA 1999b). Projekt LUBILOSA byl realizovan na uzemi statti: Jizni Afrika, Benin,
Niger, Mali, Cad, Sudan, Mauritanie, Burkina Faso, Pobiezi slonoviny, Gambie, Ghana a
Senegal. I ptesto, Ze polni testy provadéné v izolatorech ptinasely védecky hodnotné vysledky
(LUBILOSA 1999a), testovani ucinnosti v polnich podminkach se ukazalo jako
problematické, z divodu €asté migrace dospélcti a nymf (Lomer et al. 1997), a proto bylo
pfistoupeno k oSetieni rozsahlé plochy. Vysledky po oSetfeni 800 ha pozemki jasn€ ukéazaly
realnou uc¢innost piipravku Green Muscle®. Mrtvi jedinci byli pozorovani zhruba 10 dna po
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aplikaci a byli nachazeni v pribéhu celé sezéony. Na oSetfenych plochach nedochazelo
k opétovnému nartstu populace, bylo zde pozorovano mnohem mens$i mnozstvi snisek
a dokonce se zde infekce vyvijejicich se nymf objevovala i ndsledujici sezénu. Oproti tomu na
plochach (také 800 ha) oSetienych fenitrothionem sice doslo k rychlému usmrceni Skudce,
nicméné nasledné dochazelo k opétovnému rychlému osidlovani (LUBILOSA 1999a). Asi po
16 dnech byly pocty jedincti v populaci na plochach osetienych piipravkem Green Muscle®
niz§i zhruba o 95 % oproti: (i) pozemkim oSetfenym fenitrothionem, kde doslo ke
kompletnimu znovuosidleni, (ii) neoSetfenym kontrolnim pozemkiim (Langewald et al. 1999).
V pribéhu ¢asu tedy Metarhizium poskytovalo lep$i ochranu nez fenitrothion. Jedna aplikace
Metarhizia by v podstaté mohla zajistit celosezoénni ochranu, zatimco pii aplikaci
fenitrothionu by k dosazeni stejné urovné ochrany bylo nutné opétovné osetreni (LUBILOSA
1999a). Program LUBILOSA byl oficialné ukoncen 31. prosince 2002 (LUBILOSA 2013).
Dalsim ptikladem vyuziti entomopatogennich hub v ochran¢ rostlin je aplikace Isaria
fumosorosea (diive Paecilomyces fumosoroseus) proti molicim (Bemisia tabaci, Bemisia
argentifolii a Trialeurodes vaporariorum). Osborne a Landa (1994) porovnavali G¢innost
I. fumosorosea (PFR 97), coby komponentu IOR, skonven¢ni ochranou proti molici B.
tabaci v péstebnim systému ibiskd a poinsetii. Konvencni zptsob ochrany zahrnoval 1-
2 aplikace insekticidi tydné (Azatin, Nicotine Sulphate, Orthene, Plant Fume, Tame,
Thiodan), kdy 22 aplikaci insekticidd bylo provedeno v péstebnim cyklu ibiska (146 dni)
a 18 aplikaci v péstebnim cyklu poisentii (100 dni). IOR zahrnovala vyuziti suspenze spor
. fumosorosea (1,0 x 10" spor/ml), kdy bylo provedeno pé& mandatornich oSetfeni:
(i) namaceni ftizkt, (i) namaceni kvétnikt s fizky, (iii) oSetfeni rostlin po pfemisténi
z mnozarny do produkéniho skleniku, (iv) druhé oSetfeni rostlin po 5-7 dnech po prvnim
oSetieni, (v) tfeti oSetieni rostlin po 5—7 dnech po druhém oSetieni a dodate¢na oSetieni, ktera
byla provadéna, pokud bylo dosaZeno poctu 1 dospélce/rostlinu. V péstebnim cyklu ibiskd, pii
konvencnim zplsobu oSetieni, pocet zivych dospélcli dosdhl primérné hodnoty
0,08 jedinct/rostlinu, pfi mandatornim oSetfeni suspenzi spor |. fumosorosea s jednim
dodate¢nym oSetfenim bylo pozorovano prumérné 0,45 zivych dospélcti/rostlinu. Obdobnych
vysledkd bylo dosazeno také v péstebnim cyklu poinsetii, kdy se pfi konvenénim zpisobu
oSetfeni v porostu vyskytovalo 0,45 Zivych dospélci/rostlinu, zatimco u rostlin oSetfovanych
suspenzi spor |. fumosorosea bylo dosazeno max. priam. hodnoty 0,96 zivych
dospélcti/rostlinu bezprosttedné po piemisténi z mnozarny do produkéniho skleniku. Tii
naslednd mandatorni a jedno dodate¢né oSetfeni vSak indukovaly vyrazné snizeni poctu
dospélct, kdy na konci péstebniho cyklu bylo primémé pozorovano 0,08 Zivych
dospélci/rostlinu. Vysledky tohoto pokusu jasné prokazaly srovnatelnou ucinnost IOR
V péstebnim systému ibiskt a poinsetii proti B. tabaci zalozené na vyuziti entomopatogenni
houby I. fumosorosea s konven¢nim zptisobem ochrany, pfi vyrazné nizsi intenzité oSetieni
S naprostym vylou¢enim insekticidi. Dobrych vysledkii dosahl také Wraight et al. (2000)
v malych polnich pokusech, kde byla opakované aplikovana vysokd davka konidii
|. fumosorosea 5x10" v 180 I/ha do porosti okurek a melounu Cantaloupe v 4-5dennich
intervalech, kde bylo dosazeno > 90% mortality tfetich a ¢tvrtych nymf molice B. argentifolii.
Vysledky Kima et al. (2007, 2008) demonstrovaly potencialni dudlni ¢innost kment
entomopatogenni houby rodu Lecanicillium, jako vhodného kontrolniho agens v ochrané proti
msicim a padli. Nasledné¢ prokazaly dobrou ucinnost komercéniho preparatu Vertalec
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(zaloZeného na bazi blastospor entomopatogenni houby Lecanicillium longisporum) v ochrané
okurek proti msici Aphis gossypii a padli Sphaerotheca fuliginea ve sklenikovych
podminkéch. OSetfenim rostlin piipravkem Vertalec (2x10° blastospor/ml) po 1, 4 a 7 dnech
po infestaci rostlin jedinci A. gossypii a sporami S. fuliginea, bylo na sledovanych listech
dosazeno kompletni eliminace populace msic béhem 16 dni od prvni aplikace piipravku
a zaroven bylo dosazeno vyrazného sniZzeni poc¢tu kolonii padli na listech 10. a 15. den od
infestace houbou S. fuliginea ve srovnani s kontrolni variantou (rostliny o$etfené vodou) (Kim
et al. 2010).

Existuje mnoho divoda, pro€ jsou porosty sklenikovych plodin povazovany za vhodné
cile pro aplikace ,,mykoinsekticidd*: (i) entomopatogenni houby vyzaduji k maximalni
ucinnosti specifické podminky, predev§im vlhkost a teplotu, kdy tyto dva abiotické faktory
jsou v uzavienych péstebnich systémech do zna¢né miry snadno regulovatelné, (ii) sklo
zabranuje pronikani UV zafeni, které ma letdlni ucinky na spory aplikované do porosti,
(iii) rezidua toxickych pesticidii maji mnohem vys$si perzistenci v podminkach uzavienych
pestebnich systémi nez v polnich podminkach, pfi€emZz mnoho fezanych kvétin a plodd musi
byt sklizeno denné, ¢imz jsou pracovnici vystavovani zvySenému riziku, coz vytvaii vysokou
op€tovnymi vstupy do porosti a ochranné lhiity, (iv) intenzivni pouzivani chemickych
insekticidli v produk¢nich porostech plodin a systémech piredpéstovani plodin pfispiva
k rychlému rozvoji rezistence v populacich $ktidci a ztohoto divodu jsou vyzadovana
alternativni biologickd kontrolni agens, (v) podminky sklenikového prostiedi podporuji
obecné vyuziti alternativnich biologickych kontrolnich agens (makro, mikro) v ochrang rostlin
a existuje zde vysoky potencidl v integraci vyuziti makrobioagens s ,,mykoinsekticidy*,
(vi) tyto péstebni systémy maji obecné vyssi hodnotu nez systémy polniho péstovani plodin,
jelikoz vytvareji potencial k maximalizaci u¢innosti ,,mykoinsekticidi“ a v neposlednim
ptipadé¢ (vii) se zde nabizi také vyuziti specifickych systémi zavlazovani k aplikaci
,mykoinsekticidi*“. Navzdory témto vyhoddm se vyuziti ,,mykoinsekticidd* ve sklenikové
produkci rostlin (plodin) rozviji pomalu. Divodl tohoto stavu je vice, napf. pomalejsi
ucinnost ¢i inkompatibilita s fungicidy (Lacey et al. 2008; Wraight et al. 2007).

Entomopatogenni houba Beauveria bassiana byla suspéchem odzkousena
v pfirodnich podminkach jako kontrolni agens vhodné k Sifeni infekce mezi dospélci
Vv populaci lykozrouta Ips typographus (Kreutz 2001). V polnim pokusu, ve kterém byli
dospélci lakani do izolatoru prostfednictvim modifikovaného feromonového lapace slouZiciho
ke kontaminaci jedincti sporami B. bassiana (pouzit komeréni preparat Boverol®™), byla
zaznamenana redukce 52,8 % v délce matecnych chodeb a 98,3 % v poctu kukelnych
komiirek, ve srovnani s kontrolni (neoSetfenou) variantou. Délka mateénych chodeb
dosahovala primérné 3,3 cm, oproti 7,0 cm v kontrolni varianté. Ve varianté, kde byli
dospélci kontaminovani sporami B. bassiana, nebyly nalezeny larvy, kukly ani dosp€lci nové
generace (bylo dosazeno 100% redukce oproti kontrolni varianté). Mortalita dospélcii
dosahovala 84 % (z toho 78 % zjevné infikovanych jedincit) oproti 50 % (z toho 14 % zjevné
infikovanych jedinci) v kontrolni varianté (Kreutz et al. 2004a).
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Vyhody a nevyhody vyuziti entomopatogennich hub jako ,,mykoinsekticidi* v ochrané
rostlin (upraveno podle Khan et al. 2012)

1. ,,Mykoinsekticidy* maji obecné vysokou specifi¢nost a obecné nevykazuji (nebo jen
vV minimalni mife) negativni dopady na ptirozené antagonisty.

2. Obecné nemaji negativni dopad na zivotni prostiedi a zdravi lidi.

3. Zéadné nebo velice nizké riziko vzniku rezistence diky specifickému mechanismu
ucinku entomopatogennich hub.

4. Produkce sekundarnich metaboliti predurcéuje entomopatogenni houby k dalSimu
biotechnologickému vyzkumu.

VYHODY

5. Nekteré entomopatogenni houby maji schopnost endofytického ristu, a mohou
potencionalné sehravat dilezitou roli v aktivaci obrannych reakci rostlin.

6. Perzistence entomopatogennich hub v prostiedi muze poskytovat dlouhodoby
supresivni u€inek viici cilovym skodlivym organismam.

1. Pomalejsi ti€innost a z toho plynouci delsi ¢asovy interval k usmrceni cilového
organismu, ve srovnani s chemickou ochranou (fadové dny az tydny u
»mykoinsekticidi* oproti hodindm u chemické ochrany).

2. Potieba specifickych podminek pro uspésnou infekci a rozvoj nakazy v populaci
cilového organismu (tj. vlhkost, teplota, svételné podminky).

3. V nékterych ptipadech nemusi ,,mykoinsekticidy* pokryvat v rdmci svého
hostitelského spektra vS§echny dané cilové organismy, proto je potteba dalsich
prostredktl k docileni ochrany.

4

NEVYHODY

4. , Mykoinsekticidy* obecné maji oproti chemickym prostfedkiim na ochranu rostlin
kratsi trvanlivost a vyZaduji specifické zachazeni (napt. uchovavani v chladu).

5. Potfeba optimalizace aplikace ,,mykoinsekticidi‘ k zajisténi dlouhodobé ochrany
pred cilovymi skodlivymi organismy.

6. Potencialni negativni dopady na zivotni prostedi a zdravi lidi (napf. potencialni

alergenita, toxigenita k necilovym organismuim, patogenita k necilovym organismim).

2.4 Zivotni cyklus entomopatogennich hub

Entomopatogenni houby jsou unikdtni organismy schopné napadat své hostitele ptimo pies
exoskelet, a proto nemusi byt pfijimény s potravou. Tato jejich specificka schopnost jim
umoziuje infikovat také vajicka a kukly hostitele, tudiz stadia nepftijimajici potravu. Misto
infekce je Casto lokalizovano mezi ¢astmi Gstniho Ustroji, intersegmentalnimi zahyby nebo na
spirakulach, tedy v mistech s vyssi vlhkosti podporujici kli¢ivost spor a mensi sklerotizaci
kutikuly umoznujici snazsi penetraci (Hajek, St Ledger 1994; Zimmermann 2007a).

Zivotni/infekéni cyklus entomopatogennich hub lze obecné rozdélit do nésledujicich
fazi: (1) pfichyceni spor na povrch kutikuly hostitele, (i1) kliceni spor, (iii) penetrace kutikuly,
(iv) ptekonani imunitnich obrannych reakci hostitele, (v) proliferace a formovani blastospor
(tzv. kvasinkdm podobné buiky) a hyf (paraziticka faze vyvojového cyklu) uvniti téla
hostitele, (vi) externi riist na usmrceném hostiteli a tvorba novych spor (saprofyticka faze
vyvojového cyklu) (Zimmermann 2007a).

Ptichyceni spor entomopatogennich hub na povrch hostitele piedstavuje inicidlni fazi
zivotniho cyklu. Pii kontaktu s hostitelem se spory pfednostné vazi na povrch kutikuly. Tyto
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procesy mohou zahrnovat specifické mechanismy (napt. funkce glykoproteinu), nebo
mechanismy pasivni a nespecifické (napf. elektrostatické a hydrofobni sily) (Fargues 1984),
které byly prokazany u B. bassiana, M. anisopliae a N. rileyi (Boucias et al. 1988). U téchto
hub je pfichyceni ke kutikule hmyziho hostitele zprostiedkovano hydrofobnimi interakcemi
mezi kutikulou a ,,dobfe-organizovanymi fasciemi ty¢inek* v konidiich. Tyto tyCinky jsou
tvofeny hydrofobnimi typy proteini ve vzdu$nych strukturach (Kershaw, Talbot 1998). To
potvrdil i Bidochka et al. (1995), ktery prokazal u B. bassiana pfitomnost hydrofobnich typu
proteint pouze u vzdusnych konidii, nikoli u blastospor.

Klic¢eni spor a vznik nadkazy zavisi na mnoha faktorech, napft. pfitomnosti vhodného
hostitele, resp. vyvojového stadia, a n€kterych faktorech prostiedi (vlhkost, teplota). Kli¢ivost
spor je dale ovlivnéna nckterymi kutikuldrnimi lipidy, mastnymi kyselinami s kratkym
fetézcem, aldehydy, vosky, estery, ketony a alkoholy, které mohou mit antimikrobidlni
vlastnosti. Nicméné kutikula muze byt také pokryta slouceninami, jako jsou volné
aminokyseliny ¢i peptidy, €ili substancemi dilezitymi k rozpozndni vhodného hostitele, jez
mohou spoustét mechanismy potifebné pro uchyceni a nasledné kliceni spor. Obecné plati, ze
konidie B. bassiana zac¢inaji kli¢it po 10 hodinach a je z vétsi ¢asti dokonéeno do 20 hodin pii
teplote 20-25 °C (Zimmermann 2007a).

Kli¢eni spor zacina tvorbou penetrujici hyfy (Boucias, Pendland 1991), nebo hyfy
a apresoria, jenz vytvari ,,penetrujici kolik*, jimz za pomoci mechanického tlaku/enzymatické
aktivity pronika pres kutikulu (Zacharuk 1970a; Zacharuk 1970b). Jako kli¢ovy prvek
umoznujici vznik patogenniho vztahu k hostiteli se u M. anisopliae a B. bassiana jevi tvorba
apresoria, pricemz objasnéni podnéti vyvolavajicich tvorbu apresoria stoji v poptedi
porozuméni patogennimu procesu (Clarkson, Charnley 1996).

Produkce kutikulu-degradujicich enzymua lipaz, proteaz a chitinaz, je dalSim
z klicovych determinantli infekéniho procesu, usnadiiujicim penetraci a poskytujicim snadny
zdroj zivin (Charnley 1984). Tyto enzymy jsou produkovany postupné ve sledu tak, jak se
setkavaji s jednotlivymi substraty (Smith et al. 1981).

Hmyz neni pasivni v odezvé na infekci a mize na ni reagovat od okamziku pfichyceni
spor na povrch kutikuly a pokusu o penetraci (Inglis et al. 2001) kombinaci humoralnich
(fenoloxidazy, lecitiny, antimikrobialni peptidy, reaktivni formy kysliku, inhibitory proteaz)
a/nebo bunénych obrannych mechanismt (fagocytdza, enkapsulace) (Bidochka et al. 1997;
Gillespie et al. 2000). Aktivace vrozenych obrannych mechanismi nasleduje po rozpoznani
napadeni prostfednictvim zmény vlastnosti bazalni membrany a latek asociovanych
s bunénou sténou patogena (Gunnarson 1988). Ve velkém mnozstvi piipadi jsou
entomopatogenni houby schopny prekonat obranné reakce hostitele pokracujicim ristem
i poté, kdy doslo k jejich fagocytoze a jejich schopnost Sifeni v organismu byla potlacena
(Hung et al. 1993).

Po uspésné penetraci a priniku do téla hostitele za¢ind houba pucenim produkovat
tenkosténnad téliska (blastospory) postradajici klasicky utvarenou bunécnou sténu, ale majici
na plazmatické membrané tenkou fibrilarni vrstvu. Tato téliska jsou poté pasivné
distribuovana hemolymfou po téle hostitele, coZ patogenovi umoziluje napadat ostatni télni
organy (Zimmermann 2007a).

Smrt hostitele, jiz je zakonCena parazitickd fdze infekéniho cyklu, mliZze nastat (za
pfiznivych podminek béhem 3-7 dnll) vlivem kombinace né€kolika faktori zahrnujicich
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vyCerpani zivin z hemolymfy a tukového tclesa (fyziologické vyhladovéni), fyzikalni
zabranéni cirkulace hemolymfy, napadeni télnich organti ¢i vliv ucinku toxint (Boucias,
Pendland 1998; Inglis et al. 2001). Naptiklad Ansari et al. (2007) prokazali vysokou G¢innost
dvou kment M. anisopliae (V275 a ERL700) na pudni stadia tfasnénky Frankliniella
occidentalis, kdy dosahly 85-96% mortality po 11 dnech od inokulace. Landa et al. (1994) ve
svém standardnim testu (FDGI) prokazal, Ze entomopatogenni houba I. fumosorosea (kmen
PFR97) je schopna na ¢tvrtém nymfalnim stadiu molice B. argentifolii realizovat cely zivotni
cyklus béhem 5 dnti.

Po uhynuti hostitele nastava saprofyticka faze zivotniho cyklu, kdy dochazi k ristu
houby uvnitf t€la usmrceného hostitele, jeho mumifikaci a jsou-li pfiznivé podminky
(pfedevsim optimdlni vlhkost a teplota), dochdzi k externimu rlstu mycelia, na kterém se
vytvareji nové generace spor, kterymi mize dochazet k Sifeni ndkazy do prostredi.

Entomopatogenni houby v pribéhu svého zivotniho cyklu produkuji Siroké spektrum
sloucenin s biologickou aktivitou vic¢i ostatnim organismim, ptevazné produkty
sekunddrniho metabolismu. Tyto metabolity maji rozlicnou biologickou funkeci odvislou od
houbou osidlené ekologické niky. Nékteré metabolity mohou mit antibiotickou G¢innost proti
antagonistickym mikroorganismiim, ¢i mohou branit riistu saprotrofnich mikroorganismt na
usmrceném hostiteli, a tim vytvafet vhodné podminky pro piezivani entomopatogenni houby.
Nekteré bioaktivni metabolity jsou také dulezitymi determinanty patogenicity (Strasser et al.
2000), zatimco jiné maji antifidantni/repelentni vlastnosti, které pravdépodobné odrazuji
mykofagni organismy (Vey et al. 2001). Dalsi pohled nabizeji Calvo et al. (2002), ktefi
rozdélili sekundarni metabolity dle jejich funkce do tii skupin: (i) metabolity aktivujici
sporulaci, (i) pigmenty potfebné k tvorb&é spor a (iii) toxické metabolity produkované
Vv pritbéhu Zivotniho cyklu (mykotoxiny). Fakt, Ze entomopatogenni houby pfemohou/usmrti
hostitele pted rozsahlou invazi do té€lnich organt podporuje tvrzeni, Ze sekundarni metabolity
jsou zodpovédné za usmrceni hostitele (Butt 2002).

Nejvice studovanymi druhy entomopatogennich hub, co se sekundarnich metaboliti
tyCe, jsou B. bassiana a M. anisopliae. Méné¢ sledovanymi druhy, avSak z pohledu komeréni
produkce dilezitymi, jsou I. fumosorosea, L. lecanii (diive Verticillium lecanii), Aschersonia
spp., Beauveria brongniartii, Metarhizium flavoviride a druhy rodu Hirsutella (Vey et al.
2001; Butt 2002). Hlavni skupinou sekundarnich metaboliti produkovanych entomopatogenni
hubou M. anisopliae jsou destruxiny, dale pak swainsonin a cytochalasin. U hub rodu
Beauveria byla prokazana tvorba beauvericinu, bassianolidu, beauverilidi, bassiacridinu,
bassianinu, tenellinu, oosporeinu a oxalickych kyselin (Vey et al. 2001; Zimmermann
2007a,b).

Na rozdil od B. bassiana a M. anisopliae neni u I. fumosorosea mnoho informaci
0 produkci metabolitii/toxinll (Zimmermann 2008). Bemardini et al. (1975) jako prvni produkt
sekundarniho metabolismu objevil beauvericin a nasledné Jegorov et al. (1994) identifikoval
dva beauverolidy (L, La).

2.5  Epizoocie zptusobené entomopatogennimi houbami

Epizoocie entomopatogennich hub v populacich hmyzu mohou byt vyvolany v polnich
podminkach a mohou sehravat klicovou roli v pfirozené regulaci hmyzich Skiidct. Epizoocie
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je vysledkem slozité interakce mezi hostitelem, patogenem a prostiedim v Case (tzv. tetrada
nakazy). Pficemz u mnoha druhd entomopatogennich hub je znamo pomérné malo o faktorech
zodpovédnych za vznik a pretrvavani nakazy. K vyvolani nakazy je nezbytné urcité (prahové)
mnozstvi inokula, zatimco v ochrané rostlin jsme Casto zaméfeni pouze na pouziti velkého
mnoZstvi virulentnich propaguli proti cilovému $ktdci (hostiteli). Castym vysledkem
takovéhoto pristupu je nedostatecné potlaceni skiidct, jelikoz prahové mnozstvi inokula neni
statickym prvkem, ale je ovlivnéno vSemi faktory ,tetrady* onemocnéni (Inglis et al. 2001).

Infekce (epizoocie) zpusobené entomopatogennimi houbami jsou jednou
Z pozorovanych pficin kolapsu piemnozenych populaci hmyzu. Patologie hmyzu definuje
epizoocii jako neobvykle velky pocet piipadli napadeni v populaci hostitele, avSak epizoocie
se vyskytuji sporadicky, jsou v daném mist¢ omezené¢ ¢asové a charakterizované nahlou
zménou prevalence. Entomopatogenni houby jsou neustidle piitomné v populacich
hostitelského hmyzu, nicméné pokud se hustota hostitelské populace nachazi v normalu,
epizoocie se vyskytuji jen ziidka (enzootickd faze ndkazy). Nicméné v pribéhu pfemnozeni
hmyzu se mohou entomopatogenni houby namnozit ve velké mife a Sifit se v prostiedi, ¢imz
mohou vyznamné ptispét ke snizeni populace (Fuxa, Tanada 1987).

Je velice obtizné spolehlivé predpovédét vyskyt ndkazy a iniciovat stejné faktory
v riznych systémech interakce patogen-hostitel pro jeji rozvoj v populacich Skodlivého
hmyzu (Augustyniuk-Kram, Kram 2012).

Piikladem piirodni epizoocie je napadeni housenek Spodoptera frugiperda
(Lepidoptera: Noctuidae) entomopatogenni houbou N. rileyi (Farlow) Samson v Mexiku. Tato
nakaza byla nalezena v porostu kukufice bez zavlahy (29 °C, 86% RH), kdy infikované
housenky byly pokryté bélavym, pozd€ji zelenoSedym myceliem. Nejvice infikovanych
housenek se vyskytovalo v ¢ervenci a srpnu, kdy bylo nalezeno 6,0, resp. 4,1 infikovanych
housenek na 1m? (Rids Velasco et al. 2010).

Townsend et al. (1995) pozorovali mezi lety 1993 a 1995 nakazu houbou Beauveria
sp. na larvach Costelytra zealandica (Coleoptera: Scarabaeidae) v pastvinach nedaleko
Karapira na Novém Zélandu, pficemZz béhem jara roku 1993 doSlo az k 30% mortalité
Vv populaci, zatimco epizoocie pozorovana v roce 1994 nedaleko Matangi vedla k 99%
mortalité v populaci. Na obou lokalitach byly ptiznaky ndkazy pozorovany nejcastéji u tietiho
larvalniho instaru béhem jara. Zatimco epizoocie nedaleko lokality Karpiro byla zplisobena
entomopatogenni houbou B. brongniartii, nedaleko lokality Matangi vyvolal epizoocii kmen
entomopatogenni houby B. bassiana.

Prvni epizoocie entomopatogenni houbou I. fumosorosea na molici B. tabaci na Kubé
(oblast Jizni Havana) byla pozorovdna v dubnu roku 1990 po obdobi vydatnych destt.
Obdobné byly epizoocie pozorovany i v ndsledujicich letech (1991 a 1992), vzdy v obdobi
s vysokou vzdusnou vlhkosti. Mortalita nymfalnich stadii se pohybovala v rozmezi 70-80 %,
pfiCemz se tento druh entomopatogenni houby na B. tabaci spontanné objevil také
v nékterych sklenicich Institutu ochrany rostlin v Havané (Castineiras 1995).

Existuje nepochybné mnoho izolat a/nebo druht hub, jenz hraji doposud neznamou
a/nebo nepochopenou roli v regulaci populaci skodlivych organismi, a to z prostého divodu,
jelikoz systémy, ve kterych se etabluji, nejsou dostatecné prostudovany nebo jsou povazovany
za nedllezité, co se naseho soucasného poznani o jejich ekologii tyce (Pell et al. 2010). Vime
mnohé o vlivu kliCcovych environmentalnich faktorti, tj. vlhkosti, teplot¢ a UV zafeni ve
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fyloplanu, dale pak o vlivu vlhkosti, teploty a dalSich jednotlivych charakteristik ptidniho
prostfedi, jenz mohou ovlivnit uspéSnost ucinnosti entomopatogennich hub. Tyto proménné
vytvareji navzajem komplexni, dynamické vlivy a stavajici soubor nasSich znalosti je prozatim
jen zacatek naseho pochopeni (Jaronski 2010).

2.6  Biotesty

Vyuziti biotest za ucelem posouzeni U¢innosti entomopatogennich hub na hmyzi hostitele
ma v podstaté neomezené moznosti. Tato skutecnost v kombinaci s faktem, ze se jedna
0 mnozstvi entomopatogennich hub, spolecné s velkym spektrem jejich hostitelskych druht
hmyzu znamena, Zze obecné zde nejsou standardizované metody biotestd, cO se
entomopatogennich hub jako celku tyce. V disledku této skuteCnosti musi byt biotesty
ptizptisobeny potfebdm hostitele, patogena a zvolenému cili, za jehoz Gcelem jsou testy
provadény. Biotesty museji byt opakovatelné a spolehlivé a mohou byt provadény za ucelem
kvantifikace vztahu hostitel-patogen (pfesné ureni patogenity a/nebo virulence, piedevsim
ale pak virulence) a vlivu biotickych a abiotickych faktorti na tento interak¢éni komplex
(Burges, Thompson 1971; Butt, Goettel 2000). Biotesty entomopatogennich hub se vyuZzivaji
ve velké mife k: (i) determinaci virulence, (ii) srovnani virulence mezi jednotlivymi izolaty,
(ii1) determinaci spektra hostiteld, (iv) determinaci epizootického potencidlu a (v) studiim
vlivu biotickych a abiotickych faktord (vliv vyvojového stadia, hostitelské rostliny, teploty,
vlhkosti, formulace pfipravku). Cile biotestu museji byt jasné definovany jesté pred piijetim
samotného postupu a ackoli tyto postupy museji byt navrzeny s dirazem na co nejvyssi
ucinnost, museji byt navrzeny také tak, aby poskytovaly smysluplné vystupy (Butt, Goettel
2000). Variabilita vysledkii muize byt zpisobena kumulativni zménou jednotlivych
komponent testu a z tohoto divodu je nutné detailné standardizovat kazdou jednotlivou
slozku testu, pfedev§im pak pokud je test ve fazi vyvoje (Burges, Thompson 1971). Volba
vyvojového stadia hostitele, infekénich castic, metod formulace a inokulace, podminek
inkubace, metod posouzeni iimrtnosti, designu biotestu a statistické analyzy, musi byt pecliveé
zvazena (Butt, Goettel 2000).

2.6.1 Inokulace

Aplikace ptesné davky kontrolniho agens je nezbytna pro nasledné piesné a opakovatelné
vysledky biotestd. A zatimco u vétSiny ostatnich patogennich organismi je vyzadovana
inokulace per o0s, u mitosporickych entomopatogennich hub je potieba inokulace ve vétsing
pfipadli pfes integument, avSak pfi téchto metodach aplikace miZze byt obtizné dosahnout
pfesnosti v zavislosti na druhu a velikosti hostitele pfi poZzadavku oSetfeni velkého mnozstvi
jedincl. Ztéchto divodi byly vyvinuty metody, jez by mély aplikaci zjednodusit
a poskytovat opakovatelné vysledky, i1 pfesto, ze v n€kterych piipadech neni zndma piesna
hladina davky bioagens. Velice nepifesnym metodam, ke kterym napf. patii moznost nechat
jedince daného hostitele pohybovat se po povrchu vysporulované kultury entomopatogenni
houby, poskytuji pouze piiblizné vysledky, kterym je téeba se vyhnout (Gottel, Inglis 1997).
Zvoleny zplsob inokulace je ovlivnén predev§im formou vlastniho inokula, velikosti
a druhem hostitele. Bez ohledu na zvolenou metodu oSetieni je nebytné nutné determinovat
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zivotaschopnost infek¢nich ¢astic bioagens (at’ uz se jednd pouze o Castice samotné a/nebo
formulované), v co nejkrat§i dobé pred vlastni aplikaci, jelikoz v opacném ptipadé by
nemuselo byt jiz zjistitelné, zda je nedostatecnd uCinnost zplsobena napf. nizkou
zivotaschopnosti infek¢nich ¢astic (Butt, Goettel 2000).

2.6.2 Inkubace a posouzeni mortality

Po procesu inokulace musi byt hostitel inkubovan, nejlépe pak v prostiedi fizenych podminek
(teplota, fotoperioda a vlhkost). Vybérem vhodné inkubacni arény, rezimu krmeni a metody
inkubace je ovlivnéna uspésnost samotného biotestu a tyto jednotlivé prvky budou odlisné dle
potfeb zvoleného hostitele. Obecnou platnost ma fakt, ze podminky v inkubacni aréné by
mély byt pfiznivé pro zajiSténi preziti neoSetfenych jedinct. V kontrolni varianté by méla
hodnota mortality jedincti dosahovat maximalné 10 % (Gottel, Inglis 1997), 15-20% mortalita
jedinct v kontrolni variant€ je obecné povazovana za ,,podezielou* a hodnoty vyssi nez 20 %
musi byt interpretovany s opatrnosti (Butt, Goettel 2000). Hodnoceni tmrtnosti je obecné
provadéno kazdy den a vzhledem Kk (relativn€) pomalé t¢innosti vétsiny entomopatogennich
hub musi byt provadéno po dobu alespoit dvou tydnt od inokulace (Gottel, Inglis 1997),
nicméné tato doba je opét zavisla na né€kolika faktorech (vlhkost, teplota, virulence kmene
entomopatogenni houby, citlivost hostitele/vyvojového stadia atd.). Mrtvi jedinci by mé&li byt
odstranéni ptfed objevenim sporulace na povrchu kadaveru z divodu mozného pieneseni
nakazy na ostatni zivé jedince. Pro ovéfeni, zda byl jedinec usmrcen néasledkem inokulace
danym druhem/kmenem entomopatogenni houby, jsou kadavery inkubovany v podminkach
vysoké vzdusné vlhkosti a dojde-li nasledné k externimu rustu mycelia daného druhu/kmene
entomopatogenni houby, je takovyto jedinec povazovan za usmrceného v dusledku aplikace
daného agens (Gottel, Inglis 1997).

Metody inokulace vyuZivané v biotestech entomopatogennich hub (upraveno podle
Gottel, Inglis 1997).

Aplikace injektaci
Tento zplsob aplikace je nejcastéji vyuzivan pro potieby studia imunologickych reakci.
Mnozstvi aplikovaného inokula je zavislé na velikosti hmyziho hostitele, kdy by mély byt
pfednostné aplikovany nizké objemy tak, aby se co nejvice zabrdnilo naruSeni
fyziologickych procesti. Déavka je vstfiknuta pfimo do hemocelu pres intersegmentalni
membranu. Vzhledem k tomu, Ze kutikula sehrdva vyznamnou roli v infekénim procesu
entomopatogennich hub, jsou aplikace injektaci jen malokdy vyuzivané k porovnavani
vlastniho fenoménu virulence (napt. Vilcinskas a Matha (1997) vyuzili metodu injektace
k vpraveni 10 pl suspenze blastospor B. bassiana do hemocelu larev Galleria mellonella
s cilem ovéfit u¢inek imunohumoralnich reakci).

Aplikace per os
Tato aplikacni metoda je velice podobnd aplikaci injektaci, nicméné zde se jedna o tzv.
mikroinjektaci a inokulum je vpraveno Ustnim otvorem do ustni dutiny a/nebo stieva.
Nicméné tento zpiisob aplikace je naro¢ny z divodu mozného poskozeni stievni stény.
1/2
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Alternativni metodou je vpraveni inokula do navnady ¢i zdroje potravy, nicméné pii
takovéto aplikaci je prakticky nemozné zabranit povrchové kontaminaci hostitele. Z tohoto
divodu zéavéry tykajici se ndkazy vzniklé po per os inokulaci by mély byt podpoteny
histologickymi vystupy (napt. Allee et al. (1990) inokulovali metodou per os 21 dni staré
larvy mandelinky Leptinotarsa decemlineata, kdy larvam byla podana potrava v podobé
extraktu z bramborovych listii smichana s 1, 4 ¢i 8 mg konidii/ml entomopatogenni houby
B. bassiana. K zamezeni povrchové kontaminace byly larvy krmeny 5-10 min. skrze diru
v parafilmuy).
Aplikace namacenim

Ackoli pfi tomto zpisobu nemize byt davka infekcnich Céstic, jiz je hostitel oSetfen,
ptesné stanovena (Castice ulpélé na hostiteli), je tento zpisob hojné vyuzivan v biotestech
mitosporickych hub. Hmyzi hostitel je ponotfen do suspenze o dané koncentraci infekénich
¢astic po piesné stanoveny ¢asovy interval (napt. Kreutz et al. (2004b) v laboratornim testu
uc¢innosti B. bassiana proti dospélcim I. typographus namacel jedince v suspenzi po dobu
3 s). Davka je pak obvykle vyjadfovana jako pocet infekcnich ¢astic na 1 ml suspenze.

Aplikace postiikem
Jeden z nejbéznéjsich zpusobl inokulace, kdy jsou infek¢ni Castice naneseny piimo na
hostitele. V dnesni dob¢ jsou jiz komeréné dostupna experimentalni zafizeni, z nichZ je
v souvislosti s aplikacemi entomopatogennich hub nejéastéji vyuzivana Potterova véz.

Aplikace ,,kapkou*

U vétsich druhtt hmyzu muiZe byt aplikace provedena prostfednictvim kapky o zndmé
davce infekénich castic na povrch téla hostitele, kdy neni problém aplikovat kapky
0 objemu niz§im nez 0,5 pl. Nicmén€ mohou nastat problémy pfi pouZiti vodnich suspenzi,
kdy je obtizné pfesné umisténi kapky na povrch hydrofobni kutikuly hmyzu. V takovych
pfipadech je vhodné umisténi kapky na téch télnich ¢astech, kde by mohla byt absorbovana
kapilarnimy pohyby. (Tento zplsob aplikace inokula pouzili napt. Prior et al. (1995), kdy
aplikovali 2-5ul kapku konidialni suspenze entomopatogennich hub formulovanych
v rostlinném oleji pod §tit pfedohrudi dospélct Schistocerca gregaria). Davka je pak
obvykle vyjadfovana jako pocet infek¢nich castic na jedince.

Nepiimé metody aplikace
Nepiimé metody mohou byt takové metody, kdy se inokulum pfenese na hostitele
prostiednictvim druhotného substratu. NejbéznéjSim zpisobem je oSetfeni substratu
a nésledné preneseni hostitele na povrch nebo do tohoto substratu (napft. ptida), kde dojde
k vlastni inokulaci pfi pouhém pohybu hostitele ¢i pfi pfijimani potravy. Metody oSetfeni
substratu jsou v podstaté stejné, tak jak byly popsany vySe (napf. namaceni, nastiikani).
2/2
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2.7  ,,Bezpefnost“ entomopatogennich hub

Vyvoj bezpetnych alternativ k pesticidim spociva napt. pravé v produktech na bazi
entomopatogennich hub, které se t€§i vySSimu zajmu vefejnosti, nicméné jiz jejich samotna
registrace je velkou prekdzkou v komercializaci téchto produktd. Proces registrace je
zdlouhavy a nakladny, pficemz pravidla a obecné zasady byly do zna¢né miry vyvinuty
primarné pro pesticidy (Butt et al. 2001). Bezpecné pouzivani jakéhokoli mikrobidlniho
kontrolniho agens pfimo souvisi s jeho hostitelskym spektrem (Goettel 1995). Zodpovédné
pouziti entomopatogennich hub v biologické ochran¢ musi byt nutné podminéno znalosti
jejich uinku na necilové organismy. Za nezbytnou a zakladni je povazovana znalost
hostitelské specifity v polnich podminkach, tzv. ekologické spektrum hostiteli (nanestésti
faktory determinujici hostitelskou specifitu se pravdépodobné odlisuji v rdmci jednotlivych
taxonomickych skupin entomopatogennich hub a obecné jsou Spatné chapany). Na druhou
stranu laboratorni hostitelskd specifita, tzv. fyziologické spektrum hostitel, zahrnuje $irsi
hostitelské spektrum ve srovnani se specifitou patogena v polnich podminkach, avsak i ptesto
mohou poskytovat pouze omezené pozndni, co se neptimych uc¢inkli entomopatogennich hub
tyce. Nynéjs$i rozhodovani o bezpecnosti entomopatogennich hub je obecné zaloZeno na
laboratornich studiich, ackoli ekologické spektrum hostiteli miize byt pfesné determinovano
az po jejich introdukei do prostredi (Hajek, Butler 2000). Vysoce specifické entomopatogenni
houby jako Pandora neoaphidis, jeZ je svym hostitelskym spektrem omezena pouze na msice,
predstavuji zdanlivé minimalni hrozbu ohledné negativnich dopadl na necilové organismy,
zatimco entomopatogenni houby s Sirokym hostitelskym spektrem jako B. bassiana
(potencidlné muize infikovat vice nez 700 druhti), zdanlivé predstavuji vétsi riziko (Goettel
1995).

Postupné byly identifikovany Ctyfi potencialni neZadouci G¢inky jako bezpe€nostni
problémy souvisejici obecné s vyuZitim mikroorganisml (v¢etné entomopatogennich hub)
v ramci biologické ochrany rostlin: (i) pfesun (vytlaceni) necilovych organisml v ramci
konkurence entomopatogennich hub, (i1) alergenita, (ii1) toxicita k necilovym organismim
a (iv) patogenita k necilovym organismim (Cook et al. 1996). Dokonce i kdyZ jsou splnény
veSkeré regulacni pozadavky a vysledny produkt nevykazuje zaddné negativni ucinky na
necilové organismy v polnich pokusech, tak nelze fici, ze je vysledny produkt naprosto
bezpecny k necilovym organismim. Pouze dlouhodobym a obecné Sirokym vyuZitim jsme
schopni kompletniho zhodnoceni u¢inkti na necilové organismy (Vestergaard et al. 2003).
Jeden z primarné ,,skrytych” G¢inku, ktery by mél byt bran v avahu jako potencialni riziko, by
mohl vyvstat po vy€erpani populace cilového hostitele jako zdroje potravy (Goettel, Hajek
2001).

Navzdory mnoha potencidlnim nebezpeCim, kterymi entomopatogenni houby
disponuji, jsou mnohé druhy bezpecné masoveé vyrabény a vyuzivany v ochran¢ rostlin pred
Skodlivymi organismy, bez jakychkoli zjevnych negativnich dopadii na zdravi ¢i Zzivotni
prostiedi (Goettel et al. 2001).
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2.8  Strucna charakteristika vybranych druhu entomopatogennich hub
2.8.1 Beauveria bassiana (Balsamo-Criv.) Vuillemin

Agostino Bassi di Lordi, italsky védec, poprvé pozoroval nakazu B. bassiana na larvach
bource Bombyx mori a zapocal s prvnimi experimenty (1807), kterym se vénoval po dobu
nasledujicich 30 let. Tato nakaza, znama také jako bila muskardina (v Italii oznaGovana mal
del sengo, calcinaccio, calcinetto ¢i calcino), ktera chronicky postihovala chovy bource ve
Francii a Italii v 18. a 19. stoleti, se vyznacovala rychlym usmrcenim a mumifikaci napadené
larvy, kterd byla za podminek vysoké vzdusné vlhkosti na povrchu pokryta bilym prasnym
myceliem. Nasledn¢ se vroce 1835 zacal studiem této entomopatogenni houby zabyvat
italsky ptfirodovédec Giuseppe Gabriel Balsamo-Crivelli, ktery tuto nakazu pojmenoval na
pocest Bassiho Botrytis bassiana. V roce 1911 se studiem B. bassiana zabyval Beauverie
avroce 1912 Vuillemin, ktery na jeho pocest vytvofil novy rod Beauveria (Rhener 2005;
Zimmermann 2007a).

B. bassiana je kosmopolitn¢ rozsifeny druh entomopatogenni houby, jejiz hostitelské
spektrum zabira vice nez 700 druht hmyzu (Goettel et al. 1990; Inglis et al. 2001) z fada
Lepidoptera, Coleoptera, Hymenoptera, Homoptera, Diptera, Hemiptera, Orthoptera,
Siphonaptera, Isoptera, Thysanoptera, Mantodea, Neuroptera, Dermaptera, Blattariae,
Embioptera (Zimmermann 2007a). B. bassiana ve vyskytu preferuje pfirozena stanoviste,
predevsim pak lesni prostfedi, ackoli byla Casto zaznamenana také na jinych stanoviStich
(Medo, Cagaint 2011). Zivotni cyklus probiha piedeviim v ptidnim prostiedi, nicméné byla
neziidka nalezena také na infikovanych jedincich mimo pidni niku (Meyling et al. 2011).

Kolonie na bramborodextrozovém agaru dosahuji po 10 dnech kultivace ve 23 °C
primérné 15-32 mm, pocatecni bilé zbarveni Casto prechdzi v zluto-bilé. Vegetativni hyfy
jsou hyalinni, hladké a vétvené. Jednotlivé konidiogenni bunky kulovitého az bankovitého
tvaru s dobfe vyvinutou rachis jsou obvykle Vv hustych klastrech po 5 a vice. Konidie jsou
blastické hyalinni kulovité az Siroce eliptické, nikoli vSak eliptické, o velikosti 2—-3 x 2—
2,5 pm (MycoBank 2013a,b).

Dle Farii a Wraighta (2007) tvofil podil bioeparati formulovanych na bazi B. bassiana
v dobé vydani publikace 33,9 % z celkového poctu mykoinsekticidli a mykoakaricidii, coz
bylo celkové 58 produkti, z nichZ aktivnich v té dob¢ bylo 45.

2.8.2 Beauveria caledonica Bissett & Widden

Tento druh entomopatogenni houby byl ptivodné izolovan z pudy ve Skotsku (Glare et al.
2008). Mycelium se vyznacuje bilou az oranzovobilou barvou. Hyfy jsou hyalinni, hladké.
Konidiofory jsou ,,subclavatozniho® (kyjovitého) az kratce cylindrického tvaru. Elipsoidni
konidiogenni bunky se vytvafeji lateralné na hyfach. B. caledonica vytvati konidie
cylindrického, mirné zaktiveného tvaru, uprostred nékdy ztzené, o velikosti 2,6-4,2 x 1,6—
2,3 um (Anonym 2013; Rehner et al. 2006), k cemuz dosli také Rhener a Bucklet (2005), kdy
izolaty ARSEF 2567 a 1567 produkovaly konidie o velikosti 3,7-5,2 x 1,9-2,3 um. Glare et
al. (2008) zjistili, ze B. caledonica je v laboratornich biotestech vysoce patogenni vaci
dospélcim Hylurgus ligniperda (Curculionidae: Scolytinae) a larvam Tenebrio molitor
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(Coleoptera: Tenebrionidae) a Reay et al. (2008) dosli k zavéru, ze B. caledonica je obecné
asociovana s prirozenym prostiedim kirovcovitych broukt, kdyz tento druh entomopatogenni
houby odizolovali z uhynulych jedinct, ptidy, kiry a “podkorni niky”, avSak nikoli z zivych
jedinct. Obecny zavér pak zni, ze B. caledonica by mohla potencialné sehravat dulezitou roli
v biologické ochrang proti kiirovcovitym broukim.

2.8.3 Metarhizium anisopliae (Metsch.) Sorok.

Prvni zminky o rodu Metarhizium pochazeji z pozdnich 70. let 19. stol., kdy Metschnikoff
nalezl a popsal nakazu na larvach Anisoplia austriaca (Coleoptera: Scarabaeidae) na Ukrajiné
a pouzil nazev Entomophthora anisopliae, ktery pozd&ji zmeénil na Isaria destructor. Tato
nakaza zvana téz ,,zelend muskardina®, byla podle tvorby ,krusty” (povlaku) zelenych konidii
na povrchu infikovaného hostitele pozdéji (v roce 1883) Sorokinem piefazena do nového rodu
Metarhizium (Roberts, St Ledger 2004; Zimmermann 2007b).

Rod Metarhizium je definovan na zaklad¢ uspotadani valcovitych, smérem k vrcholu
se zuzujicich fialid, nesoucich fetizky zce valcovitych hyalinnich spor, které jsou obecné
zelené, vytvarejici kompaktni sloupce (Mycobank 2013¢; Zimmermann 2007b).

Obecné byly izolaty rodu Metarhizium ziskany z pidnich vzorkd a infikovaného
hmyzu od Arktidy po tropické oblasti, Cili vyskytuje se na vSech kontinentech kromé
Antarktidy, nicmén¢ vyskyt byl potvrzen také v blizkosti Antarktického kruhu (Roddam, Rath
1997; Zimmermann 2007b). V podminkach mirného klimatu je nejvyssi Cetnost vyskytu ve
vzorcich odebranych z pud trvalych travnich porostd (Rodrigues et al. 2005) a zemé&délsky
obhospodatrovanych pozemku (Meyling et al. 2011; Schneider et al. 2012). Jelikoz je vyskyt
obecné nejbeznéjsi v pravidelné ,,naruSovaném® (zemédé€lsky obhospodafovaném) pidnim
prostiedi, pouzili Meyling a Eilenberg (2007) pro M. anisopliae oznaceni ,,agricultural
species, k ¢emuz jesté piispiva fakt, ze M. anisopliae je obecné povazovano za tolerantni
k pesticidim (Klingen, Haukeland 2006). Zivotni cyklus M. anisopliae probiha prevazné
v pidnim prosttedi (Meyling et al. 2011), kde se za vhodnych podminek mohou rozvijet
epizoocie vedouci k rychlému poklesu Cetnosti jedinct hostitelskych populaci (Pell et al.
2010). Hostitelské spektrum M. anisopliae piedstavuje vice nez 200 druhti hmyzu, pficemz se
jedna o tady: Coleoptera, Dermaptera, Diptera, Isoptera, Heteroptera, Homoptera,
Hymenoptera, Isoptera, Lepidoptera, Orthoptera, Siphonaptera a Symphyla (Roberts a St
Ledger 2004; Zimmermann 2007b). Faria a Wraight (2007) podali piehled produkti na
ochranu rostlin formulovanych na bazi M. anisopliae, kdy dohledali 58 produktt (coz tvofilo
33,9 % z poctu vsech ,,mykoinsekticidii a mykoakaricidi*), a z ¢ehoz bylo 44 téchto produktt
Vv té dobé aktivnich.

2.8.4 lIsaria fumosorosea Wize

Entomopatogenni houba |. fumosorosea (diive Paecilomyces fumosoroseus), jez byla poprvé
popsana v roce 1904 na infikované larvé nosatce Cleonus punctiventris, je v dnesni dob¢
dobfe zndmym druhem s celosvétovym rozsifenim v riznorodych klimatickych podminkach
(od tropického ptes subtropické az po mirné pasmo) a Sirokym spektrem hostiteld, coz
Z tohoto druhu déla potencidlni agens uplatnitelné v biologické ochran¢é (Lacey et al. 1996;
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Zimmermann 2008). Byla izolovdna z mnoha druhti bezobratlych (pfevazné ztadu
Lepidoptera), ze vzduchu, rostlin a dale také z pudy (Zimmermann 2008), pficemz nejcastéji
je zjisténa v padnich vzorcich odebranych ztzv. ,agrarnich vali*“ (Medo, Cagan 2011;
Meyling, Eilenberg 2006).

Kolonie na malt agaru rostou stfedné rychle a dosahuji priiméru asi 4 cm do 14 dnt
Vv teploté 25 °C. Vegetativni hyfy jsou hladké, hyalinni. Konididlni struktury jsou vétSinou
komplexni — vzty¢ené konidiofory sestavajici z preslenitych vétvi nesoucich piesleny po 46
v bazalni c¢asti kulovitych az elipsoidnich fialidach, zuzujicich se do dlouhého zietelného
krcku. Konidie jsou cylindrické az vietenovité o velikost 3—4 x 1-2 um (MycoBank 2013d).

Mnohé studie poukazuji na velky potencial a moznost uplatnéni |. fumosorosea
Vv biologické ochrané plodin, predevsim pied molici B. argentifolii (Vidal et al. 1997; Vidal et
al. 1998a; Wraight et al. 1998) a molicim obecné. U I. fumosorosea byl rovnéz potvrzen statut
mykoparazita vii¢i padli S. fuliginea (Kavkova, Curn 2005).

Dle Farii a Wraighta (2007) tvofil, v dobé vypracovani piehledu, podil produkti na
bazi I. fumosorosea 5,8 % z celkového poctu vsech ,,mykoinsekticidi a mykoakaricidi* (coz
bylo 10 produktd, z nichz bylo v té dob& 7 aktivnich). V souasnosti patii k nejznamé&jsim
a nejpouzivanéj§im produktim formulovanym na bazi blastospor |. fumosorosea ptipravek
s obchodnim nazvem “PFR-97™” firmy Certis USA, jenz je v Evrop¢ distribuovan pod
obchodnim nazvem PreFeRal® a pripravek “No-Fly ™ firmy Natural Industries, Inc.

2.9  Teplota, vlhkost, slunecni zaieni — hlavni abiotické faktory ovliviiujici ucinnost
entomopatogennich hub

2.9.1 Teplota

Sifeni a prezivani jakéhokoli mikroorganismu V prostiedi je silné ovlivnéno nejen biotickymi,
ale 1 nekolika abiotickymi faktory, z nichz nejdulezitéjsi jsou teplota, vlhkost a slunecni
zéateni. Teplota ovliviiuje entomopatogenni organismus riznymi zptisoby — ovlivnénim jeho
kli¢ivosti, rustu a zivotaschopnosti na a v hostitelském organismu a v prostiedi (Zimmermann
2007a).

Optimalni teplota se pro vétSinu entomopatogennich hyfomycet pohybuje v rozmezi
20 az 25 °C. V teploté vyssi nez 30 °C je vegetativni rist vétSiny taxonl inhibovan a rist
obvykle ustava v teploté¢ tadoveé 37 °C (Inglis et al. 2001). Jednd se vSak o zaleZitost
souvisejici s kmenem, protoze ackoli napt. n€které kmeny M. anisopliae vykazaly silnou
redukci rustu v teploté 32 °C, jiné rostly i v teploté 35 °C (Ment et al. 2011). Zimmermann
(2007b) dale uvadi, Ze se vyskytuji i izolaty schopné rust ve 36, resp. 38 °C. U jinych kmeni
M. anisopliae 48hodinova inkubace ve 37 °C vyznamn¢ prodlouzila dobu kli¢eni a ve 40 °C
dramaticky snizila klicivost az na 0,5-2 % 1 ptesto, ze konidie byly néasledné presunuty do
optimalni teploty 25 °C (Ment et al. 2011). Mnoho izolati B. bassiana a M. anisopliae
vykazuje zpozdéni obnovy normdlniho riistu po vystaveni kratké periodé v teplotach nad
jejich obvyklé prahové hodnoty (Fernandes et al. 2008; Jaronski 2010).

I. fumosorosea obecné preferuje vyssi teploty ve srovnani s I. farinosa, ale jsou zde
silné rozdily mezi jednotlivymi kmeny (Zimmermann 2008). Houba M. anisopliae méla

-----
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V uz8im rozmezi teplot (5-30 °C) a optimum pro rust bylo 25, resp. 20 °C. Rast B. bassiana
a l. farinosa témer ustal ve 37 °C, zatimco druh M. anisopliae (izolat V90) byl piekvapivé
schopen rust i ve 40 °C (Hallsworth, Magan 1999), kde i slab& sporuloval (Arthurs a Thomas
2001). To, ze houba M. anisopliae roste hiife ve vyssich teplotach, neznamena, Ze nesnese
kratkodobé teplotni Soky az 40 °C, tudiz neni souvislost mezi optimalni teplotou a horni
hranici, kterou je izolat schopen snést (Ment et al. 2011). Okamzik termdalni smrti
u termotolerantnéjSich izolatt B. bassiana mize nastat az ve 46 °C po 6 hodinach, méné nez
20 % konidii téchto izolath zistalo Zivotaschopnych po vystaveni 47 °C po dobu 2 hodin
(Fernandes et al. 2008). Dulezitou roli v rozdilné teplotni toleranci muze hrat i tloustka
bunééné stény, ktera je tlustsi u konidii M. anisopliae nez u konidii B. bassiana (Rangel et al.
2008). Termotolerance miize byt ¢aste¢né navySovana napi. piidavkem kyseliny salicilové do
zivného média nebo snizenim obsahu karbohydratii. Vyssi koncentrace kys. salicilové vSak
miuize naru$it mechanismus tolerance k teplotnimu stresu (Rangel et al. 2012).

Pfi hodnoceni nizkych teplot vykazala v 10 °C nejrychlej$i rust houba V. lecanii,
naopak nejpomalejsi M. anisopliae, ktera vykazala i celkové nejpomalejsi rist v 10 °C mezi
5 testovanymi druhy entomopatogennich hub (Yeo et al. 2003). M. anisopliae v 10 °C jiz ani
nesporuluje (Arthurs, Thomas 2001) a vykazuje kli¢ivost méné nez 5 % a pomaly rust
iv15°C. Pfi hodnoceni vlivu teploty byly zjistény rozdily mezi jednotlivymi izolaty
u kli¢ivosti, mycelidlniho rtstu a citlivosti cilového organismu k houbové infekei (Dimbi et
al. 2004). Izolaty Metarhizium spp. byly v chladu obecné méné aktivni Ve srovnani se
standardnim izolatem B. bassiana (Fernandes et al. 2008).

Okolni teplota ovliviiuje rovnéz stupenn infekce a ¢as potfebny k usmrceni hmyzu
oSetien¢ho entomopatogennimi hyfomycetami (Inglis et al. 2001). V porovnani s nadzemnimi
stanovisti neni prezivani konidii v ptidé ovlivnéno v takové mife, protoZe toto prostiedi
poskytuje ochranu pred extrémy prostfedi (McCoy et al. 1992). Pti optimalni teploté muize
koncentrace kolonii v ptidé prudce vzrist (Ekesi et al. 2003). Jak shrnuje Jaronski (2010),
v urcitych regionech vystoupi teplota ptdy jen malokdy nad 15 °C, naopak v tropickych
a subtropickych oblastech je teplota pltidy obvykle optimalni pro rlst entomopatogena.
Teplotni tolerance entomopatogennich hub vSak musi odrazet nejen teplotu pudy v regionu
a daném obdobi, ale také teplotu ve specifické ptidni oblasti a ¢ase pouziti

Teplotni omezeni u entomopatogennich hyfomycet se vSak netykaji pouze plisobeni
okolnich teplot v prostfedi, ale mohou se zhorSovat rovné€Zz chovanim hostitelského organismu
(napt. termoregulace) (Inglis et al. 2001). Vé&tSina, ne-li vSechny entomopatogenni houby,
synchronizuji sviyj Zivotni cyklus se stadii hmyzich hostiteld a podminkami prostfedi (Shah,
Pell 2003). Larvy vystavené teplotnimu Soku napf. zvysi hormonalni aktivitu jako reakci na
naslednou infekci (Jaronski 2010). Vysoké teploty mohou rovnéz inaktivovat entomopatogena
pfed kontaktem se Skodlivym hmyzem nebo mohou redukovat nebo zrychlovat rist uvnitf
hmyzu v zavislosti na teplotnich pozadavcich entomopatogena a hostitelského hmyzu.
Naopak nizké teploty mohou redukovat nebo zastavit kli¢ivost a rtist, coz poskodi nebo
zpomali uspeSnost infekce, napft. proti pidnimu hmyzu (Zimmermann 2007a). Musime proto
brat vuvahu nejen virulenci k cilovému hmyzu, ale rovnéz stav houby v podminkach
prostfedi, ve kterém se vyskytuje. Teplo a chlad jsou dva velmi vyznamné faktory prostiedi,
které omezuji pouzivani entomopatogennich hub jako agens pro biologickou ochranu proti
hmyzu (Fernandes et al. 2008). Ment et al. (2011) pozorovali vyvoj houby M. anisopliae na
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kadaveru klistéte pouze pii inkubaci ve 25 °C a nikoli ve 32 nebo 35 °C. Dimbi et al. (2004)
zjistili nejvyssi ucinnost M. anisopliae na cilového skidce ve 30 °C.

Pti pouzivani hub proti vnéjSim parazitim zvifat mize byt teplota povrchu téla zvitete
limitujicim faktorem pro Uspé$ny vyvoj bioagens, protoze na téle zvifete jsou zony s riznou
teplotou (Polar et al. 2005). Teplota povrchu téla zvifete se bézn¢ pohybuje v rozmezi 37—
41 °C. Pii téchto teplotach ztraci kmeny méné adaptované na teplotni Soky patogenitu jiz po
6 hodinach (Ment et al. 2011). Pfi pokusu provadéném se dvéma kmeny M. anisopliae
Vv teplotach povrchu téla skotu, byla mezi izolaty prokazatelna odlisnost ve vyvoji (Polar et al.
2005).

Citlivost k teploté¢ je neékdy davana do souvislosti s pivodnim vyskytem kmene.
U houby B. bassiana nebyla pozorovana zadna souvislost mezi toleranci k vysokym teplotam
a zemé&pisnou Sitkou piivodniho vyskytu izolatl, ale obecné izolaty sebrané daleko od rovniku
mély vyssi relativni kli¢ivost v chladnych podminkach nez izolaty z blizkosti rovniku
(Fernandes et al. 2008). Zavislost mezi ptavodni klimatickou oblasti, z niz izolat pochazi
a jeho schopnosti rust ve vysokych teplotach neprokazali ani Uma Devi et al. (2005), jejichz
izolaty jak z mirné, tak tropické oblasti, vykazovaly normalni rist v teplotnich cyklech
zahrnujicich i1 vysoké teploty. Napt. izolat B. bassiana ARSEF 2860, ktery po dobu 8 h piezil
v teploté 42 °C je z Idaha, USA. I pfesto, ze tento stat je v mirném pasmu, letni teploty
pravidelné dosahuji 32-38 °C na zeméd¢lskych plochach. To potvrzuji i Yeo et al. (2003),
ktefi vyzdvihuji dilezitost klimatickych rozdilit mezi ro¢nimi obdobimi na jednom misté,
které s velkou pravdépodobnosti mohou vytvaret selek¢éni tlak na houby. Izolat odebrany
vV mirném klimatu béhem horkého léta mize mit teplotni profil blizky tropickému izolatu,
V porovnani s izolatem sebranym na tomtéz misté béhem studeného jarniho pocasi. Z toho
diivodu by se nemél zbytetné¢ vysoky dlraz klast na misto nalezu, ale na teplotni
charakteristiku samotného konkrétniho izolatu (Yeo et al. 2003). Piesto by souvislost se
zemépisnou Sitkou ptivodniho vyskytu izolatd B. bassiana mohla byt sledovana u aktivity
v chladu, ale uz nikoli u tolerance k vysokym teplotam (Fernandes et al. 2008).

2.9.2 Vlhkost

Vlhkost je velmi dulezitym faktorem, ktery ovliviiuje ucinnost a prezivani entomopatogenti
Vv prostfedi. Pti posuzovani vlivu vlhkosti v polnich podminkach musime rozliSovat i mezi
makro a mikroklimatem na listech nebo povrchu hmyzu (Zimmermann 2007a). V pfirozeném
prostfedi je dostupnost vody kritickym parametrem urcujicim kli¢ivost spor, rist a infekcei.
VétSina entomopatogennich hub vyzaduje minimalné 95% relativni vlhkost na povrchu
hmyzu, aby se objevilo kliceni, tvorba klicnich hyf a infekce (Hallsworth, Magan 1999).
Vysokou vlhkost vyzaduji houby ke konidiogenezi na kadaveru hostitele usmrcené¢ho
mykozou a k produkcei konidii, kterd mliZze ovlivnit horizontalni Sifeni patogena (Inglis et al.
2001). Vytéznost konidii mize byt redukovana periodickou expozici k nizké vlhkosti a lze
predpokladat, ze sporulace je zavisla nejenom na vystaveni pfiznivym podminkam, ale i na
stfidani pfiznivych a neptiznivych podminek (Arthurs, Thomas 2001).

Rizné houby, respektive kmeny, reaguji na vlhkostni podminky rizn€. Zatimco
Zimmermann (2008) uvadi, ze I. farinosa je hydrofilni houba, ktera je schopna infikovat
hostitele i pti 100% vlhkosti, Hallsworth a Magan (1999) zjistili, ze rtst tohoto druhu byl
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rychlej$i pii mirné redukované dostupnosti vody. V piipadé izolatu I. fumosorosea
pochazejiciho z Evropy, ktery zkoumali Bouamama et al. (2010a), byla zjisténa lepsi adaptace
na mirné klima nez na vlhké subtropické klima ¢i aridni podminky, coz provazel rapidni
pokles kli¢ivosti konidii v podminkach simulujicich vlhké subtropické podnebi. Vysoka
vlhkost je obecné nezbytna i pro kli¢eni M. anisopliae (Zimmermann 2007b), ackoli kmen
zkoumany Hallsworthem a Maganem (1999) vykazal rychlejsi rust pii snizené dostupnosti
vody. B. bassiana rostla nejrychleji pfi maximalni vodni aktivité a jejim snizenim doSlo ke
zpomaleni rustu (Hallsworth, Magan 1999).

Lepsi schopnost preziti ve vysoké vlhkosti prostiedi se vSak nemusi promitnout do
vysoké amrtnosti stadii hostitele, v porovnani s mortalitou v suché ptd€, coz naznacuje
moznost existence fyziologickych faktort, které omezuji infekénost konidii v ptidé nasycené
vodou (Ekesi et al. 2003), navic pusobeni riznych vlhkostnich pomérd mize ovlivnit
I mortalitu cilového organismu (Bouamama et al. 2010b).

Ptedpoklad dostatku vody pii kli¢eni vedl k obecnému piesvédceni, ze vlhkostni
podminky jsou nezbytné pro G¢inné pouziti hub v ramci biologické ochrany proti hmyzu. To
muze platit pro uréité taxony hub proti ur¢itym hmyzim Skudcim, ale neplati to obecné pro
vSechny houby za vSech okolnosti. Mnozstvi studii ukazalo, Ze sucho béhem nebo
bezprostiedné po aplikaci houbovych propaguli je méné Skodlivé, nez se piivodné¢ myslelo
(Inglis et al. 2001). Fargues et al. (2003) zjistili, ze ucinnost mykoinsekticidi na bazi
B. bassiana a L. lecanii byla srovnatelna, at’ uz byly pouzity ve vlhkém nebo mirn¢ suchém
okolnim sttedomotském klimatu simulovaném ve skleniku. Thompson et al. (2006) uvadeéji,
ze vyS$i mira zavlazovani zlepSovala zivotnost konidii v travnim porostu pfiblizné o 8-12 %.
Zavlaha, stejné jako dést, neovliviuji piimo konidie prostfednictvim vlhkosti, ale
zprostfedkovavaji jejich vertikalni pohyb do vrstev chranénych pted faktory limitujicimi
Zivotnost, jako je teplota a UV zafeni. Rozmisténi konidii v pidé ma pak ptirozené vliv na
ucinnost mykopatogena pouzitého v biologické ochrané. Napt. vysoké koncentrace konidii na
nebo blizko povrchu pldy je nezbytné pro infikovani neonatalnich larev vstupujicich do pady
Z hostitelskych rostlin (McCoy et al. 1992).

2.9.3 Kombinace teploty a vlhkosti

Plsobeni teploty a vlhkosti je ve velmi blizké vzajemné korelaci. Vlhkost v kombinaci
s teplotou mize ovlivnit Zivotnost a perzistenci houbovych spor (Zimmermann 2007a). Pti
hodnoceni vlivu konstantni nebo promeénlivé teploty a vlhkosti na klicivost, CFU a virulenci
konidii byl prokdzan mnohem rychlejsi negativni vliv v simulovanych podminkach aridniho
a subtropického klimatu nez v mirném klimatu (Bouamama et al. 2010a). Po 72 hodinach
Vv teploté 35 a 40 °C a vlhkosti 75 a 86 % doslo k poklesu kli¢ivosti, zatimco pii vlhkosti 13—
53 % RH byla kli¢ivost na vysoké urovni (Bouamama et al. 2010b).

Kazdy druh (resp. kmen) ma svou optimalni teplotu pro rust, ve které jsou pozadavky
na pfistupnost vody pfiblizné stejné. Pfesto se projevuje mezidruhova variabilita v rlistu na
médiich s regulovanou vodni aktivitou (Hallsworth, Magan 1999). Variabilitu v reakcich
izolatt na vysokou teplotu a nizkou dostupnost vody pozorovali i Uma Devi et al. (2005).
Efekt kombinace dvou abiotickych stresi — vysoké teploty a nizké dostupnosti vody —
inhiboval izolaty, které mohly dobte snaSet vliv samostatné plisobicich stresort. Nepiiznivé

28



Literdrni prehled

ucinky kombinace obou stresorii 1ze snizit napi. dodanim vody pii vysoké teploté v polnich
podminkach (Uma Devi et al. 2005). Ve 25 °C byl ptijem vody rychlejsi z pfimého zdroje nez
z atmosféry (Arthurs, Thomas 2001).

hostitelského hmyzu na infekci entomopatogenni houbou (McCoy et al. 1992). Ackoli byla
sporulace pozorovana i1 na kadaverech inkubovanych v suchych podminkach a méné
priznivych teplotach, produkce konidii zde byla prokazatelné nizsi, s nizkou externi sporulaci.
Konidie asociované s takovymito kadavery by mély téméi urcit€ nizkou efektivitu v polnich
podminkach. Navic byly vzniklé konidie svétlé a tenkosténné (Arthurs, Thomas 2001).
Kli¢ivost je zaroven ovliviiovana i slozkami kutikuly hostitelského hmyzu. Proto je tézké
pouzivat vysledky in vitro testi pro piesné predpovidani interakci mezi hostitelskym
organismem a patogenem v in vivo podminkach (Yeo et al. 2003).

2.9.4 Slunecni zareni

Slune¢ni zafeni, specialné UV-B (290-330 nm) a UV-A (330-400 nm), je nejskodlivéjsim
faktorem prostfedi ovliviiujicim perzistenci houbovych insekticidli (Zimmermann 2007a).
Konidie, hyfova téliska a hyfy vSech taxonii hyfomycet jsou vysoce citlivé k ucinkiim
slune¢niho zafeni, zvlasté davkam UV-B ve viditelném spektru (285-315 nm). Piesto byly
zaznamenany rozdily v citlivosti k ozafeni mezi taxony a kmeny v ramci druht (Inglis et al.
2001). Nejskodlivejsi je ozafeni nejkratsimi vinovymi délkami, tzn. UV-B (280-320 a 295-
320 nm), se jevi jako nejskodliveéjsi ¢ast prirozeného zafeni, ackoli UV-A (320-400 nm) mélo
rovnéz Skodlivé ucinky (Fargues et al. 1997), coz se projevuje v mnohem vyraznéj$im snizeni
zivotnosti konidii po ozareni UV-B spektrem (Braga et al. 2001c). Infracervené zateni bylo
méné Skodlivé (Fargues et al. 1997). Pi#i hodnoceni je tfeba brat v uvahu fenotypové
charakteristiky kvantitativnich vlastnosti, jako je pfipad tolerance k slune¢nimu zafeni, které
maji komplexni genetickou zakladnu a jsou obvykle silné ovliviiovany prostfedim (Rangel et
al. 2004), i pigmentaci konidii (Zimmermann 2007b). Konidie vykazuji odliné reakce na
vlnovou délku (kli¢ivost, ptezivani a infektivita).

Projevuje se 1 vliv ozafeni na nasledné vlastnosti. Kolonie pochéazejici z ozarenych
konidii mély obecné delsi vyvoj a vyssi heterogenitu jak ve tvaru, tak ve velikosti. Po ozafeni
doSlo rovnéz ke zpozdéni kliceni. Zda se, ze konidie potiebuji dlouhou asovou periodu, aby
se zotavily z u¢inki ozateni UV-B predtim, nez zahaji proces kliceni (Braga et al. 2001a).
Prodleva v kli¢ivosti byla pfimo tmérna davce zafeni a nebyla zavisla na mife tolerance
k zafeni, kterou vykazovaly nékteré kmeny. Napt. kmen, ktery vykazoval nejvyssi toleranci
k UV-B zafeni vykazal nejvétsi prodlevu v kli¢ivosti po ozafeni (Braga et al. 2001b).

Vliv UV zafeni v prosttedi 1ze rozdélit na pfimy a neptimy. P¥imy vliv se projevi napf.
redukci onemocnéni rostlin, protoZze UV-B zéfeni zabiji spory patogenni houby. V piipadé, ze
zateni napf. zméni chemismus hostitelské rostliny a ta je pak vice rezistentni k infekci,
hovotime o nepiimém vlivu, protoze muze dojit k oddéleni od UV zafeni v Case 1 miste (Paul,
Gwynn-Jones 2003). U konidii vyprodukovanych houbami vystavenymi v prabéhu
mycelidlniho ristu subletalnimu stresu vyvolanému jinym stresorem nez UV-B a teplem,
mize vzniknout zvySend tolerance pravé k UV-B zafeni a teplu. Nejvyssi zvySeni tolerance
k UV-B zafeni vyvola zivinovy a osmoticky stres, ovSem za soucasného vyrazného snizeni
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vytéznosti konidii (Rangel et al. 2008). Tolerance k UV se lisi v pribéhu kli¢eni v Case, c0zZ
odrazi fyziologicky stav bun¢k a rGzné stddium bunééného cyklu (Braga et al. 2001a).
Citlivost konidii zavisi jak na slozeni spektra, tak na intenzité v nejkratSich vinovych délkach
(Fargues et al. 1997). Tolerance Kk urcitému spektru slune¢niho zafeni se muze liSit od
tolerance k celému spektru, protoze kmeny napt. odolné vici UV-B mohou byt senzitivnéjsi
k UV-A (Braga et al. 2001c).

Rychl¢é niceni infek¢nich propaguli solarnim zafenim je povaZovano mnohymi za
hlavni piekazku v uspéSném zavadéni entomopatogenti proti hmyzim skidcim na polnich
plodinach (Inglis et al. 2001). I v polnich podminkach plisobi negativné zvlasté slozka UV-B
(Fernandes et al. 2007). UV =zafeni a teplota vazné redukuji Zivotaschopnost konidii
M. anisopliae a tvofi tak dulezitou ptrekazku v jeho uspé$ném vyuzivani v zemédélstvi
(Rangel et al. 2008). Rapidni inaktivace konidii po né€kolika hodinach pfimého vystaveni
ozafeni, které je snadno dosazitelné v piirodé, ukazuje, ze konidie rodu Metarhizium nejsou
pln¢ adaptovany na vzdu$né prostfedi (Braga et al. 2001b). OvSem zivotnost preparatu lze
zvysit vhodnou formulaci, kterd je napft. vyssi v oleji nez v jilu, pozdé€ji v kombinaci olej+jil
a olejt+opticky ,,rozjasiovac* (Thompson et al. 2006). Konidie mohou také 1épe prezivat na
spodnich nebo zastinénych castech listii. Jaronski (2010) uvadi, Ze na spodni strané listl
klesala zivotnost 0 9-11 % za den, kdeZto na vrchni strané o 47 % za den.

UV-B zafeni nejenom nic¢i celou fadu organismd, ale je rovnéz vyuzitelné v mnoha
ekologickych procesech, ve kterych slouzi mikrobiim, rostlindm a zivo¢ichim jako zdroj
informaci o jejich zivotnim prostfedi. U mnoha hub ma slune¢ni UV zéieni fotomorfogenicky
efekt, ktery u mnoha druht zahrnuje indukci sporulace (Paul, Gwynn-Jones 2003). Béhem
kli¢eni konidii, které byly na kutikule hostitelského hmyzu vystaveny pusobeni slune¢niho
zateni, bylo prokazano, ze ackoli doslo K pfechodnému zvySeni UV-B tolerance tim, ze
konidie zvysily svou metabolickou aktivitu do 6. az 8. hodiny kli¢eni, UV sensitivita se ithned
po piesunu na Zivinovy substrat vratila k hodnotdm srovnatelnym S neozafenymi konidiemi
(Braga et al. 2001a).

Utinek sluneéniho zafeni na konidie mohou ovlivnit podminky kultivace. Ristovy
substrat a Ziviny, na kterych jsou konidie produkovany, ovliviiuji toleranci konidii
M. anisopliae k UV-B zafeni a rychlost kliceni. Napt. konidie kultivované na hmyzim
kadaveru byly prokazateln¢ citlivéjsi k UV-B zafeni neZ konidie produkované na PDAY
(PDA+Yeast extract) a prokazateln€ pomaleji kli¢ily, ovSem nejrychlejsi kliceni a nejvyssi
toleranci k UV-B vykazaly konidie ziskané na Czapek’s and Emerson’s YpSs agaru a ryzi
(Rangel et al. 2004). Dalsi testy vsak ukazaly, Zze tolerance konidii M. anisopliae
produkovanych na umélé zivné pidé nebo hmyzich kadaverech se nelisila. Silna selekce na
jeden faktor, tj. UV-B stres, vede k dominanci vysoce adaptovanych specialisti s nizkou
fenotypovou plasticitou k tomuto faktoru (Rangel et al. 2005).

Urcitou roli mize hrat i zemépisna Siika, kdy izolaty B. bassiana z nizsi zemépisné
Sitky vykézaly prokazatelné vyssi toleranci k UV-B nez izolaty z vysSi zemépisné Sitky
Vrozmezi 0-22°. OvSem u izolatd ze zemépisné Siiky nad 22 ° nebyl prokdzan vliv
zem&pisné Sitky puvodniho vyskytu. Analyza rovnéz neprokazala korelaci mezi typem
hostitele a toleranci k UV-B (Fernandes et al. 2007). V nadmotskych vyskach, kde byly
kmeny M. anisopliae vystaveny po urcitou fazi jejich zivotniho cyklu UV-B zafeni, se
objevuje alespont minimalni selekce na adaptaci k UV-B (Braga et al. 2001b).
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3. CILE PRACE

Hlavnim cilem této prace bylo ovéfit ,,univerzalni* uplatnitelnost hodnoceni vyvoje nékazy
entomopatogennich hub na vybraném cilovém hostitelském druhu hmyzu za pouziti stupnice
FDI. Tato stupnice ndm dava moznost podrobnéjSiho hodnoceni ndkazy ve smyslu rozliSeni
jednotlivych fazi vyvoje patogena (v tomto piipadé tedy entomopatogenni houby). V praci Slo
o to, zda stupnice muze nalézt své opodstatnitelné vyuziti v hodnoceni vyvoje ndkazy obecné
a zarovenn komplexné, tzn. u jednotlivych rodii entomopatogennich hub, v rdmci hodnoceni
vyvoje nakazy na rtznych druzich hostiteli, a v neposledni fad¢ také pii hodnoceni vyvoje
nakazy vyvolané rozdilnymi typy spor entomopatogennich hub. Tato mySlenka/hlavni cil
prace, byla ovétovana v ramei péti diléich studii.

Studie 1: Hodnoceni ucinnosti vybranych izolati entomopatogenni houby Beauveria
bassiana a Beauveria caledonica, ziskanych v ramci plo$ného monitoringu na tdzemi
Narodniho parku Sumava, na larvach potemnika mou&ného (Tenebrio molitor)

Hlavnim cilem této studie bylo prosté porovnani ucinnosti izolatli entomopatogenni houby
B. bassiana a B. caledonica ziskanych v ramci monitoringu na uzemi Narodniho parku
Sumava na typové zvoleném cilovém hostiteli, a sice na larvach potemnika mouéného
(T. molitor). Jednalo se pfedevsim o vzajemné porovnani jednotlivych izolatd dané¢ho druhu
entomopatogenni houby a zaroven o porovnani izolatd v rdmci obou testovanych druhi
entomopatogennich hub.

Studie 2: Porovnani tucinnosti dvou rozdilnych typid spor entomopatogenni houby
Beauveria bassiana na larvy Tenebrio molitor

Porovnani dvou rozdilnych typti spor s cilem zjistit, zda je ¢i neni mezi morfologicky
odliSnymi typy spor rozdil co do schopnosti vyvolat onemocnéni a pokud ano, tak jaky.
Snahou bylo tedy zjistit, zda neni jeden z typl spor schopen vyvolat rychlejsi rozvoj nadkazy
vV danych podminkach inkubace za dan¢ koncentrace spor.

Studie 3: Hodnoceni ucinnosti izoliati vybranych druhii entomopatogennich hub
ziskanych odizolovanim z komerc¢nich biopreparatii, na bezkiidlé partenogenetické
sami¢ky Myzus persicae

Cilem této studie bylo ovéteni vyuziti Cistych izolati na jejichz zéklad€ jsou postaveny
komeré&nich preparaty Botanigard ES (B. bassiana), Mycotal (L. muscarium), PreFeRal*WG
(I. fumosorosea), v ucinnosti na samicky M. persicae v laboratornich podminkach.
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Studie 4: Hodnoceni u¢innosti indigennich izolati entomopatogenni houby Metarhizium
anisopliae  odizolovanych z ptid obhospodafovavanych konvenénim zptisobem
zemédélstvi

Tato studie byla komplexn¢ zaméfena na hodnoceni vybranych vlastnosti testovanych izolata
entomopatogenni houby M. anisopliae (kli¢ivost, radialni rast na umé¢lém zivném médiu,
hodnoceni u¢innosti na larvy T. molitor) v rozdilnych teplotach. Vybér kment byl proveden
na zakladé morfologickych odlisnosti sttedovych kultur na PDA. Primarnim cilem bylo najit
vhodny izolat pro budouci potencialni uziti v ramci biologické ochrany rostlin proti ptiidnim
Sktidelim, resp. stadiim Sktdci prodélavajicim ¢ast svého vyvoje v pidnim prostiedi.

Studie 5: Posouzeni ucinnosti vybranych izolati entomopatogenni houby Isaria

fumosorosea a jejich pasazi pres rizné Zivné substraty na larvy zavijete voskového
Galleria mellonella

V této studii bylo snahou zjistit, zda mnohondsobné pasazovani (padesatinasobné) vybranych
izolati . fumosorosea ptes dva hostitele ze tiidy Insecta (B. tabaci, A. gossypii), jednoho
zastupce tiidy Arachnoidea (T. urticae), umélé zivné medium — PDA a pfirozeny zivny
substrat — otruby, néjakym zplisobem ovlivituje u¢innost ve srovnani s G¢innosti ptivodnich
izolatt. Kone¢na ucinnost byla testovana na larvach G. mellonella.

32



Material a metodika

4, MATERIAL A METODIKA

4.1  Izolaty entomopatogennich hub pouzivané v jednotlivych studiich

Studie 1: Hodnoceni ucinnosti vybranych izolati entomopatogenni houby Beauveria
bassiana a Beauveria caledonica, ziskanych v ramci ploSného monitoringu na uzemi
Narodniho parku Sumava, na larvach potemnika mouéného (Tenebrio molitor)

V této studii byly pouzivany izolaty B. bassiana a B. caledonica, jenz jsou vypsany v tabulce
4.1 (B. bassiana) a 4.2 (B. caledonica). Tabulky obsahuji zakladni tdaje vztahujici se
k odbérim téchto izolati, jako jsou: datum izolace, GPS soufadnice a nadmoiska vyska
lokality, kde byly nalezeny a také zdroj, ze kterého byly jednotlivé izolaty ziskany.

Tabulka 4.1 (¢ast A): Zakladni tdaje k ptivodu jednotlivych izolati entomopatogenni houby
B. bassiana testovanych ve studii 1

. Datum odbéru Nadmofskd :
Kad izolatu vzorkil GPS vyska Zdroj
(m.n.m.)

1101 2004 48°58' 26", 13°33'43" 1178 imago 1. typographus
NP 0003 11.6.2008 48°58'40", 13°32' 59" 1280 imago |. typographus
NP 0004 30.6.2008 49°07' 24", 13° 15' 51" 969 imago |. typographus
NP 0005 3.7.2008 48°54'47", 13° 41' 46" 887 imago |. typographus
NP 0006 3.7.2008 48°57'53",13° 38' 06" 992 imago |. typographus
NP 0007 30.6.2008 49°06' 15", 13°20' 07" 1183 imago |. typographus
NP 0008 1.7.2008 49°03'43",13°26' 03" 1073 imago |. typographus
NP 0009 3.7.2008 48°55'30", 13°40' 11" 906 imago |. typographus
NP 0010 19.6.2008 49°03'48", 13°23'44" 1309 imago |. typographus
NP 0020 5.6.2008 49°02' 52", 13° 24' 06" 1200 imago |. typographus
NP 0022 5.6.2008 49°06' 19", 13°20' 07" 1094 imago |. typographus
NP 0026 8.7.2008 48°51' 14", 13° 54' 49" 743 imago |. typographus
NP 0027 5.6.2008 48°58' 54", 13°27' 16" 1228 imago |. typographus
NP 0028 9.7.2008 48°44' 57", 13° 55" 11" 1155 imago |. typographus
NP 0029 10.7.2008 48°58' 54", 13°27' 16" 1231 imago |. typographus
NP 0030 10.7.2008 48°58'47", 13° 28'45" 1260 imago |. typographus
NP 0031 5.6.2008 49°06' 19", 13°20' 07" 1094 *kira-TBM
NP 0068 16.6.2009 48°57'33",13°29' 20" 1144 *kira-TBM
NP 0083 4.9.2008 48°58'26", 13°33'43" 1178 imago |. typographus
NP 0097 16.6.2009 49°00' 22", 13°30' 03" 1024 *kira-TBM
NP 0103 4.9.2008 48°58'39",13°32'47" 1290 imago |. typographus
NP 0122 22.4.2009 49°01'28", 13° 33' 50" 1085 imago |. typographus
NP 0123 22.4.2009 49°04'26", 13° 34' 46" 1145 imago |. typographus
NP 0124 9.6.2009 48°47' 41", 13° 54' 43" 777 imago 1. typographus
NP 0125 10.6.2009 48°50'44", 13° 45' 57" 858 imago |. typographus
NP 0133 9.6.2009 48°47' 56", 13° 54' 48" 882 imago |. typographus
NP 0137 26.8.2009 49°07'38",13° 16'42" 1102 imago |. typographus
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Tabulka 4.1 (¢ast B): Zakladni udaje
B. bassiana testovanych ve studii 1

k ptivodu jednotlivych izolati entomopatogenni houby

. Datum odbéru Nadmofskd -

Kod izolatu vzorkil GPS vyska Zdroj
(m.n.m.)

NP 0138 16.6.2009 48°57'33" 13°29' 20" 1144 imago |. typographus
NP 0139 16.6.2009 49°00'22", 13°30' 03" 1024 imago |. typographus
NP 0140 16.6.2009 49°03' 04", 13° 30' 56" 1031 imago |. typographus
NP 0141 17.6.2009 49°06' 02", 13°31' 14" 961 imago |. typographus
NP 0142 17.6.2009 49°05' 52", 13°26' 08" 899 imago |. typographus
NP 0158 9.6.2009 48°47' 56", 13° 54' 48" 882 *kira-TBM
NP 0159 10.6.2009 48°57'35",13°39' 20" 972 *kiira-TBM
NP 0161 9.6.2009 48°47' 08", 13° 51" 45" 1061 *ktira-TBM
NP 0182 30.7.2009 49°07' 17", 13° 14' 25" 810 imago |. typographus
NP 0185 30.7.2009 49°00' 50", 13° 17' 23" 1192 imago |. typographus
NP 0218 8.9.2009 49°07'29", 13° 55' 35" 1256 imago |. typographus
NP 0238 13.9.2009 49°04'39", 13°21' 47" 920 imago |. typographus
NP 0241 3.6.2010 49°03'35", 13° 26' 06" 1161 imago |. typographus

* kira-TBM (Tenebrio bait method)

Tabulka 4.2 (¢ast A): Zakladni udaje
B. caledonica testovanych ve studii 1

k piivodu jednotlivych izolati entomopatogenni houby

Kéd izolitu Datum odbérs GPS Nas)‘,/‘gizské Zdroj
(m.n.m.)

NP0013 30.6.2008 49°07'25", 13°15' 51" 969 imago |. typographus
NP0039 10.7.2008 48° 58'48", 13°28' 45" 1260 imago |. typographus
NP0065 9.7.2008 48°44' 57", 13°55' 12" 1155 imago |. typographus
NP0107 4.9.2008 48°58'40", 13°32'48" 1290 imago |. typographus
NP0131 10.6.2009 48°50'44", 13°45' 58" 858 imago |. typographus
NP0145 17.6.2009 49°06'03",13° 31" 15" 961 imago |. typographus
NP0155 9.6.2009 48°52' 15", 13° 50" 54" 805 kira-TBM
NP0156 9.6.2009 48°43'41",13° 57" 17" 1057 kira-TBM
NP0162 9.6.2009 48°49' 08", 13°52' 27" 916 kira-TBM
NP0163 9.6.2009 48°53'37",13° 47 30" 890 kira-TBM
NP0164 10.6.2009 48°50'44", 13°45' 58" 858 kira-TBM
NP0165 16.6.2009 49°02' 60", 13°30' 57" 1047 kira-TBM
NP0179 16.6.2009 48°57'19",13°36' 18" 1038 kira-TBM
NP0180 17.6.2009 49°06'03", 13° 31" 15" 961 kira-TBM
NP0188 30.7.2009 49°08' 20", 13° 17' 24" 1192 imago |. typographus
NP0192 26.8.2009 49° 04'40", 13°21'48" 920 imago |. typographus
NP0210 26.8.2009 49°09'34",13° 16' 48" 987 kira-TBM
NP0216 8.9.2009 49°07'30", 13° 55' 35" 1256 imago |. typographus
NP0227 9.9.2009 48°58' 26", 13°33'44" 1177 imago |. typographus
NP0230 26.8.2009 49°04' 40", 13°21' 48" 920 ktra-TBM

34



Material a metodika

Tabulka 4.2 (¢ast B): Zakladni udaje k ptivodu jednotlivych izolati entomopatogenni houby
B. caledonica testovanych ve studii 1

Dat dbé Nadmotska
Kéd izolatu atum ocberu GPS vyska Zdroj
vzorki
(m.n.m.)
NP0232 26.8.2009 49°07'39", 13° 16' 42" 1102 kara-TBM
NP0235 26.8.2009 49°06' 26", 13°21' 06" 1207 kira-TBM
NP0242 3.6.2010 49°03'36", 13°26' 08" 1159 imago |. typographus

* kira-TBM (Tenebrio bait method)

Studie 2: Porovnani tucinnosti dvou rozdilnych typt spor entomopatogenni houby
Beauveria bassiana na larvy Tenebrio molitor

Pro potieby této studie byl pouzivan izolat entomopatogenni houby B. bassiana s oznacenim
1101, viz tabulka 3.1.

Studie 3: Hodnoceni ucinnosti izoliati vybranych druhii entomopatogennich hub
ziskanych odizolovanim z komer¢nich biopreparati na bezkiidlé partenogenetické
sami¢ky Myzus persicae

V této studii byly ziskany Ccisté kultury entomopatogennich hub, na jejichz bazi jsou
postaveny komeréni biopreperaty Botanigard ES (B. bassiana), Mycotal (L. muscarium)

a PreFeRal®WG (I. fumosorosea).

Tabulka 4.3: Zakladni tidaje komer¢nich preparatt, z nichz byly ziskany ¢isté izolaty

Zdroj izolatu

Néazev preparatu Druh EH Vyrobce (organismus)
Botanigard ES Beauveria bassiana BioWorks, Inc Dlgbrotlca
undecimpunctata
Mvecotal Lecanicillium Koppert Biological molice (blize
y muscarium Systems nespecifikovano)
PreFeRal®WG Isaria fumosorosea B'Obels\lt \B/e|g|um Phenacoccus solani

Studie 4: Hodnoceni u¢innosti indigennich izolati entomopatogenni houby Metarhizium
anisopliae  odizolovanych zpud obhospodafovavanych konvenénim zpusobem
zemédélstvi

V tabulce €. 4.4 je uveden popis lokalit, ze kterych byly v pritbéhu monitoringu v letech 2010
a 2011 ziskany jednotlivé izolaty houby M. anisopliae. Jsou uvadény piesné soufadnice GPS,
nadmotska vyska a plodiny ve dvou vegetacnich obdobich pied uskute¢nénim odbéru. Odbér
pudy byl proveden z hloubky cca 20 cm. V laboratofi byl pfipraven ptidni vyluh (20 g pady +
100 ml 0,05% roztoku Tween 80), ze kter¢ho byl po ditkladné homogenizaci odebran 1 ml
suspenze, ktery byl nainokulovan na selektivni médium PDA + dodine (Chase et al. 1986).
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Izolaty byly nasledné precistény pies PDA a ulozeny do mykologické sbirky na Katedie
rostlinné vyroby a agroekologie ZF JU v Ceskych Budg&jovicich.

Tabulka 4.4: Zakladni charakteristiky lokalit odbéru ptdnich vzorkdi (pozemky
obhospodaiovavané konvencnim zpiisobem), ze kterych byly ziskany jednotlivé izolaty
entomopatogenni houby M. anisopliae pro potieby studie 4

Plodina
Cislo lokality ~ Kéd izolatu Vyméra (ha) GPS V;Ili:r(’lrﬁrzk;) 2010 ot
2 110102 10,36 48° 47" 58", 14° 50' 07" 481 Zito pienice
5 110105 12,20 49° 03' 43", 15° 06' 03" 613 jetel jetel
6 110106 10,75 49° 04' 20", 15° 01' 56" 530 pienice mak
8 110108 104,97 48°56' 06", 15° 30' 52" 486 jetel jetel
10 110110 17,72 49°02' 50", 13° 57' 06" 565 oves pienice
11 110111 10,03 49°05' 31", 14° 02" 18" 474 oves pienice
12 110112 13,30 49°03' 07", 14° 53' 14" 445 pienice tritikale
13 110113 7,01 49°05'30", 14° 50' 11" 422 pienice jetmen

Studie 5: Posouzeni ucinnosti vybranych izolati entomopatogenni houby Isaria

fumosorosea a jejich pasazi pres rizné Zivné substraty na larvy zavijete voskového
Galleria mellonella

V této studii byly hodnoceny dva izolaty I|. fumosorosea (dva morfologicky odlisné
monosporové izolaty pfipravku Preferal), které vykazuji odliSné morfologické znaky,
pasazovany pires 3 druhy hostitelskych organismt (2 zastupce ttidy Insecta, 1 zastupce tiidy
Arachnoidea) B. tabaci, A. gossypii a T. urticae, pfes zivny substrat, kterym byly otruby,
a dale pres umélé zivné medium PDA.

Tabulka 4.5: Oznaceni jednotlivych pasazi ptvodnich izolati entomopatogenni houby
I. fumosorosea

Kod pasaze

Substrat/zivna ptda

Pavodni izolat 172 Plvodni izolat 173
otruby Hs Hso
Bemisia tabaci Hio Hss
Aphis gossypii His Hao
Tetranychus urticae Hao Has
PDA Has Hso

4.2  Péstovani kultur a pfiprava suspenze

Pro ziskani konidii byly kultury vSech izolata testovanych v jednotlivych studiich této prace
kultivovany na umélém zivném médiu PDA (Potatoe Dextrose Agar, 24 g/l PDB, HiMedia
Laboratories Pvt. Ltd.,, Mumbai, Indie a 16 g/l agaru, Dr. Kulich Pharma s. r. 0., Hradec
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Kralové) v podob¢ separacnich ¢ar ¢i plo§né kultury. Podrobny postup pro jednotlivé studie je
zptesnén v uvodu dané experimentalni ¢asti. Kultury inkubované v podobé¢ separacnich ¢ar
byly kultivovany po dobu 14 dnt, zatimco plosné kultury po dobu 7 dnd, v obou piipadech
bez pfistupu svétla a v teploté 20 °C. Pro potieby pfipravy blastospor byla pouzita submerzni
kultivace, kde jako standardni zivné médium bylo pouzito PDB (Potatoe Dextrose Broth,
24 g/l PDB, HiMedia Laboratories Pvt. Ltd., Mumbai, Indie). Kultivace probihala po dobu
7 dnt1 bez pfistupu svétla a v teploté 20 °C.

4.3 Standardni test kli¢ivosti

Test klic¢ivosti spor v jednotlivych studiich je nedilnou soucésti, jejimz prostfednictvim jsme
schopni urcit vitalitu spor a jejich vhodnost pro vyuziti v ndslednych testech. Kli¢ivost spor se
hodnoti standardnim laboratornim testem, kdy se na mikroskopické podlozni sklicko nejprve
nanese slaba vrstva 2% agaru (pro rody Beauveria, Isaria, Lecanicilium) ¢i PDA (pro rod
Metarhizium). Dva druhy agart se pouzivaji z divodu, Ze potieba Zivin pro kliceni spor je
U rznych rodt odlisna. Po zaschnuti agaru se na jeho povrch nanese pomoci 1ul inokulaéni
klicky né€kolik kapek findlni suspenze o koncentraci 1x 10° spor v 1 ml. Po zaschnuti kapek ve
flow boxu se sklicko pienese do Petriho misky (90mm), do niz se piedtim umisti filtrani
papir navlh¢eny 0,5 ml sterilni destilované vody. Inkubace probiha pfi teploté 20 °C a vitalita
spor je hodnocena po uplynuti zvolené ¢asové periody, zpravidla po 24, resp. 48 hodinach. Za
Klicivé se povazuji ty spory, jez nabobtnaly a jejichz klicky dosahuji velikosti alesponl
poloviny matec¢né nenabobtnalé spory. Procentualni kli¢ivost se hodnoti u 100 nahodné
vybranych spor pro kazdé opakovani pomoci svételného mikroskopu pii 400 nasobném
celkovém zvétSeni.

Procentudlni hodnotu kli¢ivosti miizeme doplnit o index vyvoje spor GI (Growth
Index). Tento index nam dava moznost ptifadit kazdé ze 100 nahodné vybranych spor uréitou
hodnotu, a tim tak vyjadfit, v jakém stupni vyvoje se spora pravé nachdzi. Tato stupnice GI se
sklada ze 7 indext od 0 do 3 (hodnoceno po 0,5 stupnich), kdy 0 se pfifazuje sporam, které
nevykazuji zddné znamky vyvoje, zatimco 3 oznacuje spory, na jejichz hyfalnich vldknech
jsou jiz pozorovatelné konidiofory s 3 a vice viditelnymi konidiemi.

Tabulka 4.6: Indexova stupnice pouZzivana pro hodnoceni vyvoje spor entomopatogennich
hub (Growth index, GI).

0 Na konidii nejsou patrné zadné morfologické zmény, konidie ve vzorku maji
uniformni tvar
0,5 Konidie je zfetelné protahle;jsi
Jednostranny kli¢ek v poméru ptiblizné 1:0,5
1,0 Velikost klicku je v poméru 1:1 k velikosti mate¢né konidie
1,5 Klicek je 2-3% delsi nez matecna konidie
Na matecné konidii jsou ziejmé 2 kratsi klicky
2,0 Kli¢ek je vice nez 3x tak dlouhy jako mate¢na konidie
Sekundarni vétveni
Dva dlouhé¢ klicky
2,5 Na hyfach jsou zjistény konidiofory bez novych konidii nebo s 1-2 konidiemi
3,0 V hodnoceném vzorku jsou zjistény konidiofory, na kterych jsou vytvofené nové
konidie, vice nez 3 na konidioforu
PIné sporulujici konidiofor
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4.4  Standardni laboratorni biotest vyvoje niakazy na hostiteli

Stupnice FDI (Fungus Development Index), jez Vvtéto praci tvoii nedilnou soucast
standardniho laboratorniho testu, nam poskytuje unikdtni moznost vyhodnotit nakazu
entomopatogenni houbou nejen z hlediska ,,pouhé* mortality testované¢ho hostitele ¢i zjevné
identifikovatelnych ptiznaki infekce na povrchu téla hostitele. Diky této stupnici, ktera
odliSuje jednotlivé faze vyvoje houby, mame jedine¢nou moznost sledovat nakazu hostitele
Vv rozdilnych fazich od poc¢atecnich ptiznakli v podobé melanizacnich skvrn, ptes mortalitu, az
k viditelnym pfiznakiim v podobé utvareni morfologickych struktur typickych pro konkrétni
druh entomopatogenni houby. OdliSnost pouziti stupnice FDI v porovnani se stanovenim
mortality nebo poctu zjevné infikovanych jedinct spocivd v moznosti rozlisit jednotlivé faze
vyvoje houby a nejvice pak pravé moznosti roz¢lenit zjevné priznaky infekce do jednotlivych
rozdilnych fazi. Tato moznost rozd¢lit jednotlivé stupné infekce nam dava piilezitost dalsiho,
dalo by se fici vysSiho, stupné pro porovnani testovanych izolath jednotlivych druht
entomopatogennich hub.

Stupnice FDI je postavena tak, ze prib&h nédkazy daného izolatu entomopatogenni
houby rozéleni do 7 fazi vyvoje onemocnéni, kde kazdé z téchto fazi pro daného hostitele
a vyvojové stadium (napf. larva) je pfifazen konkrétni index (viz tabulka 4.7). Nejnizsi index,
tedy 0, oznacuje stav, kde nejsou pozorovany zadné zmény ve vitalit¢ hostitele, naopak
nejvyssim indexem, tedy 3, je oznaCovana konecna faze nakazy, kde mycelium na povrch téla
hostitelského druhu je pln€ vysporulovano. Stézejnim indexem ziskanym hodnocenim vyvoje
nakazy je index 1,5, kterym je vyjadien prvotni pfiznak zjevné infekce v podobé jednotlivych
hyf na povrchu téla hostitele.

38



Materidal a metodika

Tabulka 4.7 (€ast A).: Stupnice vyuzivana pro hodnoceni vyvoje nakazy entomopatogennich
hub na daném hostiteli, Fungus development index — FDI (zde je pro nazornost jako
hostitelsky organismus pouzita larva T. molitor v jednotlivych stupnich vyvoje nékazy
entomopatogenni houbou B. bassiana)

FDIO

» Index vyjadtujici
nepfitomnost jakychkoli
ptiznakt nakazy

FDI10,5

* Index vyjadfujici pfitomnost
melaniza¢nich skvrn
viditelnych na povrchu téla
hostitele

FDI1,0

» Index vyjadiujici smrt
hostitele

FDI 1,5

= Index, jimZ je vyjadi‘en
prvni zjevny rust
jednotlivych vlaken
mycelia na povrchu téla
hostitele
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Tabulka 4.7 (¢ast B).: Stupnice vyuzivana pro hodnoceni vyvoje nakazy entomopatogennich
hub na daném hostiteli, Fungus development index — FDI (zde je pro nazornost jako
hostitelsky organismus pouzita larva T. molitor v jednotlivych stupnich vyvoje nékazy
entomopatogenni houbou B. bassiana)

FDI12,0

* Index vyjadiujici tvorbu
kompaktniho mycelia na
povrchu téla hostitele

FDI12,5

= Index vyjadfujici sporulaci
(tvorbu novych spor -
konidii) na povrchu mycelia

FDI1 3,0

* Index vyjadiujici plné
vysporulované mycelium na
povrchu téla hostitele
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4.5  Hodnoceni mortality a infekce na cilovém hostiteli

V pribéhu jednotlivych studii jsou testy na zvolenych hostitelskych druzich hmyzu, resp.
jejich vyvojovych stadiich, vyhodnocovany zarovenn z pohledu mortality, kterda je chépana
jako mortalita kumulovana, kdy tento termin v sobé zahrnuje nejen ptipady, kdy se jedna
pouze o mrtvé jedince bez zjevnych piiznakil infekce, ale soucasné také jedince nesouci
zjevné priznaky ndkazy, tj. jedince, na jejichz povrchu téla jsou pfitomné morfologické
struktury odpovidajici pfitomnosti patogena.

Dalsi soucasti je hodnoceni provadéné z pohledu infekce, kdy jsou do tohoto
parametru zahrnuty pouze piipady, kdy jsou na povrchu téla hostitele pfitomné zjevné
morfologické struktury patogena, ale neni bran zfetel na to, jaké pfiznaky jsou pozorovény,
jde pouze o ptitomnost entomopatogenni houby na povrchu téla hostitele.

4.5.1 Postup biotestu na larvach T. molitor a G. mellonella

Uctinnost jednotlivych izolati se hodnoti na larvach T. molitor, & G. mellonella. Jako
inkubaéni aréna slouzi desticka uréena pro kultivaci tkdnovych kultur o objemu jedné
komirky 6,5 ml, na jejiz dno se umisti sterilni filtracni papir (2x2 cm), ktery se navlhci
0,150 ml sterilni destilované vody. Larvy o stejné velikosti (£ 2 cm) se povrchové steriluji
v 0,05% NaClO a nasledné¢ okamzité 3% oplachnou Cistou sterilni destilovanou vodou a daji
na sterilni filtra¢ni papir k oschnuti. Néasledné se larvy individualné ponoiuji na 2-3 vtefiny
do findlni suspenze o dané koncentraci spor (viz jednotlivé studie). OSetiené larvy se po jedné
umisti do pfipravenych komirek v inkubacni aréné. Pro kazdou variantu (izolat) se pfipravi
25 larev ve 3 opakovanich. Pro potieby kontrolni varianty se larvy ponoii na 2-3 vtefiny do
roztoku 0,05% Tweenu 80 (opét pfipraveno 25 larev ve 3 opakovanich). Nasledné se
inkubaéni arény premisti do igelitového sacku z diivodu zamezeni vysychéani. Inkubace
probihé v teploté 20 °C, bez piistupu svétla. Uginnost jednotlivych izolatd na larvy se hodnoti
kazdy den po dobu cel¢ho testu pomoci binokularniho mikroskopu, kdy se rozliSuji zivé,
mrtvé (kumulovand mortalita) a zjevné infikované larvy.

4.5.2 Postup biotestu na bezkridlych partenogenetickych samickach M. persicae

K posouzeni priibéhu nidkazy bylo pouzito standardniho laboratorniho testu, viz vyse, kdy
tento test byl modifikovan pro potieby hodnoceni pribéhu infekce na vybraném cilovém
hostiteli (dospélec M. persicae), tato modifikace spocivala v zuZeni indexové stupnice FDI,
kdy nebyl pouzivan index 0,5 z divodu nemozné identifikace melanizanich skvrn na
povrchu téla hostitele. Na spodni stranu vyzralého listu papriky seté se den ptfed vlastnim
oSetfenim vlozi cca 35 bezkiidlych partenogenetickych samicek mSice broskvonové.
Samicky se umistuji pfednostné na sttedovou zilu listu (samicky zde setrvavaji mnohem lépe
a nerozlézaji se tak, jako kdyz jsou umistény na jinou cast listové Cepele — subjektivni
pozorovani). List se samickami Se polozi svrchni stranou do Petriho misky (90 mm), kterd
obsahuje vrstvu 2% agaru. Po 24 hodinach se list vyjme z Petriho misky a oSetii suspenzi
konidii danych izolati pomoci ru¢niho tlakového postiikovace a nasledné se list ulozi do flow
boxu k oschnuti. Po oschnuti se zkoriguje koncovy pocet samicek na listu, kde se ponecha

41



Material a metodika

pouze 25 samicek (piipravi se 3 opakovani). Kontrolni varianta se pfipravi stejnym postupem,
viz vyse, pouze s tim rozdilem, Ze pro oSetfeni se pouzije 0,05% roztoku TWEEN 80, opét se
ptipravi 3 opakovani po 25 jedincich. Inkubace probiha v 25 °C v podminkéch bez ptistupu
svétla. Uéinnost se hodnoti ve vybrané dny v priib&hu testu.

4.6  Radiilni rast a sporulace na umélém Zivném mediu (PDA)

Pomoci 1ul inokulacni klicky se nanese jedna kapka finalni suspenze o koncentraci
1x10°8 spor/ml do stiedu Petriho misky obsahujici um&lé Zivné medium (v nafem pripads
PDA). Po zaschnuti kapky se Petriho misky uzaviou do igelitového sacku, ktery slouzi jako
prevence proti vysychani v prib¢hu inkubace. Kultivace probiha v dané teploté, bez ptistupu
svétla, po dobu tii tydnl. Pro kazdy izolét se posléze hodnoti urceny pocet opakovani, kdy se
velikost jednotlivych kultur vypocitd ze dvou na sebe kolmych priméri. Nasledné se kazda
z kultur homogenizuje v 100 ml destilované vody, aby bylo mozné zjistit kone¢nou vytéznost
spor. Koncentrace spor se spocita pomoci ‘“Neubauerovy pocitaci komurky”.

4.7  Statisticka analyza

Data vyjadfena v hodnotach procent byla normalizovana pomoci arcsinové transformace,
zatimco hodnoty sporulace stfedovych kultur byly normalizovany za vyuziti logaritmické
transformace log10 (x + 1). Udaje tykajici se radialniho riistu normalizovany nebyly. Vyse
uvedené udaje byly nasledné podrobeny analyze rozptylu (ANOVA) pomoci softwaru pro
statistickou analyzu (StatSoft Inc. 2007). Rozdily mezi sttednimi hodnotami byly porovnany
pomoci Tukeyho testu (P < 0,05). Co se tykd hodnot FDI, jimiZ byl hodnocen vyvoj nékazy, a
hodnot GI, jimiz byl hodnocen vyvoj spor, byly tyto hodnoty podrobeny porovnani za vyuZiti
neparametrického testu, a to sice Kruskal-Wallisové ANOVE (P < 0,05) s néslednym
vicendsobnym porovnanim pramérnych hodnot ke zjisténi rozdili mezi jednotlivymi
testovanymi variantami.
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5. EXPERIMENTALNI CAST

51 Studie 1: Hodnoceni u¢innosti vybranych izolati entomopatogenni houby
Beauveria bassiana a Beauveria caledonica, ziskanych v ramci plosného monitoringu na
tizemi Narodniho parku Sumava, na larvach potemnika mou&ného (Tenebrio molitor)

5.1.1 Metodicky postup

Kultivace, priprava suspenze
= Konidie byly ziskany kultivaci jednotlivych izolatl v podobé separacnich ¢ar na PDA
v 90mm Petriho miskach pfi teploté 20 °C v podminkach bez piistupu svétla po dobu
14 dnt.
= Suspenze konidii byla nasledné ptipravena smytim spor z povrchu plné vysporulované
kultury pomoci 0,05% roztoku TWEEN 80 a adjustovana na kone¢nou koncentraci

1x10° konidii/ml, pomoci “Neubauerovy pocitaci komurky”.

Hodnoceni klicivosti
= K posouzeni kli¢ivosti bylo opét pouzito standardniho laboratorniho testu kli¢ivosti,
viz metodika, kdy byla pro kazdou variantu (izolat) pfipravena 3 opakovani, kde pro
kazdé opakovani bylo hodnoceno 100 spor (3x100 spor).

Uéinnost na larvy potemnika moucného (T. molitor)

= K posouzeni pribéhu nakazy bylo pouZito standardniho laboratorniho testu, viz
metodika.

= Inkubace probihala pii 20 °C v podminkach bez pfistupu svétla po dobul0 dnd.

= Pro kazdy izolat byla pfipravena 3 opakovani po 25 jedincich (celkem 75 jedincl na
izolat).

= Hodnoceni probihalo kazdy den po dobu nasledujicich 10 dnii od zalozeni testu.

5.1.2 Vysledky
Klicivost a vyvoj konidii izolatii B. bassiana stanoveny pomoci indexové stupnice GI

Kli¢ivost spor 40 izolatt houby B. bassiana se po 24 hodinach pohybovala v rozmezi 91,33—
99,67 % a mezi jednotlivymi hodnotami nebyly zjiStény statisticky prokazatelné¢ odliSnosti
(F=1,0351, df=39, 80, P=0,43782). Hodnoty vyvoje spor stanovené pomoci indexové stupnice
GI byly zjistény v rozmezi 1,82-1,98, s vyjimkou izolatdh NP0083 a NP0097, které doséhly
hodnoty GI 1,04, resp. 1,18. V tomto hodnoceni byly zjistény prokazatelné odlisnosti izolatt

v

Ostatni hodnoty nebyly statisticky odlisné (Hsg, n=11700=2617,580, P=0,000).
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Mortalita a infekce larev T. molitor po inokulaci suspenzi konidii izolati B. bassiana

Mortalita larev T. molitor po oSetieni suspenzi konidii testovanych izolatl entomopatogenni
houby B. bassiana se zacala objevovat 3. den od zahajeni biotestu, a to pouze v omezené mite
u 7 izolatd (NP0O138 16,67 %; 1101 12,5 %; NP0008 a NP0027 8,33 %; NP0005, NP0083
aNP0182 4,17 %), kde rozdily mezi hodnotami nebyly statisticky prikazné (F=1,4455,
df=40, 41, P=0,12219). Znamena to, ze 17,5 % izolath z celkového pocétu 40 testovanych
izolatli bylo schopno vyvolat mortalitu jedinct jiz 3. den. Od 4. dne (v€etné€) hodnoceni jiz
byly rozdily mezi jednotlivymi izolaty vyraznéjSi a v nasledujicich dnech 1 statisticky
prikazné, nicméné pouze do 7. dne, kdy jiz nebyly zjistény rozdily mezi testovanymi izolaty
(viz statistické vyhodnoceni pod jednotlivymi grafy). Ctvrty den byla prokazatelné nejvyssi
mortalita larev zjiSt€na po oSetfeni suspenzi konidii izoldtu NP0O138 (79,17 %), a dale pak
izolat NP0027 zpisobil 66,67% mortalitu larev. U dalSich 26 izolatt se hodnoty mortality
pohybovaly v rozmezi 4,17-50 %, mortalita larev nebyla zaznamenana po oSetieni suspenzi
konidii u 12 izolati. Cili 4. den 30 % testovanych izolati stale nevyvolalo mortalitu larev.
U infekce larev, stejn¢ jako v piipadé mortality, byla opét prokazatelné nejvyssi hodnota
dosazena izolatem NPO138 (75 %), a dale pak izoldtem NP0027 (62,50 %), ovSem na rozdil
od mortality byly nulové hodnoty zjiStény u 23 izolatd. V piipad¢ ostatnich testovanych
izolatd se hodnoty infekce larev pohybovaly v rozmezi 4,17-50 %.

V poloviné hodnoceni (5. den) byla po oSetfeni suspenzi konidii izolatt 1101, NP00OS,
NP0027 a NP0138 zjisténa 100% mortalita larev T. molitor. Ostatni hodnoty mortality larev
se vicemén¢ rozdelily do dvou skupin 54,17-87,50 % (8 izolatt) a 0—45,8 % (27 izolatd).
Pouze u larev oSetfenych suspenzi konidii izolatu NP0133 nebyla zjiSténa zadna mortalita.
U infekce byla situace obdobnd, hodnoty sice byly o néco niz§i, nicméné pribéh viceméné
kopiroval pribéh mortality. Pouze 6 izolatd (NP0003, NP0004, NP0097, NP0133, NP0140
a NP0238) nevyvolalo z4dné piiznaky infekce larev. Stoprocentni infekce byla zjisténa po
osetfeni larev suspenzi konidii izolatd 1101, NP0027 a NPO138. U 23 izolath se infekce
projevila u 4,17-45,83 % larev, u zbylych 8 izolatt byly hodnoty 50-83,33 %.

Sesty den hodnoceni jiz viechny izolaty, véetné izolatu NP0133, zptisobily mortalitu
larev. Bylo zjisténo 5 izolati, které zpusobily 100% mortalitu larev T. molitor (k pfedchozim
NP0097 (20,83 %) a dale pak izolaty NP0004 a NP0140 (29,17 %). Izolaty NP0005, NP0123,
NPO0133 a NP0137 zpisobily shodn& 45,83% mortalitu larev, u zbylych izolath (28) byly
hodnoty mortality larev pozorovany v rozmezi 50-95,83 %. Hodnoty infekce byly méné
vyrovnang, izolaty NP0003, NP0133 a NP0238 dosud nevyvolaly pozorovatelné¢ znamky
infekce, naopak u 4 izolatd byla infekce 100% (1101, NP0O00S, NP0027 a NP0138). Zbyvajici
hodnoty byly v Sirokém rozmezi a jednoduse by se daly opét rozdélit, a to sice na izolaty
s hodnotou infekce larev mezi 4,17 a 45,83 % (17 izolath) a izolaty s hodnotou infekce mezi
50 291,67 % (16 izolatd).

Od sedmého dne aZz do konce hodnoceni se jiZ mezi hodnotami mortality nevyskytly
statisticky prokazatelné odlisnosti. Sedmy den se hodnoty pohybovaly v ramci rozmezi
54,17-100 %, nejnizsi hodnota byla zjiSt€éna po oSetfeni suspenzi konidii izolatu NPO133.
U 12 izolath byla zjisténa 100% mortalita larev. Infekce larev byla pozorovana jiz pro
vSechny testované izolaty, kde u 7 izolati byly pozorovany zjevné znaky infekce u 100 %
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ptipadd. Infekce larev v rozmezi 33,33—45,83 % byla pozorovéna u 7 z testovanych izolati.
Zbyl¢ izolaty (26) zpisobily infekci larev v rozmezi 50-95,83 %.

Osmy den hodnoceni byla mortalita vyvolana izolaty B. bassiana jiz u vice nez
poloviny testovanych izolath (22 izolatd) 100%. U zbylych izolath byla zjisténa hodnota
mortality larev v rozmezi 79,17-95,83 %. Devaty a 10. den pak hodnota mortality kolisala
shodné v rozmezi 87,5-100 %, kdy 9. den hodnoty mortality 100 % dosahlo 25 izolata
a 10. den pak 28 ztestovanych izolatd. Statisticky odlisna byla pouze hodnota mortality
V kontrolni varianté. Hodnoty infekce byly 8. den, dle daného izolatu, niz§i nez hodnoty
mortality a pohybovaly se v rozmezi 62,5-100 %, kdy 13 izolatd dosahlo 100% mortality
larev. Devaty a 10. den se zjisténa infekce larev pohybovala v rozmezi 83,3—100 %, kde
9. den 21 izolati a 10. den 24 izolath dosahlo 100% infekce larev a mezi hodnotami nebyly
statisticky prokazatelné odliSnosti.

Mortalita larev v kontrolni varianté byla poprvé pozorovana 9. den a to v 4,17 %
pfipadli, stejnd hodnota byla zjiSténa také nasledujici den. V priib&hu celého hodnoceni
nebyly zaznamenany jakékoli ptiznaky infekce larev v kontrolni varianté.
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Grafy 5.1: Porovnani kumulované mortality a infekce larev T. molitor 4. den po oSetieni suspenzi konidii danych izolati B. bassiana
0 koncentraci 1x10° konidii/ml, inkubace pii 20 °C; (mortalita: graf A4, infekce: graf By)
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*Hodnoty oznagené stejnym pismenem nejsou statisticky vyznamné odli§né, P<0,05 (ANOVA, Tukeyho test). Vyhodnoceni: F=5,0527, df=40, 41, P=0,00000
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Izolat B. bassiana

*Hodnoty oznaené stejnym pismenem nejsou statisticky vyznamné odli§né, P<0,05 (ANOVA, Tukeyho test). Vyhodnoceni: F=8,1978, df=40, 41, P=0,00000
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Grafy 5.2: Porovnani kumulované mortality a infekce larev T. molitor 5. den po oSetfeni suspenzi konidii danych izolatd B. bassiana

0 koncentraci 1x10° konidii/ml, inkubace pii 20 °C; (mortalita: graf As, infekce: graf Bs)
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*Hodnoty ozna¢ené stejnym pismenem nejsou statisticky vyznamné odlisné, P<0,05 (ANOVA, Tukeyho test). Vyhodnoceni: F=12,677, df=40, 41, P=0,00000
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Izolat B. bassiana

*Hodnoty oznacené stejnym pismenem nejsou statisticky vyznamneé odlisné, P<0,05 (ANOVA, Tukeyho test). Vyhodnoceni:F=17,201, df=40, 41, P=0,00000
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Grafy 5.3: Porovnani kumulované mortality a infekce larev T. molitor 6. den po oSetfeni suspenzi konidii danych izolati B. bassiana
0 koncentraci 1x10° konidii/ml, inkubace pii 20 °C; (mortalita: graf Ag, infekce: graf Be)
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Izolat B. bassiana

*Hodnoty oznacené stejnym pismenem nejsou statisticky vyznamné odlisné, P<0,05 (ANOVA, Tukeyho test). Vyhodnoceni:F=8,1924,df=40, 41, P=0,00000
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Izolat B. bassiana

*Hodnoty oznacené stejnym pismenem nejsou statisticky vyznamné odlisné, P<0,05 (ANOVA, Tukeyho test). Vyhodnoceni: F=10,355, df=40, 41, P=0,00000

48



Experimentalni cast

Grafy 5.4: Porovnani kumulované mortality a infekce larev T. molitor 7. den po oSetfeni suspenzi konidii danych izolati B. bassiana
0 koncentraci 1x10° konidii/ml, inkubace pii 20 °C; (mortalita: graf A, infekce: graf By)
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*Hodnoty oznacené stejnym pismenem nejsou statisticky vyznamné odli§né, P<0,05 (ANOVA, Tukeyho test). Vyhodnoceni: F=5,2629, df=40, 41, P=0,00000
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*Hodnoty oznacené stejnym pismenem nejsou statisticky vyznamné odlisné, P<0,05 (ANOVA, Tukeyho test). Vyhodnoceni: F=7,2402, df=40, 41, P=0,00000
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Grafy 5.5: Porovnani kumulované mortality a infekce larev T. molitor 8. den po oSetfeni suspenzi konidii danych izolatd B. bassiana
0 koncentraci 1x10° konidii/ml, inkubace pii 20 °C; (mortalita: graf Ag, infekce: graf Bg)
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Izolat B. bassiana

*Hodnoty oznacené stejnym pismenem nejsou statisticky vyznamné odlisné, P<0,05 (ANOVA, Tukeyho test). Vyhodnoceni: F=9,5977, df=40, 41, P=0,00000
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*Hodnoty oznacené stejnym pismenem nejsou statisticky vyznamné odlisné, P<0,05 (ANOVA, Tukeyho test). Vyhodnoceni: F=8,0320, df=40, 41, P=0,00000
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Grafy 5.6: Porovnani kumulované mortality a infekce larev T. molitor 9. den po oSetfeni suspenzi konidii danych izolatd B. bassiana
0 koncentraci 1x10° konidii/ml, inkubace pti 20 °C; (mortalita: graf Ag, infekce: graf Bo)
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Izolat B. bassiana

*Hodnoty oznacené stejnym pismenem nejsou statisticky vyznamné odli§né, P<0,05 (ANOVA, Tukeyho test). Vyhodnoceni: F=8,7793, df=40, 41, P=0,00000
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*Hodnoty oznacené stejnym pismenem nejsou statisticky vyznamné odlisné, P<0,05 (ANOVA, Tukeyho test). Vyhodnoceni: F=10,931, df=40, 41, P=0,00000
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Grafy 5.7: Porovnani kumulované mortality a infekce larev T. molitor 10. den po oSetfeni suspenzi konidii danych izolatd B. bassiana
0 koncentraci 1x10° konidii/ml, inkubace pii 20 °C; (mortalita: graf Ajo, infekce: graf Bio)
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Izolat B. bassiana

*Hodnoty oznacené stejnym pismenem nejsou statisticky vyznamné odlisné, P<0,05 (ANOVA, Tukeyho test). Vyhodnoceni: F=10,530, df=40, 41, P=0,00000
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* Hodnoty oznac¢ené stejnym pismenem nejsou statisticky vyznamné odlisné, P<0,05 (ANOVA, Tukeyho test). Vyhodnoceni: F=10,659, df=40, 41, P=0,00000
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Vyvoj ndkazy testovanych izolatii B. bassiana na larvach T. molitor vyjadreny stupnici FDI

Z hodnoceni ndkazy pomoci stupnice FDI zjistime, Ze prvni znamky nékazy, tedy melanizacni
skvrny viditelné na kutikule hostitele, se objevily, i kdyz jen v relativné¢ malé mifte, jiz
V prvnim dni hodnoceni u 25 testovanych izolati, pficemz bylo dosazeno primérné hodnoty
indexu vyvoje ndkazy vrozmezi 0,02-0,25. Z izolath, které prvni den hodnoceni
nevykazovaly ptiznaky nakazy na larvach, byly prvni melaniza¢ni skvrny pozorovany 2. den,
pouze uizolati NP0097 a NP0133 byly poprvé zjistény az 3. den. Druhy den hodnoceni
nedosahl zadny z testovanych izolatt primérné hodnoty indexu 0,50, pouze izolat NP0027 se
k této hodnoté znacné pfiblizil, kdyz nakaza larev dosahla primérné hodnoty indexu 0,46.
U zbylych izolath byly zjistény pramérné hodnoty indexu pohybujici se od 0,02 do 0,35. Treti
den bylo hodnocenim zji§téno, ze 10 izolatl dosdhlo min. primérné hodnoty indexu 0,50.
Nejvyssi primérné hodnoty indexu byly zjistény u izolati NP0027 a NP0138 (0,58). Pro
zbylé izolaty byla primérna hodnota indexu v rozmezi 0,08-0,48. Jak bylo uvedeno vyse, v
tento den byly pozorovany piiznaky nakazy v ur€itém poctu pfipadi u vSech testovanych
izolatt. Ctvrty den se 3 z testovanych izolattl vyrazné odlisily od zbylych izolati, kdyz byla
zjisténa primérna hodnota indexu 1,00 ¢i vyssi (1101 — 1,00; NP0027 — 1,23; NP0138 — 1,31).
Z ostatnich izolati 23 dosahlo primérné hodnoty 0,50-0,92, zbylych 14 izolath stale
nedoséahlo primérné hodnoty 0,50.

Paty den byl nejrychlejsi vyvoj ndkazy zaznamenan po oSetfeni larev izolaty NP0027
a NP0138, konkrétn¢ primérné hodnoty indexu 1,85, resp. 1,96. Dale izolaty 1101 a NP0238
doséhly primérné hodnoty 1,63, resp. 1,69, a piekrocily hodnotu indexu 1,50, coz je
pramérnd hodnota vyjadiujici prabéh ndkazy, kdy lze pozorovat prvni mycelidlni vlakna na
povrchu téla hostitele. Déale 9 izolath dosdhlo primérné hodnoty indexu 1,04-1,42, a
u zbylych izolati byla priméma hodnota indexu v rozmezi 0,50-0,98. Nasledujici 6. den
pfesahlo 7 izolath primérny index 2,00, pficemz izolat NP0027 dosahl primérné hodnoty
indexu 2,50 (pozorovatelné konidie na myceliu). Z ostatnich izolatti 8 doséahlo hodnoty indexu
1,54-1,79, 12 izolat dosahlo hodnoty indexu v rozmezi 1,02—1,48, u zbylych izolatd pak
stale jest¢ index nedosahl hodnoty 1,00 (nicméné nebyl u zadného z testovanych izolath nizsi
nez 0,50). Sedmy den 12 izolatt dosahlo hodnoty indexu vyssi nez 2,00 (2,08-2,5), z toho ale
pouze izolat NP0027 a izolat NPO138 primérné hodnoty 2,50. Ze zbylych izolath byla u 10
zjisténa hodnota v rozmezi 1,54-1,98, u ostatnich pak hodnota indexu v rozmezi 1,04-1,44,
pouze izolat NP0133 dosahl hodnoty indexu niz$i nez 1,00 (0,98). Osmy den pouze 3 izolaty
(I101, NP0027, NP0138) dosdhly hodnoty indexu 2,50, 13 izolati pak hodnoty v rozmezi
2,13-2,48, u zbytku testovanych izolatli byla pozorovana (kromé izolati NP0003, NP0028)
hodnota indexu v rozmezi 1,50-1,94. Osm z testovanych izolatt 9. den dosahlo indexu FDI
2,50. Pro 19izolati byla zjisténa primérnd hodnota indexu v rozmezi 2,04-2,48. Zbylé
indexy pro testované izolaty byly vyssi nez 1,50, nicmén¢ nedosahovaly hodnoty 2,00.

V prabéhu celého hodnoceni nebylo dosazeno primérné hodnoty indexu 3,00, 17
Z testovanych izolati dosdhlo hodnoty indexu 2,50-2,69 (nejvys$si hodnota byla zjiSténa
u larev oSetfenych suspenzi konidii izolatu NP000S). U zbylych izolatd, s vyjimkou izolatu
NP0004 (hodnota indexu 1,94), byly hodnoty indexu v rozmezi 2,00-2,46. V kontrolni
varianté byly prvni pfiznaky ndkazy pozorovany 9. den, kdy hodnota indexu byla 0,04
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a zustala stejna az do 10. dne hodnoceni. Byla zde zjiSténa mortalita 1 larvy z celkového
poctu 24 larev.

Pokud se znovu podivame na hodnoceni vyvoje nakazy dle stupnice FDI, z hlediska
dosazeni ,kritické* hodnoty 1,50, pak zjistime nésledujici: prvni izolaty (1101, NP0027,
NP0O0138 a NP0238) doséhly hodnoty indexu 1,50 mezi 4. a 5. dnem zatimco izolat NP0028
dosahl této hodnoty nejpozdéji, a to sice mezi 8. a 9. dnem. Z ostatnich izolatt, které byly
testovany, jich 12 doséhlo nami sledovanou hodnotu mezi 5. a 6. dnem, 6 izolati pak mezi
6.a 7. dnem a zbylych 17 ztestovanych izolati dosahlo hodnoty indexu 1,50 mezi 7.
a 8. dnem.
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Graf 5.8: Porovnani hodnot FDI u larev T. molitor 2. den po oSetfeni suspenzi konidii danych izolatd B. bassiana o koncentraci
1x10° konidii/ml, inkubace v teplot& 20 °C
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Izolat B. bassiana

*P<0,05 (ANOVA, Kruskall-Wallistiv test). Vyhodnoceni: Hpo, n-084=189,4073, P=0,000

Graf 5.9.: Porovnani hodnot FDI u larev T. molitor 3. den po oSetfeni suspenzi konidii danych izolatd B. bassiana o koncentraci
1x10° konidii/ml, inkubace v teploté 20 °C
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Izolat B. bassiana

*P<0,05 (ANOVA, Kruskall-Wallistv test). Vyhodnoceni: Ho, n-982=380,7734, P=0,000
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Graf 5.10: Porovnani hodnot FDI u larev T. molitor 4. den po oSetfeni suspenzi konidii danych izolatd B. bassiana o koncentraci
1x10° konidii/ml, inkubace v teplot& 20 °C
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Izolat B. bassiana

*P<0,05 (ANOVA, Kruskall-Wallistiv test). Vyhodnoceni: Hpo, n-084=402,8833, P=0,000

Graf 5.11: Porovnani hodnot FDI u larev T. molitor 5. den po oSetfeni suspenzi konidii danych izolatd B. bassiana o koncentraci
1x10° konidii/ml, inkubace v teplot& 20 °C
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Izolat B. bassiana

*P<0,05 (ANOVA, Kruskall-Wallistiv test). Vyhodnoceni: Hpo, n=084=555,1102, P=0,000
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Graf 5.12: Porovnani hodnot FDI u larev T. molitor 6. den po oSetfeni suspenzi konidii danych izolatd B. bassiana o koncentraci

1x10° konidii/ml, inkubace v teplot& 20 °C
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Izolat B. bassiana

*P<0,05 (ANOVA, Kruskall-Wallistiv test). Vyhodnoceni: Hpo, n-084=512,2916, P=0,000

Graf 5.13: Porovnani hodnot FDI u larev T. molitor 7. den po oSetfeni suspenzi konidii danych izolati B. bassiana o koncentraci
1x10° konidii/ml, inkubace v teploté 20 °C
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I1zolat B. bassiana

*P<0,05 (ANOVA, Kruskall-Wallistiv test). Vyhodnoceni: Hpo, n=084=517,8535, P=0,000
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Graf 5.14: Porovnani hodnot FDI u larev T. molitor 8. den po oSetfeni suspenzi konidii danych izolatd B. bassiana o koncentraci
1x10° konidii/ml, inkubace v teplot& 20 °C
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Izolat B. bassiana
*P<0,05 (ANOVA, Kruskall-Wallistiv test). Vyhodnoceni: Hpo, n=084=555,2113, P=0,000

Graf 5.15: Porovnani hodnot FDI u larev T. molitor 9. den po oSetfeni suspenzi konidii danych izolatd B. bassiana o koncentraci
1x10° konidii/ml, inkubace v teplot& 20 °C

Izolat B. bassiana

*P<0,05 (ANOVA, Kruskall-Wallistiv test). Vyhodnoceni: Hpo, n=084=504,1438, P=0,000
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Graf 5.16: Porovnani hodnot FDI u larev T. molitor 10. den po oSetfeni suspenzi konidii danych izolatd B. bassiana o koncentraci
1x10° konidii/ml, inkubace v teploté 20 °C
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*P<0,05 (ANOVA, Kruskall-Wallistiv test). Vyhodnoceni: Ho, n-084=365,8909, P=0,000
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Klicivost a vyvoj konidii B. caledonica stanoveny pomoci indexové stupnice GI

Kli¢ivost konidii byla stanovena po 24 hodindch pomoci standardniho laboratorniho testu
klicivosti, kdy statistickou analyzou byly zjistény prokazatelné rozdily (F=58,261, df 22, 46,
P=0,0000) v kli¢ivost testovanych izolati, kde nejvyssi hodnoty kli¢ivosti byly pozorovany
uizolati NP0039, NP0131, a to sice 93,67 %, resp. 91,67 %. U deseti izolatl byla pak
hodnota kli¢ivosti vy$s§i nez 50 %, a to vrozmezi 56-81 %, u zbylych 11 izolath pak
Vv rozmezi 25,67-49,67 %. Co se hodnoty indexu GI tyce pak i vtomto piipadé byly
zaznamenany statisticky vyznamné odliSnosti (H22, N=6900y=915,6265, P=0,000), kde nejvyssi
NP0162 (0,36). Pouze 5 z testovanych izolatti dosahlo ve vyvoji spor dle GI hodnoty vyssi
nez 1,00 a 13 izolath pak hodnoty vyssi nez 0,50, zaroven ne vSak hodnoty 1,00.

Graf 5.17: Hodnoty kli¢ivosti a GI spor B. caledonica po inkubaci v teploté 20 °C po dobu
24 hodin
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Tabulka 5.1: Vicenasobné porovnani primérného potadi hodnot GI testovanych izolatt B. caledonica, pomoci Kruskal-Wallisova testu, jez byly

stanoveny po 24 hodinach inkubace suspenze o koncentraci 1x 10° spor/ml v teploté 20 °C

1zolat B. caledonica

2 g 8 5 § 2 8 8§ @ 8 ¥ B B 8 8 § 8 g KN g8 &§ s ¢
olitBealedonica S S 5 &§ &8 = & 8 8 8 &8 g8 g 8 g g § & § & 8§ & 8§
o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o
=z P4 P4 =z P4 P4 =z =z P4 =z =z P4 P4 zZ zZ P4 zZ P4 P4 P4 P4 P4 P4
NP0013 skkoksk  kskskok skokskk ckskkok skokskk ckckkck ckokokk o okskoksk skokskok o skkoksk skokskk skkoksk ckokkok skkoksk skekkok o skkokk kskkok ckkokk skokskok o skokokk kckkk skkokk
NP0039 % % %k ¥ kkskk  ckkoksk  ckokskk ckokoksk skokskok skkoksk skskkok skkokk o ckkoksk ckokskk o kckksk ckokkk kskokck skokkok skkoksk skokkok ckkokk ckokkok skkokk o kckkk skkokk
NP0065 kkokk  kkokk kokokk  kskokk  kckokok  kckokk  kckokok koksksk kksksk skoksksk skoksksk skoksksk skokoksk skokkk skskokk skskokk o skskokk o skskokk o skskokk kkskok kkskk o kokskok
NP0107 kkokk  ckskksk  kkokk kkoksk  ckskokck  skokckk kskkok skokskok ckskoksk skokskok ckkoksk skokskk ckkokk skokkok ckokokk skckkok skokokk o kskkok skokokk kskoksk skokckk kkokok
NP0131 kkokk  kskokk kkokk  kkkok kkokok  kckokk  kskokok koksksk kokosksk skoksksk skoksksk skoksksk skokksk skokkk ckskokk skskokk skskokk o kekokk o skskokk o kkskk kkskk o kokoskok
NP0145 kkokk  ckskoksk  skokckk ckskoksk ckokokk kkokk  kskokok  skokskok ckskoksk skokskosk ckkoksk skokkok o skkokk skokkok skokokk kkkok skokokk kskkok skkokk ckkksk ckokkk o kkkok
NP0155 kkokok  kskokk o kskokk kksksk kkokk kkksk kokokok  koksksk  kkcksk  skokcksk skoksksk skoksksk skokksk skokksk skskokk skskokk skskokk o skskokk o kkokk o kkskk kkskk kkokok
NP0156 kkokk  ckskoksk  skokskk skkoksk ckokskk o skkokk kokkk dokckok  ckkoksk kekkok ckkoksk skokskosk skkokk kskkk skokckk kckkok skokokk o kskkok skkokk ckskoksk skokckk o kkkok
NP0162 kkokk  okskokok  ckokskk ckckoksk ckokskk o ckkoksk ckokckk o kkokok kokokk  ckkoksk  ckokskk ckskoksk ckokskok ckskoksk skekskok o skkoksk kskkok skkoksk ckokskok skokokk o kekkok ckkokk
NP0163 skokoksk  ckskoksk skokskk ckskoksk skokskk skkoksk o skokkk ckkokk kskkok kokskk  kskokok  ckokokk ckskksk ckokskk o ckskoksk skokskok skkoksk skokskk kkoksk kokkk kkkk ckokkk
NP0164 kkokk  okskokck  skokskk ckkoksk ckokskok skkokk ckokckok okkokk kskkok kkokk kkoksk  ckokckok  ckokokk  ckeokckok ckokskk kckkok ckokokk kckkok ckokokk kkokck ckokkk kkkok
NP0165 skokokk  ckskoksk  skokskk ckkoksk skokskok o skokoksk skokkok o skkokk kskkk skkokk kkokk skokskk ckkoksk  skokskok ckokoksk skokskok skokokk kskkok skkokk kskksk ckkskk o kskokok
NP0179 kkokk  okskokck  ckokskk ckkoksk ckokskok o skkoksk ckokckok okkokk kskkok skkokk kckkk ckokokk kokokk  kskokok  ckokskok oskkoksk ckokckok ckkokk ckokskok o skkokk kekckok ckkokk
NP0180 skkoksk  ckskoksk skokskk ckskoksk skokskk o skkoksk skokkk kskokck skokskok skkoksk kokkk skkokk kokkk dokckk  ckkokk  kekkok  ckkokk  kskkok skkokk kskksk ckkckk kkkk
NP0188 kokokk  ckskokck  ckokckk okkoksk ckokskk o ckkokk ckokckok okkokk skokskok ckkoksk skckckok ckkokk o ckokkok skkokk kkoksk  kokskok  ckkokk  kokckok ckkoksk ckskksk ckokckk kkkok
NP0192 kkokk  ckskoksk  skokskk skkoksk  skokskk o skkoksk skokskk o okskoksk skekkok o skkoksk skskokok skkoksk skskkok skokskk kskkk skkskk  ckkoksk  kokskk  ckskksk  ckokskk skkkk ckokkk
NP0210 kokokk  ckskokck skokskk o ckskoksk ckokskok o ckkokk ckokkok okkokk skokskok o ckkoksk kekkok ckkokk o ckokkok ckokokk o kkkok o ckokokok kkokk  kokkok  ckkokk  okskkck  ckokckk kkkok
NP0216 kkokk  ckskoksk  skokskk skkoksk skokskk o skkoksk skokskok skkoksk skokokok o skkoksk skskksk skkokk skskkk skkskk kskksk skokskk o kkksk kokskk  kkksk  ckokskk ckkokk kokkk
NP0227 kkokk  ckskokck  skokskk ckkoksk ckokskk o ckkokk ckokckok o okkokk kokskok skkoksk kskkok skkokk skokkok skokckk o kkkok o ckokkk kkokk ckokkk kokckk  ckskoksk  ckokckk kkkok
NP0230 skokokk  ckskoksk skokskk skkoksk skokskok o skokoksk skokkk o skkoksk kskkok skkokk kskksk skkokk skskkok skokskk o kskoksk skokskk skkoksk kokkk kkokk kkkk  kskkk  kkkk
NP0232 skkokk  okskokck skokskk ckkoksk ckokskok o skkokk skokkok ckkoksk kkkok ckkokk kkkok ckkokk ckckskok skokskk o kskokok skokskok o okkokk ckokskok ckkokk o ckokkk kokkk  okkokk
NP0235 skokokk  ckskoksk  skokskk skkoksk skokskok o skokoksk skokkk skkoksk skskksk skkokk kskksk skkokk skskkok skokskk o kskoksk skokskok o skkoksk ckokskk skkokk skokkk skkkk % % %k ¥
NP0242 kkkok  ckskokk  skekokok kckokok kckokok kkskok kkckok kokskok skokskok skoksksk skokokk skokksk skokkk skokokk skokokk skckokk o skkokok kkokosk kckokk kkokk skkkk kokokok

B3

Kruskal-Wallistv test: (Hza, n-ss00)=915,6265, P=0,000);

FEEE

Neni signifikantni rozdil mezi variantami;

Je signifikantn i rozdil mezi variantami
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Mortalita a infekce larev T. molitor po inokulaci suspenzi konidii izolatit B. caledonica

Stejn¢ jako hodnoceni G¢innosti izolatd B. bassiana na larvach T. molitor, byla hodnocena
I ucinnost izolatt houby B. caledonica. Prvni pfiznaky mortality larev byly pozorovany 3. den
po osetieni izolaty NPO131 (4,17 %), NP0192 (8,33 %) a NP00227 (4,17 %), u ostatnich
izolatt nebyla mortalita larev pozorovana. Ctvrty den byla mortalita larev zjisténa u 7 izolati
(k izolatim z piedchoziho dne pfibyly izolaty NP0065, NP0165, NPO188 a NP0210), pticemz
nejvyssi hodnoty bylo dosazeno po oSetteni larev suspenzi konidii izolatu NP0227 (20,83 %),
u ostatnich izolath byla zjist€éna hodnota mortality larev 4,17 %, pouze izolat NP0192
zpisobil 8,33% mortalitu larev. Zjevné ptiznaky infekce byly zjistény pii hodnoceni larev
4. den, a sice u izolati NPO131 (4,17 %) a NP0227 (12,50 %). Paty den byla pfi hodnoceni
pozorovana mortalita larev u 14 izolatl, kde prokazateln¢ nejvyssi hodnota byla zplisobena
osetfenim larev izolatem NP0227 (37,50 %) (F=1,8586, df=23,24, P=0,06934). U ostatnich
13 izolath se hodnota mortality larev pohybovala v rozmezi 4,17-12,50 % (statisticky
srovnatelné hodnoty) a u zbylych 9 se mortalita neprojevila vibec (NP0039, NP0107,
NPO155, NP0164, NP0179, NP0216, NP0230, NP0235 a NP0242). Co se infekce larev tyce,
pfiznaky zjevné infekce byly zjistény pouze u 3 nasledujicich izolath: NP0131 (4,17 %), NP
0191 (4,17 %) a NP0227 (20,88 %), ovSem hodnoty nebyly statisticky odlisné (F=0,93494,
df=23,24, P=0,56289).

V nasledujicim hodnoceni (6. den) byla mortalita larev pozorovana u 21 izolatt, kde
prokazatelné nejvyssi hodnota byla zplsobena izolatem NP0242 (66,67 %), u zbylych izolata
se hodnota mortality pohybovala vrozmezi 4,17-45,83 % (hodnoty byly statisticky
srovnatelné¢ F=2,3945, df=23,24, P=0,01918). Pouze u larev oSetienych suspenzi konidii
izolath NP0039 a NP0107 nebyla mortalita pozorovana. Hodnoty infekce larev zistavaly
nizké, arovnéz pocet izolatl, pro které mohly byt hodnoty infekce stanoveny, byl nizky
(8 izolati). Nejvyssi hodnoty bylo dosazeno po oSetieni larev suspenzi konidii izolatu
NP0227 (29,17 %), izolat NP0145 pak zpusobil infekci u 8,33 % larev, u 6 dalSich izolatt
bylo dosazeno hodnoty 4,17 % (NP0013, NP0131, NP0164, NP0165, NP0192 a NP0230).
Mezi vSemi hodnotami nebyly zjiStény statistické odliSnosti (F=1,5778, df=23,24,
P=0,13708).

Sedmy den byla mortalita larev pozorovana u vSech testovanych izolatl, pficemz
13 izolati dosahlo hodnoty vrozmezi 12,50-45,83 %, u zbylych izolatd byla hodnota
mortality larev zjiSt€na v rozmezi 50-91,67 %, kdy nejvyssi hodnota byla zjiSténa u larev
oSetfenych suspenzi konidii izolatu NP0145. Infekce byla pozorovéana pro vSechny izolaty, az
na larvy oSetfené suspenzi konidii izolatu NP0O179, kdy nejvyssi hodnota byla zjisténa pro
izolat NP0227, a to 54,17 %, zatimco u zbylych izolath se rozmezi hodnot pohybovalo od
4,17 % do 29,17 %. Osmy den dosadhl jako prvni a soucasné jediny izolat NP0145 100%
mortality larev, pro 5 izolati byla hodnota mortality larev zjisténa v rozmezi 20,83-45,83 %,
u zbylych 17 izolatd se pak hodnota mortality larev pohybovala mezi 50 a 95,83 %. Infekce
larev byla pozorovana pro vSechny testované izolaty, nicméné nejvyssi hodnoty bylo
dosazeno u larev oSetfenych suspenzi konidii izolatu NP0227 (62,50 %), nasledné pouze
u 4 izolath byla hodnota infekce 50 % a vyssi, pro zbylé izolaty byla hodnota infekce 4,17—
45,83%. Predposledni den testu (9. den) byla 100% mortalita larev pozorovana pro 3 izolaty
(k izolatu NP0145 ptibyly izolaty NP0230 a NP0242), u ostatnich izolatd (aZ na izolaty
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NPO131 a NP0156, které vyvolaly mortalitu 29,17 %, resp. 45,83 %), se hodnota mortality
larev pohybovala v rozmezi 54,17-95,83 %. Desaty den byl pocet izolati dosahnuvsich 100%
mortality larev shodny s pfedchozim dnem, taktéz hodnota pro izolat NPO131 se nezménila,
pouze interval hodnot mortality larev u zbyvajicich testovanych izolatl dosahl vyssi spodni
hranice, a to 70,83 %. Mortalita larev v kontrolni varianté byla pozorovana od 9. dne, kdy
bylo zjisténo 4,17 % mrtvych jedinct. Nésledny kontrolni den (10. den) se hodnota mortality
larev zvysila na 8,33 %. Hodnota infekce larev byla 9. den u 9 izolatd v rozmezi 29,17-
45,83 %, u zbyvajicich izolatd pak vrozmezi 50-87,5 %, kde nejvysS§i hodnota byla
pozorovana pro izolat NP0227. Desaty den jiz u larev oSetfenych suspenzemi konidii 2 izolath
(NP0230, NP0242) bylo dosazeno 100% infekce larev, u zbylych izolatl (s vyjimkou izolatd
NP0039, NP0131 a NP0156) se hodnota infekce pohybovala v rozmezi 50-91,67 %.
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Grafy 5.18: Porovnani kumulované mortality a infekce larev T. molitor 5. den po oSetfeni suspenzi konidii danych izolati

B. caledonica

0 koncentraci 1x10° konidii/ml, inkubace v teploté 20 °C; (mortalita: graf As, infekce: graf Bs)
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*Hodnoty oznacené stejnym pismenem nejsou statisticky vyznamné odli§né, P<0,05 (ANOVA, Tukeyho test). Vyhodnoceni: F=1,8586, df=23, 24, P=0,06934
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I1zolat B. caledonica

*Hodnoty oznacené stejnym pismenem nejsou statisticky vyznamné odlisné, P<0,05 (ANOVA, Tukeyho test). Vyhodnoceni: F=0,93494, df=23, 24, P=0,56289
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Grafy 5.19: Porovnani kumulované mortality a infekce larev T. molitor 6. den po oSetfeni suspenzi konidii danych izolatd B. caledonica

0 koncentraci 1x10° konidii/ml, inkubace v teploté 20 °C; (mortalita: graf Ag, infekce: graf Bg)

i 100
&
g & a
2 60
g
“© 40 ab
§ 20 I ab
3 b b b
NI BN N
S NG N oD & S »
x ¢ ¢ & & I I N N S N N N N S N N N N N N v
S € P IFEIEIFICEIEIEEEEEEES
Izolat B. caledonica
*Hodnoty oznacené stejnym pismenem nejsou statisticky vyznamné odlisné, P<0,05 (ANOVA, Tukeyho test). Vyhodnoceni: F=2,3945, df=23, 24, P=0,01918
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I1zolat B. caledonica

*Hodnoty oznac¢ené stejnym pismenem nejsou statisticky vyznamné odlisné, P<0,05 (ANOVA, Tukeyho test). Vyhodnoceni: F=1,5778, df=23, 24, P=0,13708
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Grafy 5.20: Porovnani kumulované mortality a infekce larev T. molitor 7. den po oSetfeni suspenzi konidii danych izolati B. caledonica
0 koncentraci 1x10° konidii/ml, inkubace v teplot& 20 °C; (mortalita: graf A7, infekce: graf By)

A

100 3

ab ab
80

60

40

Kumulovana mortalita (%) ~

QY T O
& & & & s

I1zolat B. caledonica

*Hodnoty oznacené stejnym pismenem nejsou statisticky vyznamné odlisné, P<0,05 (ANOVA, Tukeyho test). Vyhodnoceni: F=7,6799, df=23, 24, P=0,00000
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I1zolat B. caledonica

*Hodnoty oznacené stejnym pismenem nejsou statisticky vyznamné odlisné, P<0,05 (ANOVA, Tukeyho test). Vyhodnoceni: F=1,7407, df=23, 24, P=0,09238
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Grafy 5.21: Porovnani kumulované mortality a infekce larev T. molitor 8. den po oSetfeni suspenzi konidii danych izolati B. caledonica
0 koncentraci 1x10° konidii/ml, inkubace v teplot& 20 °C; (mortalita: graf Ag, infekce: graf Bg)
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I1zolat B. caledonica

*Hodnoty oznacené stejnym pismenem nejsou statisticky vyznamné odlisné, P<0,05 (ANOVA, Tukeyho test). Vyhodnoceni: F=9,8755, df=23, 24, P=0,00000
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I1zolat B. caledonica

*Hodnoty oznacené stejnym pismenem nejsou statisticky vyznamné odlisné, P<0,05 (ANOVA, Tukeyho test). Vyhodnoceni: F=5,2756, df=23, 24, P=0,00007
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Grafy 5.22: Porovnani kumulované mortality a infekce larev T. molitor 9. den po oSetfeni suspenzi konidii danych izolatt B. caledonica
0 koncentraci 1x10° konidii/ml, inkubace v teplot& 20 °C; (mortalita: graf Ag, infekce: graf Bo)
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I1zolat B. caledonica

*Hodnoty oznagené stejnym pismenem nejsou statisticky vyznamné odli§né, P<0,05 (ANOVA, Tukeyho test). Vyhodnoceni: F=12,242, df=23, 24, P=0,00000
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I1zolat B. caledonica

*Hodnoty oznacené stejnym pismenem nejsou statisticky vyznamné odlisné, P<0,05 (ANOVA, Tukeyho test). Vyhodnoceni: F=10,222, df=23, 24, P=0,00000
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Grafy 5.23: Porovnani kumulované mortality a infekce larev T. molitor 10. den po oSetfeni suspenzi konidii danych izolati B. caledonica
0 koncentraci 1x10° konidii/ml, inkubace v teploté 20 °C; (mortalita: graf Ajo, infekce: graf Bio)
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I1zolat B. caledonica

*Hodnoty oznacené stejnym pismenem nejsou statisticky vyznamné odli§né, P<0,05 (ANOVA, Tukeyho test). Vyhodnoceni: F=7,1824, df=23, 24, P=0,00000
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*Hodnoty oznacené stejnym pismenem nejsou statisticky vyznamné odlisné, P<0,05 (ANOVA, Tukeyho test). Vyhodnoceni: F=7,3167,df=23, 24, P=0,00000
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Hodnoceni vyvoje nakazy B. caledonica na larvach T. molitor za vyuZiti stupnice FDI

Analogickym zptsobem, jako byla vyhodnocovana ndkaza pohledem na jeji stupen vyvoje dle
stupnice FDI pro izolaty B. bassiana, byla vyhodnocena také nakaza, respektive jeji rozvoj,
pro testované izolaty B. caledonica.

Prvni ptiznaky rozvoje onemocnéni po inokulaci larev byly zjistény 2. den v podob¢
melaniza¢nich skvrn, které byly pozorovany témeét u vSech testovanych izolath s vyjimkou
izolath NP0065, NPO131 a NPO163 (u téchto izolata, byly prvni melaniza¢ni skvrny
pozorovany az 3. den hodnoceni). Druhy den se index vyvoje nakazy u izolati pohyboval
v rozmezi 0,02—0,21. Tieti den ani jeden z testovanych izolatl nedosahl primérné hodnoty
indexu 0,50, nejvyssi hodnoty indexu byly zjistény u larev oSetfenych suspenzi konidii izolati
NP0179, NP0180, NP0230 a NP0242 (0,35). Nicméne¢ jiz 4. den doséhly hodnoty indexu 0,50
izolaty NP0230 a NP0242 a izolat NP0227 dokonce hodnoty indexu 0,56. Zatimco hodnoty
indexu ostatnich testovanych izolati se pohybovaly v rozmezi 0,23-0,46. Paty den jiz
8 izolath dosahlo hodnoty indexu 0,50 a vyssi, nejvyssi hodnota indexu byla zji$téna u izolatu
NP0227 (0,77). U zbylych izolati se hodnota indexu pohybovala stile pod primérnou
hodnotou 0,50, konkrétn¢ v rozmezi 0,31-0,48. gesty den 16 z celkového poctu testovanych
izolati dosahlo hranice hodnoty indexu rovné 0,50 a vyssi, nicméné stale nebylo ani v jednom
pfipad¢ dosazeno hodnoty indexu 1,00. Nejvice se této hodnoté ptiblizil izolat NP0227,
u kterého byl zjistén index 0,90. U zbylych 7 izolati se hodnota indexu rozvoje nakazy
pohybovala v rozmezi 0,42-0,48. Sedmy den hodnoceni byly pozorovany 4 izolaty, jenz
vyvolaly ndkazu larev pievysujici dle stupnice FDI hodnotu indexu 1,00 (NP0O145 — 1,08,
NP0227 — 1,15, NP0230 — 1,06 a NP0242 — 1,08). Ostatni zbylé izolaty sice u vyvoje nakazy
prekrocily hranici indexu 0,50, nicméné ne vys$$i nez 0,90. Osmy den sice vzrostl pocet
izolatd, které¢ dosahly hranice hodnoty indexu 1,00 a vyssi, ze 4 na 15, hodnoty indexu 1,50
vSak u z&dného znich dosaZeno nebylo, pouze izoldt NP0164 se k této hranici znacné
piiblizil, u larev byla zjisténa hodnota indexu 1,44. Osm zbylych izolati vykazovalo rozvoj
nakazy na larvach vrozmezi hodnot 0,63—0,92. Z hodnoceni 9. dne pak zjistime, Ze
u 4 z testovanych izolati dosahl index rozvoje nakazy hodnoty o malo vice nez 1,50 (1,52—
1,56). Pouze 4 izolaty (NP0039, NP0O131, NP0155 a NP0156) nedosahly indexu rozvoje
nakazy 1,00, u zbylych 15 izolath se pak hodnota indexu pohybovala v rozmezi 1,04-1,48.
Posledni den hodnoceni (10. den) byla zji$téna primérna hodnota indexu rozvoje nakazy pro
14 7 testovanych izolatd vyS$si nez 1,50, nicméné nejvyssi primérné hodnoty indexu dosahl
izolat NP0230 (1,88), ze zbylych izolath pouze izolat NP0131 nepiekrocil hodnotu indexu
1,00, a byl tedy, co se vyvoje ndkazy tyka, nejméné efektivni. U ostatnich osmi izolatl se
hodnota indexu pohybovala v rozmezi 1,13-1,46. V kontrolni varianté bylo dosazeno na
konci hodnoceni indexu dle stupnice FDI 0,08.

Z pohledu dosazeni tzv. , kritické* hodnoty dle stupnice FDI, tj. indexu 1,50, bylo této
hodnoty dosazeno pouze u 14 z celkem 23 testovanych izolatd, z toho pro izolaty NP0164,
NP0227, NP0230 a NP0242 mezi 8. a 9. dnem, u zbylych 10 izolati pak mezi dnem 9 a 10.
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Graf 5.24: Porovnani hodnot FDI u larev T. molitor 2. den po oSetieni suspenzi konidii danych izolati B. caledonica o koncentraci
1x10° konidii/ml, inkubace v teplot& 20 °C
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Izolat B. caledonica

*P<0,05 (ANOVA, Kruskall-Wallisav test). Vyhodnoceni: Hs, n=s00)=79,74241, P=0,0000

Graf 5.25: Porovnani hodnot FDI u larev T. molitor 3. den po oSetfeni suspenzi konidii danych izolatd B. caledonica o koncentraci
1x10° konidii/ml, inkubace v teploté 20 °C
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Izolat B. caledonica

*P<0,05 (ANOVA, Kruskall-Wallistv test). Vyhodnoceni: H s, n-600=104,9544, P=0,0000
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Graf 5.26: Porovnani hodnot FDI u larev T. molitor 4. den po oSetieni suspenzi konidii danych izolati B. caledonica o koncentraci
1x10® konidii/ml, inkubace v teploté 20 °C
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Izolat B. caledonica

*P<0,05 (ANOVA, Kruskall-Wallisiv test). Vyhodnoceni: Hs, n=600=106,6933, P=0,0000

Graf 5.27: Porovnani hodnot FDI u larev T. molitor 5. den po oSetfeni suspenzi konidii danych izolatd B. caledonica o koncentraci
1x10° konidii/ml, inkubace v teploté 20 °C
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Izolat B. caledonica

*P<0,05 (ANOVA, Kruskall-Wallisuv test). Vyhodnoceni: Hs, n=s00=134,4085, P=0,0000
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Graf 5.28: Porovnani hodnot FDI u larev T. molitor 6. den po oSetieni suspenzi konidii danych izolati B. caledonica o koncentraci
1x10° konidii/ml, inkubace v teplot& 20 °C
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Izolat B. caledonica

*P<0,05 (ANOVA, Kruskall-Wallistiv test). Vyhodnoceni: H s, n=600)=170,9994, P=0,000

Graf 5.29: Porovnani hodnot FDI u larev T. molitor 7. den po oSetfeni suspenzi konidii danych izolati B. caledonica o koncentraci
1x10° konidii/ml, inkubace v teploté 20 °C
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Izolat B. caledonica

*P<0,05 (ANOVA, Kruskall-Wallistiv test). Vyhodnoceni: Hs, n=600=163,2167, P=0,000
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Graf 5.30: Porovnani hodnot FDI u larev T. molitor 8. den po oSetieni suspenzi konidii danych izolatd B. caledonica o koncentraci
1x10° konidii/ml, inkubace v teplot& 20 °C
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Izolat B. caledonica

*P<0,05 (ANOVA, Kruskall-Wallistiv test). Vyhodnoceni: H s, n=600)=167,9400, P=0,000

Graf 5.31: Porovnani hodnot FDI u larev T. molitor 9. den po oSetfeni suspenzi konidii danych izolati B. caledonica o koncentraci
1x10° konidii/ml, inkubace v teploté 20 °C
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Izolat B. caledonica

*P<0,05 (ANOVA, Kruskall-Wallisav test). Vyhodnoceni: Hs, n=s00=148,31613, P=0,000

74



Experimentalni cast

Graf 5.32: Porovnani hodnot FDI u larev T. molitor 10. den po oSetfeni suspenzi konidii danych izolatd B. caledonica o koncentraci
1x10° konidii/ml, inkubace v teplot& 20 °C
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Izolat B. caledonica

*P<0,05 (ANOVA, Kruskall-Wallistiv test). Vyhodnoceni: H s, n=600=155,8409, P=0,000
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5.2

Studie 2: Porovnani u¢innosti dvou rozdilnych typu spor entomopatogenni houby

Beauveria bassiana na larvy Tenebrio molitor

5.2.1 Metodicky postup

Kultivace, priprava suspenze

Konidie byly ziskany pomoci plo$né kultivace kultury na PDA v 90mm Petriho
miskéch pfti teploté 20 °C v podminkach bez ptistupu svétla po dobu 7 dnti.

Suspenze konidii byla nasledn¢ ptipravena smytim spor z povrchu plné vysporulované
kultury pomoci 0,05% roztoku TWEEN 80 a adjustovana na kone¢nou koncentraci
1x10°, 1x10° a 1x10" konidii/ml, pomoci “Neubauerovy po&itaci komiirky”.
Blastospory byly ziskany pomoci submerzni kultivace v 1 litru kultivaéniho media
PDB v 2000ml Erlenmeyerové baiice na orbitalni tfepacce pti 100 otackach /min
piiteplot¢ 20 °C v podminkidch bez pfistupu svétla po dobu 7 dnl, kdy do
kultivacniho media byly sterilné¢ vneseny 2 terciky (cca 2x2 cm) vyiizlé z 14denni
plné vysporulované kultury.

Nésledné byl obsah Erlenmeyerovy batiky rozdélen na 2 dily po 500 ml, kdy:

a) z prvniho dilu byla opét pripravena suspenze blastospor pomoci 0,05% roztoku
TWEEN 80 a adjustovana na kone¢nou koncentraci 1x10°, 1x10° a 1x10’
konidii/ml, pomoci “Neubauerovy pocitaci komtrky”;

b) druhy dil (500 ml) byl odstfedén a po odebrani natantu opét resuspendovan
v 1 litru sterilni destilované vody a znovu odstfedén. Takto byl cely postup
zopakovan celkem 3%. Nasledné byla opét pfipravena suspenze blastospor
pomoci 0,05% roztoku TWEEN 80 a adjustovdana na kone¢nou koncentraci
1x10°, 1x10% a 1x10" konidii/ml. Tento postup byl zvolen z diivodu odstranéni
zivin kultiva¢niho media, které by mohly ovliviiovat nasledny prubéh nakazy
ve prospéch blastospor oproti konidiim.

Byly tedy pfipraveny 3 varianty suspenzi: a) konidie, b) blastospory (,,nevymyté®),
C) blastospory (,,vymyté*); suspenze vSech tii variant byla adjustovana na koncentraci
1x10°, 1x10% a 110" spor/ml.

Hodnoceni klicivosti

K posouzeni kli¢ivosti bylo pouzito standardniho laboratorniho testu kli¢ivosti, viz
cast Material a metodika, kdy byla pro kazdou variantu pfipravena 3 opakovani, kde
pro kazdé opakovani bylo hodnoceno 100 spor (celkem 3x100 spor).

Hodnoceni probihalo v intervalu 2 hodin po dobu nésledujicich 24 hodin od zaloZeni
testu.
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Uéinnost na larvy potemnika moucného (T. molitor)
= K posouzeni pribéhu nakazy bylo pouzito standardniho laboratorniho testu, ktery nam

dovoluje nejen urcit roven procentudlni kumulované mortality a infekce, ale zaroven
pomoci hodnotici stupnice FDI také ,,stupent vyvoje* ndkazy, viz Material a metodika.

= Inkubace probihala pti 20 °C v podminkach bez ptistupu svétla po dobulO dni

= Pro kazdou z variant byla ptipravena 3 opakovani po 25 jedincich (celkem 75 jedinct
na variantu véetné varianty kontrolni)

= Hodnoceni probihalo kazdy den po dobu nasledujicich 10 dnti od zalozeni testu.

5.2.2 Vysledky
Hodnoceni klicivosti a vyvoje spor

Pfi hodnoceni kli¢ivosti bylo stanovovano procento klic¢ivych spor a stddium jejich vyvoje
pomoci stupnice GI. Z grafu 5.33. a 5.34. je patrné, Ze nejpomalejsi vyvoj vykazovaly konidie
ziskané z povrchové kultury B. bassiana, kde byly kli¢ivé konidie pozorovany po 8 hodinach
(8 %), zatimco kli¢ivé blastospory byly zaznamenany jiz po 6 hodinach v obou variantach.
Ovsem statisticky prokazatelna odliSnost byla zaznamenana pouze v ¢asovém rozmezi 6 az
12 hodin (P<0,05). Po 6 hodinach tak bylo nejvyssi procento kli¢ivych spor (23 %)
zaznamenano u blastospor ziskanych z nevymyté submerzni kultury, statisticky prokazatelna
odlisnost od ostatnich dvou variant byla zjisténa pouze po 8 a 10 hodinach (P<0,05), po
12 hodinach byly hodnoty ziskané u vymytych a nevymytych blastospor statisticky
srovnatelné (F=20 669; df=2, 6; P=0.00204) a v pozdé&jSich hodnocenich doslo ke
statistickému vyrovnani hodnot u vSech tfi testovanych variant. Po 24 hodinach bylo dosazeno
99% Kklicivosti spor u konidii a nevymytych blastospor, u blastospor vymytych pak bylo
dosazeno 98,33% klicivosti.

U hodnoceni stupné vyvoje spor byly vrozmezi 6—14 hodin zjistény prokazatelné
rozdily mezi konidiemi a zbylymi dvéma variantami, tzn. blastosporami vymytymi
anevymytymi ze submerze, kdy hodnoty vyvoje konidii byly niZ§i neZ u obou variant
blastospor (6 hodin: H, n=000)=83,04522, P=0,0000; 8 hodin: H, n=900)=59,67155, P=0,0000;
10 hodin: Hz, n=900)=76,92573, P=0,0000; 12 hodin: H 2, n=900)=16,74475, P=0,0002; 14 hodin:
H, N=000)=20,93448, P=0,0000). Po 16 hodinach jiz vSak nebyly pozorovany prokazatelné
rozdily. Primérné hodnoty indexu GI byly na konci hodnoceni srovnatelné, konidie doséhly
hodnoty GI 1,97, blastospory nevymyté a vymyté pak hodnoty indexu GI 1,98, resp. 1,95.
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Grafy 5.33: Prab¢h kli¢ivosti daného typu spor entomopatogenni houby B. bassiana (izolat
Bba I 101) o koncentraci 1x10° spor/ml b&hem 24hodinového testu
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Grafy 5.34: Pribéh GI daného typu spor entomopatogenni houby B. bassiana (izolat Bba I
101) o koncentraci 1x10° spor/ml béhem 24hodinového testu
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Hodnocent ucinnosti konidii a blastospor na larvy T. molitor

Koncentrace 1x10° spor/ml

Vyhodnocovani rozdilu v t¢innosti na larvy T. molitor zaleZelo na pouzité koncentraci
suspenze. Pii provadéni biotestu se suspenzemi o koncentraci 1x10° spor/ml byly zjistény
viditelné rozdily mezi variantami ve vyvolané mortalité hostitele, které byly v rozmezi mezi
6. a 10. dnem statisticky prokazatelné¢ (P<0,05). Stejna situace se tykala i zjevnych piiznakt
infekce na povrchu hostitele, kde se rovnéz od 6. dne vyskytovaly prokazatelné odlisSnosti
mezi jednotlivymi variantami. Prvni pfipady mortality byly pozorovany 4. den, kdy bylo
dosazeno hodnoty 2,67 % mrtvych larev, jez byly oSetfeny suspenzi konidii, a hodnoty
1,33% u larev oSetfenych suspenzi blastospor vymytych z kultivacniho media, nicméné
nabyly zaznamendny zadné statistické rozdily (F=0,68647; df=3, 8; P=0,58510). Larvy
osetfené blastosporami nevymytymi z kultivaéniho media vykazovaly prvni pfipady mortality
6. den, kdy byla pozorovana mortalita v 16 % piipadii, soucasné byly také pozorovany prvni
statistické rozdily mezi variantami, co se mortality larev tyce (F=53935; df=3, 8; P=0,00000),
kdy nejvysSich hodnot mortality bylo prokazatelné¢ dosazeno u larev oSetfenych suspenzi
konidii, zatimco u larev oSetfenych suspenzi blastospor statisticky prokazatelny rozdil nebyl
zjistén. Ptfiznaky infekce byly zaznamenany poprvé 5. den, kdy larvy oSetfené suspenzi
konidii vykazovaly 2,67% mortalitu. Nasledujici den (6. den) byly pozorovany prvni
infikovani jedinci také mezi larvami oSetfenymi suspenzi blastospor, a to jak nevymytych, tak
vymytych z kultivaéniho media, kde hodnota infekce dosdhla 9,33 %, resp. 6,67 %.
larvy oSetfené suspenzi blastospor vymytych ze submerzniho media, kde po 10denni inkubaci
dosahly hodnoty mortality 70,67 %, infekce pak 66,67 %, naopak nejvyssi hodnoty v pribéhu
celého 10denniho hodnoceni byly zjistény u larev oSetfenych suspenzi konidii, kdy na konci
hodnoceni bylo dosazeno 97,33% mortality, a infekce v 94,67 % piipadd. Blastospory, jez
byly nevymyty z kultiva¢niho media dosahly po 10dennim hodnoceni mortality v 89,33 %
pfipadd, zjevné ptiznaky infekce byly pozorovany v 86,67 % ptipadi. Hodnoty mortality
ularev oSetfenych suspenzi konidii byly 6.aZz 8. den statisticky prokazatelné¢ nejvyssi,
v poslednich dvou dnech byly statisticky srovnatelné s hodnotami ziskanymi ve varianté
S nevymytymi blastosporami. Stejné tak srovname-li procento zjevné infikovanych jedinct,
tak prvnich pét dnl nebyly zjevné rozdily mezi variantami, 6. aZz 9. den bylo nejvice
infikovanych jedincl pozorovano u varianty, kdy byly larvy oSetfeny suspenzi konidii,
posledni den byly hodnoty infekce larev u této varianty s konidiemi a varianty s nevymytymi
blastosporami statisticky shodné (F=278,12; df=3, 8; P=0,0000). U jedinct kontrolni varianty
nebyly v pribéhu testu zaznamenany pripady mortality ani pfiznaky infekce.
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Grafy 5.35: Prub¢h kumulované mortality (graf A;) a infekce (graf B;) vyvolané u larev T. molitor po oSetieni suspenzi daného typu spor
entomopatogenni houby B. bassiana (izolat Bba I 101) o koncentraci 1x10° spor/ml béhem 10denniho biotestu
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Tabulka 5.2: Vyvoj nakazy dle stupnice FDI u larev T. molitor po oSetieni suspenzi dané¢ho
typu spor entomopatogenni houby B. bassiana (izolat Bba I 101) o koncentraci 1x10° spor/ml
béhem 10denniho biotestu (praimér+SD)

Osetieni

Den blastospory
kontrola konidie - -
nevymyte vymyte
1. 0+0,00 0+0,00 0+0,00 0+0,00
2. 0+0,00 0+0,00 0+0,00 0+0,00
3. 0+0,00 0,04+0,14 0,12+0,21 0,05+0,15
4. 0+0,00 0,46+0,17 0,47+0,11 0,38+0,23
5. 0+0,00 0,53+0,16 0,50+0,00 0,49+0,10
6. 0+0,00 0,90+0,51 0,63+0,31 0,59+0,26
7. 0+0,00 1,35+0,57 0,98+0,58 0,80+0,53
8. 0+0,00 1,87+0,59 1,52+0,71 1,12+0,67
9. 0+0,00 2,07+0,53 1,75+0,64 1,36+0,72
10. 040,00 2,26+0,51 1,99:0,60 1,60+0,82

Z hlediska hodnoceni vyvoje ndkazy dle stupnice FDI nebyly do 3. dne zjistény
prokazatelné rozdily mezi variantami. Ctvrty a 5. den nebyl statistickou analyzou prokazan
rozdil mezi variantami, odliSovala se pouze kontrolni varianta od ostatnich variant.
Nasledujici kontrolni den (6. den) byly prokazatelné odlisnosti (H(s n=300)=222,3445 P=0,000)
mezi variantou, kde bylo provedeno oSetfeni suspenzi konidii a variantou, kde jako infek¢ni
inokulum byla pouZita suspenze blastospor vymytych z kultivacniho media, a déle opét
rozdily kontrolni varianty od zbylych variant oSetfeni. Sedmy den byly prokazany statistické
odliSnosti varianty kde jako inokulum byla pouZita suspenze konidii od zbyvajicich variant
a déalejen opét kontrolni varianta vykazovala odliSnosti od vSech ostatnich variant (Hs,
n=300=201,2314, P=0,000). Od 8. dne byly prokazatelné odli$nosti mezi variantou, kde byly
larvy oSetfeny suspenzi konidii a variantou s oSetfenim larev suspenzi blastospor vymytych
z kultiva¢niho media, a také se odliSovala kontrolni varianta od vSech zbylych variant oSetfeni
larev. Prvni ptiznaky vyvoje ndkazy (melaniza¢ni skvrny) dle stupnice FDI byly pozorovany
shodné pro vSechny testované varianty oSetfeni 3. den (viz tabulka 4.2). Nejvyssi hodnoty
indexu (2,26) ve vyvoji ndkazy dle stupnice FDI bylo dosaZeno po 10denni inkubaci u larev
oSetfenych suspenzi konidii, nejniz8i (1,60) pak u larev oSetfenych suspenzi vymytych
blastospor, u larev oSetfenych suspenzi nevymytych blastospor byl zjistén index vyvoje
nakazy 1,99. Hodnota indexu 1,50 byla dosazena u larev oSetfenych suspenzi konidii mezi 7.
a 8. dnem, u larev oSetfenych suspenzi blastospor nevymytych a vymytych ze submerzniho
media pak hodnota 1,52 byla dosazena 8. den, respektive mezi 9. a 10. dnem inkubace.
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Koncentrace 1x10° spor/ml

U testované koncentrace 1x10% spor/ml jiz nebyly rozdily tak markantni jako u piedchozi
byly larvy oSetfeny suspenzi blastospor vymytych z kultivaéniho media (soubor grafti 4.35).
U mortality pozorované u larev T. molitor byly zjisténé hodnoty mirné vys$si u varianty
pouzivajici konidie, ale rozdil mezi mortalitou vyvolanou konidiemi a nevymytymi
blastosporami nebyl v pribéhu hodnoceni statisticky prokazatelny (P<0.05) (s vyjimkou
7. dne). Prvni mrtvi jedinci byli pozorovani 4. den, kdy u larev oSetfenych suspenzi konidii
a blastospor vymytych z kultivaéniho media bylo pozorovano shodné 2,67 % mrtvych
jedinct, zatimco u larev oSetfenych suspenzi blastospor nevymytych hodnota mortality larev
dosahla 1,33 %. Zatimco konidie vyvolaly 100% mortalitu larev jiz 7. den, nevymyté
blastospory zpusobily 100% umrtnost o den pozd¢ji, nicméné jiz 7. den byla mortalita
94,67 %. U vymytych blastospor nebylo dosazeno 100% mortality hostitele v priabéhu celého
10denniho testu (mortalita 97,33 % po 10denni inkubaci), ovSem v poslednich dvou dnech jiz
byly hodnoty statisticky srovnatelné s obéma zbylymi variantami a nevykazovaly rozdily
(F=260,10; df=3, 8; P=0,0000). Prvni ptiznaky infekce jedinct, byly pozorovany 4. den
u larev oSetfenych suspenzi blastospor nevymytych i vymytych, kde hodnota infikovanych
jedinct dosahla 1,33 %, resp. 2,67 %. Ve varianté, kde byly larvy oSetfeny suspenzi konidii,
byly prvni ptiznaky pozorovany 5. den, kdy hodnota infekce dosahla 18,67 %. Varianty
osetfeni larev konidiemi a nevymytymi blastosporami dosédhly 100% infekce 9. den, zatimco
ve variant¢ oSetfeni larev blastosporami vymytymi bylo dosazeno po 10denni inkubaci
97,33 % infikovanych jedinct. Pfi porovnani zjevné infikovanych jedincd byly hodnoty
U varianty se vzdusnymi konidiemi a nevymytymi blastosporami statisticky shodné v pribéhu
celého hodnoceni, hodnoty ziskané u varianty s vymytymi blastosporami se s piedchozimi
dvéma statisticky vyrovnaly od 8. dne biotestu (F=179,49; df=3, 8; P=0,0000). V kontrolni
varianté nebyl opét zaznamenan piipad mortality ani ptiznaky infekce larev T. molitor.
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Grafy 5.36: Prub¢h kumulované mortality (graf A,) a infekce (graf B,) vyvolané u larev T. molitor po oSetieni suspenzi daného typu spor
entomopatogenni houby B. bassiana (izolat Bba I 101) o koncentraci 1x10° spor/ml béhem 10denniho biotestu
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Tabulka 5.3: Vyvoj nakazy dle stupnice FDI u larev T. molitor po oSetieni suspenzi dané¢ho
typu spor entomopatogenni houby B. bassiana (izolat Bba I 101) o koncentraci 1x10° spor/ml
béhem 10denniho biotestu (praimér+SD)

Osetieni

Den blastospory
kontrola konidie
nevymyté vymyté

1. 0+0,00 0+0,00 0+0,00 0+0,00
2. 0+0,00 0,13+0,20 0,10+0,20 0,11+0,21
3. 0+0,00 0,45+0,18 0,36+0,23 0,36+0,23
4. 0+0,00 0,55+0,12 0,50+0,14 0,54+0,20
5. 0+0,00 0,89+0,39 0,94+0,51 0,67+0,38
6. 0+0,00 1,51+£0,46 1,53+0,65 1,23+0,72
7. 0+0,00 2,04+0,45 2,07+0,58 1,87+0,70
8. 0+0,00 2,32+0,34 2,36+0,34 2,18+0,61
9. 0+0,00 2,51+0,30 2,56+0,26 2,39+0,50
10. 0+0,00 2,84+0,39 2,75+0,25 2,594+0,50

Hodnoty vyvoje nakazy dle stupnice FDI vykazovaly jen malé rozdily v pribéhu
celého testu, pouze od 3. dne byla statistickou analyzou prokdzana odliSnost kontrolni
varianty od zbylych variant oSetfeni, zbyl¢ varianty oSetieni larev sporami nevykazovaly mezi
sebou navzijem zadné statistické odliSnosti. Vyvoj nakazy po dobu 10denni inkubace
probihal s minimalnimi rozdily u varianty, kde byly larvy oSetfeny suspenzi konidii
a nevymytych blastospor, kdy na konci inkubace bylo dosaZzeno hodnoty FDI 2,84, resp. 2,75.
Vyvoj nédkazy u larev oSetfenych suspenzi vymytych blastospor probihal s nepatrnymi
odli$nostmi obdobné se dvéma zbylymi oSetfenimi larev do 4. dne, od 4. dne byl pozorovan
pomalejsi rozvoj nakazy, kde na konci inkubace bylo dosaZzeno hodnoty 2,59 na stupnici FDIL
Melaniza¢ni skvrny byly pozorovany jiz 2. den u vSech variant oSetfeni larev suspenzemi
spor. Sesty den bylo dosaZzeno u varianty s oSetfenim larev suspenzi konidii a nevymytych
blastospor hodnoty 1,51, resp. 1,53, zatimco u varianty, kde byly larvy oSetfeny suspenzi
vymytych blastospor, bylo hodnoty 1,50 dosazeno mezi 6. a 7. dnem. V kontrolni varianté
nebyly pozorovany jakékoli zndmky souvisejici s rozvojem nakazy.

Koncentrace 1x10" spor/ml

V piipadé hodnoceni rozdili sledovanych charakteristik za pouziti suspenze o koncentraci
1x10" spor/ml byly pozorované rozdily mezi variantami prakticky minimalni. Mirné nizsich
hodnot tentokrat dosahovala varianta, kde byly larvy oSetfené suspenzi konidii. OvSem
rozdily byly velmi malé a statistickd odliSnost byla zjisténa pouze 6. den biotestu (F=478,69;
df=3, 8; P=0,0000), kdy vymyté blastospory vykazovaly 100% mortalitu, zatimco konidie
vyvolaly 96% a nevymyté blastospory 97,33% mortalitu hostitele. V ostatnich dnech byly
hodnoty statisticky srovnatelné. Prvni mrtvi jedinci byli pozorovani 3. den, kdy bylo dosazeno
u larev oSetfenych suspenzi blastospor nevymytych a vymytych mortality 5,33 %, resp.
4,00 %, zatimco u larev oSetfenych suspenzi konidii byla pozorovdna mortalita 1,33 %
jedinct. S vysledky z vyvoje mortality se statisticky shoduji 1 vysledky infekce, kdy 6. den je
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jediny, kdy byly zjistény prokazatelné¢ rozdily mezi variantami (F=478,69; df=3, 8;
P=0,0000), v ostatnich dnech byly hodnoty srovnatelné. Prvni infikovani jedinci byli
pozorovani 3. den, a to sice u varianty, kde byly larvy oSetfeny suspenzi konidii a vymytych
blastospor, mortalita byla zjisténa u 1,33 % jedinct, mortalita larev ve varianté s oSetfenim
suspenzi nevymytych blastospor byla pozorovana 4. den v 69,33 % piipadu.

Tabulka 5.4: Vyvoj nakazy dle stupnice FDI u larev T. molitor po oSetieni suspenzi dané¢ho
typu spor entomopatogenni houby B. bassiana (izolat Bba I 101) o koncentraci 1x10” spor/ml
béhem 10denniho biotestu (prumér+SD)

Osetfeni
Den blastospory
kontrola konidie
nevymyté vymyté

1. 0+0,00 0+0,00 0+0,00 0+0,00
2. 0+0,00 0,21+0,25 0,17+0,24 0,15+0,23
3. 040,00 0,50+0,14 0,49+0,08 0,49+0,18
4. 0+0,00 1,05+0,51 1,23+0,52 1,23+0,44
5. 0+0,00 1,77+0,60 2,06+0,50 1,87+0,54
6. 0+0,00 2,244+0,49 2,35+0,42 2,33+0,36
7. 0+0,00 2,40+0,25 2,46+0,20 2,47+0,15
8. 0+0,00 2,60+0,20 2,58+0,18 2,58+0,18
9. 0+0,00 2,79+0,25 2,79+0,25 2,81+0,24
10. 0+0,00 2,87+0,22 2,86+0,23 2,87+0,22

Statistické hodnoceni v celém pribéhu testu neprokdzalo rozdil mezi larvami
oSetfenymi jednotlivymi variantami spor z hlediska hodnoceni vyvoje nakazy dle stupnice
FDI, od 2. dne byla prokazana statisticka odli$nost hodnot kontrolni varianty od hodnot viech
ostatnich variant oSetfeni. Pokud porovname vyvoj ndkazy dle stupnice FDI, tak zjistime, Ze
po 10 dnech inkubace bylo dosazeno shodnych hodnot 2,87 u varianty, kde pro oSetfeni larev
byly pouzity suspenze konidii a blastospor vymytych z kultivaéniho media a hodnoty 2,86
u varianty, kde byly larvy oSetfeny suspenzi nevymytych blastospor. Prvni melanizacni
skvrny byly zjiStény u vSech testovanych variant, vyjma varianty kontrolni, opé€t jiz 2. den.
Indexu 1,50 bylo u vSech tii variant dosazeno mezi 4. a 5. dnem.
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Grafy 5.37: Prub¢h kumulované mortality (graf Az) a infekce (graf B3) vyvolané u larev T. molitor po oSetieni suspenzi daného typu spor
entomopatogenni houby B. bassiana (izolat Bba I 101) o koncentraci 1x10” spor/ml béhem 10denniho biotestu
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5.3

Studie 3: Hodnoceni ucinnosti izolati vybranych druhi entomopatogennich hub

ziskanych odizolovanim z komerc¢nich biopreparatii, na bezkiidlé partenogenetické
sami¢ky Myzus persicae

5.3.1 Metodicky postup

Kultivace, priprava suspenze

Z komer¢nich preparati Botanigard (B. bassiana), Mycotal (L. lecanii), Preferal
(I. fumosorosea) byly odizolovany ¢isté kultury danych izolatd na zivné padé PDA.
Konidie jednotlivych izolatd byly ziskany pomoci kultivace v podobé separacnich car
na PDA v 90mm Petriho miskach pfi teploté 20 °C v podminkach bez ptistupu svétla
po dobu 14 dnti.

Suspenze konidii byla nasledn€ pfipravena smytim spor z povrchu pln¢ vysporulované
kultury pomoci 0,05% roztoku TWEEN 80 a adjustovana na kone¢nou koncentraci
1x10° konidii/ml, pomoci “Neubauerovy pocitaci komurky”.

Hodnoceni klicivosti

K posouzeni kli¢ivosti bylo pouzito standardniho laboratorniho testu kli¢ivosti, viz
Material a metodika, kdy byla pro kazdou variantu pfipravena 3 opakovani a v kazdém
opakovani bylo hodnoceno 100 spor (3x100 spor).

Ucinnost na bezkridlé partenogeneticke samicky msice broskvonové (M. persicae)

K posouzeni prib¢hu nédkazy byl pouzit standardni laboratorni test, viz vySe, ktery byl
modifikovan pro potfeby hodnoceni pritbéhu infekce na vybraném cilovém hostiteli
(dospélec M. persicae), tato modifikace spocivala v zizeni indexové stupnice FDI,
kdy byl odebran index 0,5 z dtivodu komplikované identifikace melaniza¢nich skvrn
na povrchu téla hostitele.

Na spodni stranu vyzralého listu papriky seté bylo den pted vlastnim oSetienim
vloZzeno cca 35 bezkiidlych partenogenetickych samicek mSice broskvonove.
Samicky byly umistény pfednostné na stfedovou Zzilu listu (samicky zde setrvavaly
daleko lépe a nerozlézaly se tak, jako kdyZ byly umistény na jinou ¢ést listové cepele
— subjektivni pozorovani).

List se samic¢kami byl polozen vrchni stranou na 2% vodni agar do Petriho misky (90
mm).

Po 24 hodinach byl list vyjmut z Petriho misky a pomoci ru¢niho tlakového
posttikovace oSetien suspenzi konidii danych izolatt.

Nasledné¢ byl list uloZzen do flow boxu k oschnuti.

Po oschnuti byl zkorigovan koncovy pocet samicek na listu, kdy bylo ponechano
pfesné 25 samicek.

Pro kazdou variantu (Botanigard, Mycotal, Preferal) byla pfipravena 3 opakovani po
25 jedincich (celkem 75 jedincil na variantu).

Kontrolni varianta byla pfipravena stejnym postupem, viz vyse, jen s tim rozdilem, ze
pro oSetfeni byl pouzit 0,05% roztok TWEEN 80, opét byla ptipravena 3 opakovani po
25 jedincich.
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= Inkubace probihala v 25 °C v podminkach bez pfistupu svétla po dobulO dnii.
= Hodnoceni probihalo 2., 4., 7. a 10. den od zalozeni testu.

5.3.2 Vysledky

Klicivost a vyvoj konidii

Hodnoceni kli¢ivosti a GI jednotlivych izolath ziskanych z preparatti bylo provedeno po
24 hodinach, kdy nebyl zjistén statisticky vyznamny rozdil mezi danymi izolaty (P>0,05) jak
Vv piipadé¢ hodnoceni kli¢ivosti, tak v hodnoceni GI. Hodnoty kli¢ivosti se pohybovaly

v rozmezi 97,67-99,00 %, hodnoty Gl pak v rozmezi 1,89 az 1,94.

Tabulka 5.5: Hodnoty kli¢ivosti a GI testovanych izolatti komerénich piipravki stanovené po
24hodinové inkubaci v teploté 25 °C

Izolat Kli¢ivost (%) Gl
Izolat pfipravku Botanigard ES 99,00-+0,82 1,94+0,27
Izolat pfipravku Mycotal 97,67+1,70 1,89+0,36
Izolat ptipravku Preferal ®@WG 98,33+1,25 1,92+0,33

Ucinnost na bezkiidlé partenogenetické samicky M. persicae

Utinnost byla sledovana 2., 4., 7. a 10. den biotestu. Druhy den od oSetieni byl zjistén
statisticky vyznamny rozdil v mortalité¢ samic¢ek M. persicae (F=76,213; df=3, 8; P=0,00000),
kde po osetieni bylo dosazeno timrtnosti 37,33 % pii pouziti izolatu ptipravku Mycotal,
32,00 % pfi oSetieni izolatem piipravku Botanigard a 20,00 % u varianty izolatu piipravku
Preferal, zatimco v kontrolni varianté¢ umrtnost sami¢ek M. persicae zaznamenana nebyla.
Infekce samicek 2. den od oSetfeni byla pozorovana jen u varianty, u které byl pouZit izolat
ptipravku Botanigard (6,67 %), kdy byl zjistén statisticky vyznamny rozdil (F=82,330; df=3,
8; P=0,00000) od variant zbylych testovanych izolatt, véetn¢ kontrolniho oSetfeni, u kterych
infekce pozorovana nebyla.

Nésledujici kontrolni den, tedy 4. den od oSetfeni, byl zjiStén statisticky vyznamny
rozdil (F=139,28; df=3, 8; P =0,00000) v hodnotdch mortality po oSetfeni izolaty danych
piipravkli od kontrolni varianty, nicméné mezi hodnotami u jednotlivych izolatd statisticky
rozdil zjistén nebyl. Hodnoty mortality samicek zpisobené jednotlivymi izolaty se
pohybovaly v rozmezi 88,00-89,33 %, zatimco u kontrolni varianty bylo dosazeno 6,67%
mortality samicek M. persicae. V hodnotach infekce byl statisticky vyznamny rozdil
(F=199,14; df=3, 8; P =0,00000) zjistén pouze mezi hodnotami ziskanymi danymi izolaty od
kontrolni varianty, pfi¢emz hodnoty vyvolané infekce byly v rozmezi 66,67-77,33 % (mezi
témito hodnotami statisticky vyznamny rozdil zjiSt€n nebyl), zatimco u kontrolni varianty
nebyla infekce pozorovana.

Sedmy den od zalozeni testu bylo po oSetfeni vSemi testovanymi izolaty komer¢nich
ptipravkli dosazeno 100% mortality samicek, zatimco v kontrolni varianté hodnota mortality
samiCek dosahla 12 %. Byl zde tedy zjistén statisticky vyznamny rozdil (F=1145,6; df=3, §;
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P=0,00000) pouze mezi vSemi hodnotami mortality vyvolané izolaty od hodnoty mortality
Vv kontrolni varianté. Infekce sami¢ek M. persicae byla pozorovana v rozpéti hodnot 98,67—
100 % u variant vSech izolati danych ptipravki, zatimco ve varianté kontrolni nebyly
pozorovany zadné nakazené samicky. Statisticky vyznamny rozdil (F=533,10; df=3, 8;
P=0,00000) byl opét zjistén pouze mezi skupinou vSech izolatl a kontrolni variantou.

Posledni kontrolni den (10. den), byla zaznamendna pouze zména hodnoty mortality
Vv kontrolni varianté, kdy byla zjisténa 17,33% mortalita samic¢ek M. persicae, jelikoz vsak jiz
7. den bylo dosazeno 100% mortality po aplikaci vSech izolati danych piipravki, byl zde opét
pouze statisticky vyznamny rozdil (F=4318,3; df=3, 8; P=0,00000) mezi izolaty testovanych
ptipravkl a kontrolni variantou. Co se hodnot infekce samicek tyce, nebyl zaznamenan zadny

rozdil mezi variantami, byly pozorovany naprosto stejné hodnoty jako 7. den od pocatku
testu.

Graf 5.38: Porovnani prib&hu mortality neoktidlenych partenogenetickych samicek
M. persicae po oSetfeni suspenzi izolati ziskanych z komerénich preparati Botanigard,
Mycotal a Preferal o koncentraci 1x 10° konidii/ml; inkubace v 25 °C, po dobu 10 dnii
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Graf 5.39: Porovnani priubéhu infekce neoktidlenych partenogenetickych samicek
M. persicae po oSetfeni suspenzi izolatd ziskanych z komerénich preparati Botanigard,
Mycotal a Preferal o koncentraci 1x 10° konidii/ml; inkubace v 25 °C, po dobu 10 dnti
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Vyvoj ndkazy u bezkridlych partenogenetickych samicek M. persicae vyjadieny pomoci
stupnice FDI po osetieni cCistych izolatii ziskanych z komercnich bioprepardatu

Prvni kontrolni den, tedy 2. den od zalozeni biotestu doséhl vyvoj nakazy stanoveny pomoci
stupnice FDI nasledujicich hodnot: izolat pfipravku Botanigard dosahl indexu 0,35; izolaty
piipravkll Preferal a Mycotal dosdhly indexu 0,2; respektive 0,19. V kontrolni varianté nebyla
pozorovana umrtnost, ¢i projev infekce, index FDI byl tedy roven 0. Statisticky vyznamny
rozdil (H, n=300y=27,70826; P=0,000) byl zjiStén pouze u izolatu piipravku Botanigard, ktery
se vyznamng¢ odliSoval od zbylych dvou izolath i kontrolni varianty.

Ctvrty den od oSetfeni dosahly hodnoty vyvoje nakazy u danych izolatd dle stupnice
FDI indext 1,59 (Botanigard), 1,41 (Preferal) a 1,28 (Mycotal), zatimco u kontrolni varianty
bylo dosaZeno hodnoty indexu FDI 0,07. Statistickou analyzou byla prokazéana statisticky
vyznamnd odliSnost (H 3, n=300=140,4450; P=0,000) kontrolni varianty od testovanych izolatt,
tzn., Ze se statisticky vyznamné odliSovaly vSechny izolaty pfipravki od kontrolni varianty,
nicméng¢ izolaty samotné se mezi sebou vyznamné nelisily.
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Graf 5.40: Vyjadfeni vyvoje nakazy pomoci stupnice FDI u neokfidlenych
partenogenetickych samicek M. persicae po osetfeni suspenzi izolatd ziskanych z komer¢nich
preparati Botanigard, Mycotal a Preferal o koncentraci 1x10° konidii/ml v pribéhu
10denniho biotestu; inkubace probihala v 25 °C
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Tteti kontrolni den, tedy 7. den od zaloZeni pokusu, byly zjistény nésledujici hodnoty
FDI u danych izolatd, a to sice 2,59 (Preferal), 2,49 (Botanigard) a 2,27 (Mycotal), v kontrolni
varianté byla stanovena hodnota indexu FDI 0,12. Statisticka analyza ukazala statisticky
vyznamny rozdil (H, n=300)=185,3540; P=0,000) kontrolni varianty od jednotlivych izolatu,
dale pak byl zjistén rozdil mezi izolaty ptipravku Mycotal a Preferal, jiné rozdily zjistény
nebyly.

Posledni kontrolni den (10. den) dosahla hodnota indexu FDI u izolati ptipravka
Botanigard a Preferal shodné¢ hodnoty 2,91, u izolatu ptipravku Mycotal bylo dosazeno
hodnoty FDI 2,69, zatimco v kontrolni varianté bylo dosaZzeno hodnoty indexu vyvoje ndkazy
dle stupnice FDI 0,17. Statistickd analyza prokézala statisticky vyznamny rozdil (Hg,
n=300)=218,6094; P=0,000) jak mezi kontrolni variantou a jednotlivymi izolaty, tak soucasné
I vyznamné rozdily mezi samotnymi izolaty, pouze v pfipad¢ izolatd ptipravku Botanigard
a Preferal statisticky vyznamny rozdil prokazan nebyl.
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5.4

Studie 4: Hodnoceni tucinnosti indigennich izolati entomopatogenni houby

Metarhizium anisopliae odizolovanych z ptid obhospodaiovavanych konvenénim
zpusobem zemédélstvi

5.4.1 Metodicky postup

Kultivace, priprava suspenze

Konidie testovanych izolatt byly ziskany pomoci plosné kultivace kultury na PDA
VvV 90mm Petriho miskach pfi teploté 20 °C v podminkach bez piistupu svétla po dobu
14 dnt.

Suspenze konidii byla nasledn€ pfipravena smytim spor z povrchu pln¢ vysporulované
kultury pomoci 0,05% roztoku TWEEN 80 a adjustovana na kone¢nou koncentraci
1x10°® konidii/ml, pomoci ,,Neubauerovy poéitaci komirky*.

Hodnoceni klicivosti

K posouzeni kli¢ivosti bylo pouzito standardniho laboratorniho testu kli¢ivosti, viz
Material a metodika, kdy byla pro kazdou variantu (tzn. izoldt) pfipravena
3 opakovani a v kazdém opakovéni bylo hodnoceno 100 spor (3x100 spor).
Hodnoceni bylo provedeno po 24 hodinach od zalozeni testu.

Kultivace na umélem Zivném substratu — stredové kultury

Kultivace stiedovych kultur probihala na umélém zivném mediu PDA, postup viz ¢ast
Material a metodika.

Pro kazdy izolat byla vyhodnocena 4 opakovani.

Kultivace probihala pfi teploté 10; 15 a 20 °C po dobu 3 tydnt bez pfistupu svétla.
Kultury byly vyhodnoceny: a) zjisténim praméru kultury (tzn. zméfeni 2 na sebe
kolmych rozmért, ze kterych byl vypocitan pramér kultury); b) kultura byla
homogenizovana ve sterilni destilované vode¢ se smacedlem (0,05% Tween 80), a poté
byla stanovena koncentrace pomoci pocitaci komurky a nasledné vypocitana vytéznost
konidii na kulturu.

Uéinnost na larvy potemnika moucného (T. molitor)

K posouzeni priibéhu ndkazy bylo pouzito standardniho laboratorniho testu, ktery nam
dovoluje nejen urcit uroven procentudlni kumulované mortality a infekce, ale zaroven
pomoci hodnotici stupnice FDI také ,,stupeni vyvoje* ndkazy, viz Material a metodika.
Inkubace probihala pfi teplote¢ 10; 15 a 20 °C v podminkach bez pfistupu svétla po
dobu 10 dnti.

Pro kazdou z variant/izolatl byla pfipravena 3 opakovani po 25 jedincich (celkem
75 jedinct na variantu véetné varianty kontrolni).

Hodnoceni probihalo kazdy den po dobu nasledujicich 10 dnii od zalozeni testu.
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5.4.2 Vysledky

V nasledujici kapitole jsou shrnuty vysledky hodnoceni vlastnosti houby M. anisopliae. Bylo
hodnoceno celkem 8 izolatl ziskanych v pribéhu monitoringu provadéného na zemédélskych
pudach obhospodatovavanych konvenénim zptisobem. Cilem prace bylo zjistit, zda je mozné
do urcité miry predvidat odliSnosti v kvalitativnich vlastnostech na zaklad¢ odliSnosti
v morfologii stfedovych kultur. Testy byly provadéné se zadmérem ohodnotit a vybrat
indigenni izolaty houby M. anisopliae, které by byly vhodné pro opétovnou aplikaci v ramci
biologické ochrany v jejich ptivodnim prostfedi. Pro porovnani byl spole¢né s nasimi izolaty
hodnocen kmen F 52, ktery tvoii u¢innou slozku preparatu Bio1020.

Hodnoceni klicivosti a vyvoje spor

Jako zakladni kvalitativni parametr byla hodnocena kli¢ivost spor po 24 a 48 hodinach.
Kli¢ivost byla sledovana ve vSech 3 testovanych teplotach, tzn. 10, 15 a 20 °C. Z tabulky 4.6
je zfejmé, Ze po 24 hodinach nebyly zjistény kli¢ivé spory u zadného z izolatu kultivovanych
v 10 °C, v této teplote¢ doslo k oddaleni kliCivosti, kterd byla zjiSténa az po 48 hodinach.
Hodnoty u jednotlivych izolatd byly vyrovnané, statisticky prokazatelné horsi kli¢ivost byla
zjisténa u izolatl s oznacenim 110108 a 110111, nejvyssi hodnota kli¢ivosti 44,67 % byla
zjisténa u izolatu 110112 (F=72,549; df=8, 18; P=0,0000). Pfi hodnoceni kli¢ivosti v 15 °C
vykazovaly hodnoty po 24 hodinach vyrazné statistické odliSnosti (F=56,301; df=8, 18;
P=0,0000) z dtivodu rozptylu hodnot 5,33 % (110108) — 46,67 % (110112). Po 48 hodinach
Vv této teploté dosdhly prokazateln€ nejnizSich hodnot izolaty 110108 (65,67 %) a 110111
(73,67 %), u ostatnich variant se pohybovala kli¢ivost v rozmezi 90,67-98,67 % (F=31,188;
df=8, 18; P=0,0000). Ve 20 °C byla jiz po 24 hodinach kli¢ivost spor 67-100 %, nejnizsi
hodnoty byly zjistény opét u izolatd 110108 a 110111, 100% klicivosti dosahly izolaty F 52
a 110110 (F=15,876; df=8, 18; P=0,0000). Po 48 hodinach byla kli¢ivost 95,33-100 %,
izolaty 110108 a 110111 dosahly prokazatelné nizSich hodnot neZ ostatni izolaty (F=42,133;
df=8, 18; P=0,0000).

Index vyvoje spor (tabulka 5.7.) vykazoval nejvyssi statistické odliSnosti mezi
jednotlivymi izolaty pii hodnoceni v 15 °C po 24 i 48 hodinach (prokazatelné nizsi hodnoty
po 24 hodinach dosahly izolaty 110105, 110106, 110108 a 110111 — Hg, n= 2700=323,3349,
P=0,000; po 48 hodinach pak izolaty 110106, 110108 a 110111 — Hg, n=2700=1470,280,
P=0,000). Naopak nejvyrovnanéj$i vyvoj byl zaznamenan ve 20 °C. Po 24 hodinach byl Gl
prokazatelné nizsi u izolatd 110108 (0,64) a 110111 (0,70) (Hg, n=2700=1947,369, P=0,000),

cv w7

cv v

(H(gv N=2700):19017543, P:0,000)
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Tabulka 5.6: Kli¢ivost jednotlivych izolati po 24 a 48hodinové periodé v danych teplotach

(prameér %=+SD)
Kéd irolty 24 hodin 48 hodin
10 °C 15°C 20 °C 10 °C 15°C 20 °C

F52 0+0,00 42,33+4,50 a 100+£0,00 a 39,67+1,89 a 94,33£1,70 ab 100+0,00 a
110102 0+0,00 36,67+2,87 a 99,33+0,94 a 41,33£2,05 a 95,67+1,25 ab 100+0,00 a
110105 0+0,00 16,33+3,40 bc  98,33+1,70 a 38,3343,68 a 97,00+1,63 ab 100£0,00 a
110106 0+0,00 19,67+3,09 b 98,00+2,16 a 37,67£2,49 a 90,67+1,70 b 100£0,00 a
110108 0+0,00 5,33+2,62 d 67,00£5,10 ¢ 8,6742,05 b 65,67£1,25 ¢ 95,33+2,05 b
110110 0+0,00 43,33+2,05 a 100+0,00 a 42,33+3,09 a 98,67+0,94 a 100+0,00 a
110111 0+0,00 10,00+1,63 cd 81,67+4,64 bc 12,33+1,24 b 73,67+4,78 ¢ 95,67£1,25 b
110112 0+0,00 46,67+2.87 a 95,33+3,86 ab 44,67+2,05 a 93,67+1,25 ab 100£0,00 a
110113 0+0,00 44,00£3,27 a 99,00+1,41 a 43,00£2,45 a 98,33£1,25 a 100+0,00 a

*Hodnoty ve stejném sloupci oznafené stejnym pismenem nejsou statisticky vyznamné odlisné, P<0,05
(ANOVA, Tukeyho test).

Tabulka 5.7: Index vyvoje jednotlivych izolati po 24 a 48hodinové periodé v danych

teplotach (primeér %+SD)

24 hodin 48 hodin
Kod izolatu
10°C 15°C 20°C 10 °C 15°C 20 °C

F52 0+0,00 0,28+0,36 1,99+0,10 0,21+0,30 1,73+0,56 2,00+0,00
110102 0+0,00 0,18+0,24 1,99+0,16 0,24+0,30 1,71+£0,50 2,00+0,00
110105 0+0,00 0,08+0,18 1,89+0,32 0,22+0,30 1,84+0,45 2,00+0,00
110106 0+0,00 0,10+0,20 1,93+0,31 0,22+0,30 1,01+0,50 2,00+0,00
110108 0+0,00 0,03+0,11 0,64+0,61 0,05+0,16 0,41+0,39 1,84+0,47
110110 0+0,00 0,29+0,39 1,97+0,26 0,23+0,29 1,77+0,45 2,00+0,00
110111 0+0,00 0,05+0,15 0,70+0,51 0,07+0,20 0,50+0,47 1,59+0,54
110112 0+0,00 0,24+0,25 1,81+0,50 0,25+0,30 1,55+0,65 2,00+0,00
110113 0+0,00 0,30+0,31 1,95+0,27 0,32+0,36 1,87+0,37 2,00+0,00
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Tabulka 5.8: Vicenasobné porovnani primérného poradi hodnot GI, stanovenych pii hodnoceni konidii 24 a 48 hodin od zaloZeni testu
kli¢ivosti danych izolati entomopatogenni houby M. anisopliae o koncentraci 1x10° spor/ml v jednotlivych teplotach

10°c® ¢ 15oc” 20"
[ 0 © [e°) o — (] ™ [ To) © o] o — ~ ™ ] 7o) © © o — o~ ™
o~ =] o o S — — — — o o o o oS — — — — I o [=1 = S — — — —
Kéd izolatu L s 3 8 3 & & & 8 w3 8 3 & 38 & &8 ©° L3 8 3 8 &8 8 &8 8
L — — — — — — — — L — — — — — — — — L — — — — — — — —
— — — — — — — — — — — — — — — — — — — — — — — —
24 hodin
F 52 *khkk *khkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *khkk *kkk *kkk *kkk
110102 *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *khkk *kkk *kkk *kkk *kkk *khkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *khkk *khkk *kkk *kkk *kkk *hkk *kkk *kkk
110105 *kkk *khkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *khkk *khkk *kkk *kkk *kkk
110106 *kkk *khkk *kkk *kkk *kkk *khkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *khkk *khkk *kkk *kkk *kkk *khkk *khkk *khkk *kkk *kkk *hkk *kkk *kkk
110108 *kkk *khkk *khkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *khkk *khkk
110110 *kkk *khkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *khkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *khkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk
1 101 1 1 *kkk *khkk *khkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *khkk *khkk *kkk *khkk *kkk
110112 *kkk *khkk *khkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kk*k *khkk *kkk *kkk *kkk *kkk *khkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk
1 101 13 *kkk *khkk *khkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *khkk *khkk *kkk *kkk *khkk
48 hodin
F 52 *khkk *khkk *kkk *kkk *hkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *khkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *khkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk
110102 *hkk *khkk *hkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *khkk *khkk *khkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *hkk *kkk *kkk
110105 *kkk *khkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *khkk *khkk *khkk *kkk *khkk *khkk
110106 *hkk *khkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kk*k *kk*k *kk*k *khkk *khkk *kkk *kkk *kkk *hkk *kkk *hkk *kkk *kkk *hkk *kkk *kkk
110108 *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *khkk *khkk *khkk *kkk *kkk *hkk *kkk *hkk *kkk *hkkk *hkkk *khkk *kkk *kkk *khkk *khkk
110110 *hkk *khkk *khkk *hkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kk*k *kk*k *kk*k *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk
110111 *kkk *khkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *khkk *kkk *kkk *kkk *kkk *hkk *kkk *hkkk *hkkk *khkk *khkk *kkk *khkk *kkk
1 101 12 *hkk *kkk *kkk *kkk *hkk *hkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kk*k *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk
l 101 13 *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *khkk *kkk *kkk *hkkk *hkkk *kkk *khkk *kkk *kkk F*khkk

a b c

Hodnoceni po 24 hodinach: ~Kruskal-Wallistv test: Hg, n=2700=0,000000, P=1,000; ~Kruskal-Wallistv test: H, n=2700=323,3349, P=0,000; Kruskal-Wallistv test: H, n=2700=1947,369, P=0,000
d e f

Hodnoceni po 48 hodinach: ~Kruskal-Wallistv test: Hg, n=2700=190,7543, P=0,000; ~Kruskal-Wallistv test: Hg, n=2700=1470,280, P=0,000; Kruskal-Wallistv test: Hg n=2700=1173,354, P=0,000

****Neni signifikantni rozdil variantami; **** Je signifikantni rozdil mezi variantami
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Radialni rust stredovych kultur a vytéznost spor

Radidlni rast stfedovych kultur byl rovnéz hodnocen ve vSech tiech teplotach. Mezi
jednotlivymi izolaty byly statisticky prokazatelné odlisnosti (tabulka 5.9.). V 10 °C byly
nejmensi sttedové kultury vytvorené u izolatd 110111 a 110108 (pramér kultury 3,25 mm),
naopak nejveétsi kultury tvofil kmen F 52 (primér kultury 11,63 mm) (F=432,21; df=8, 63;
P=0,0000). Srostouci teplotou rostla i velikost kultur. V 15 °C se rozmezi pruméru
jednotlivych kultur pohybovalo od 14,75 mm (izolat 110111) do 31,13 mm (kmen F 52).
Mezi jednotlivymi hodnotami byly prokazatelné statistické¢ odlisSnosti (F=475,16; df=8, 63;
P=0,0000). Statisticky rozdilné hodnoty byly i ve 20 °C (F=193,77; df=8, 63; P=0,0000),
nejmensi pramér kultur byl stejné jako v 15 °C naméfen u izolatu 110111 (32,38 mm)
a nejvetsi u izolatu 110106 a kmene F 52 (50,00 a 49,63 mm).

Vytéznost spor v 10 °C nebyla u Sesti vzorki hodnotitelnd z divodu nedostate¢né
sporulace kultur (tzn. sporulace pod rozliSovaci moznosti hemacytometru). Mezi tfemi
hodnocenymi izolaty byly prokazatelné odlisnosti (F=17464; df=8,27; P=0,0000). Rovnéz
v dalSich dvou teplotach byly hodnoty statisticky odlisné. V 15 °C byla nejniz8i hodnota
vyt&znosti zjisténa u izolatd 110111 a 110110 (4,28 a 4,23x10" spor/kulturu) a nejvyssi
uizolatu 110112 (4,43><108 spor/kulturu) (F=2050,5; df=8, 27; P=0,0000). Stejné¢ jako
(1,20 a 1,28x10° spor/kulturu) a nejvyssi u izolatd 110112 a 110106 (1,88 a 1,58x10°
spor/kulturu) (F=600,34; df=8,27; P=0,0000).

Tabulka 5.9: Radialni rast a sporulace jednotlivych izolati po 3tydenni kultivaci na zivné
pudé PDA (primér %+SD)

10 °C 15 °C 20 °C
Kéd izolatu Pocet spor na Velikost Pocet spor na Velikost Pocet spor na Velikost

kulturu kultury (mm) kulturu kultury (mm) kulturu kultury (mm)
F 52 52340,33x10° a  11,63#048 a  2,66+£0,11x108 ¢ 31,13#0,78 a  124+£0,09x10° b  49,63+1,49 a
110102 2,16+0,23x10° b 10,88+0,33 b 2,63+0,10x10° ¢  24,88+0,78 b  1,16+0,10x10° b  44,25:1,79 d
110105 0+0,00 d 9,50+0,50 ¢ 3,36i0,14><108 b 22,50+0,50 ¢ 3,89i0,45><108 d 46,25+0,66 bc
110106 0£0,00 d  9,1330,33 cd 3,53+0,16x10° b  2500£1,00 b  1,58£0,02x10° a  50,00£0,50 a
110108 0:0,00 d  325:043 e  6,63£0,27x10" d  1588+0,60 e  3,01+021x10° e  37,00£1,12 e
110110 0+0,00 d 11,00+0,00 ab 4,23i0,10><107 f 22,63+0,48 ¢ 1,28i0,09><108 f 44,75+1,30 cd
110111 0+0,00 d 3,25+0,43 e 4,28i0,16><107 f 14,75+0,66 e 1,20i0,06><108 f 32,38+0,48 f
110112 6,00£1,54x10% ¢ 8753043 d  443+0,18x10° a  30,3840,48 a  1,88+0,09x10° a  47,00£0,50 bc
110113 0:0,00 d  9,75+0,43 ¢  547+0,18x10" e  19,13+0,78 d  6,6040,58x10° ¢  37,88+1,62 e

* Hodnoty ve stejném sloupci oznacené stejnym pismenem nejsou statisticky vyznamné odlisné, P<0,05
(ANOVA, Tukeyho test).
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Mortalita, infekce a vyvoj houby na larvdch T. molitor

Hodnoceni probihalo denné po dobu 21 dnti. Statistické zhodnoceni vysledkl bylo provedeno
po 7, 14 a 21 dnech. V 10 °C (grafy 5.41.) byly prvni znamky mortality pozorovany 17. den,
kdy, s vyjimkou izolatd 110108, 110111 a 110113, byly zaznamenany hodnoty v rozmezi
1,33-5,33 % mrtvych jedincl, a rozdily tykajici se vyvolané kumulované mortality
V nasledujici dny byly mezi jednotlivymi izolaty velmi vyrazné. Izolat 110108 zpiisobil prvni
mortalitu jedinci 18. den (17,33 %), u izolatu 110111 byli prvni mrtvi jedinci pozorovani
19. den (2,67 %) a az 21. den byli zjiSténi mrtvi jedinci (6,67 %) po oSetieni larev suspenzi
konidii izolatu 110108. Po 21 dnech byly nejvyssi hodnoty mortality vyvolané kmenem F 52
(96 %) a byly statisticky shodné s mortalitou zptisobenou izolaty 110102 a 110112 (85,33 %)).
pouhych 6,67 % (F=75,686; df=9, 20; P=0,0000). Co se tyka vyvolané infekce (grafy 5.42.)
na larvach T. molitor, byl prubéh obdobny jako pribéh mortality. Stejné jako u hodnot
mortality byli prvni infikovani jedinci zaznamenani 17. den (1,33 %), avSak pouze u larev
oSetfenych suspenzi konidii izolatu 110102. U zbylych izolath, s vyjimkou izolati 110108
a 110111, byli zaznamenani prvni infikovani jedinci 18. den, kdy se hodnota infekce
pohybovala v rozmezi 4-18,67 %. Izolaty 110108 a 110111 zpusobily prvni viditelné znamky
infekce jedinct (4 %, resp. 5,33 %) az 21. den. U vétSiny izolatd (kromée izolatd 110108
a110111) nebyly po 21 dnech inkubace zjistény rozdily mezi poctem zjevné infikovanych
jedinct. Hodnoty se pohybovaly v rozmezi 50,67-66,67 % (F=55 437; df=9, 20; P=0,0000).
Prokazateln¢ nizsi hodnoty doséahl izolat 110108 a izolat 110111.

Prvni, i kdyz ojedinélé, znamky onemocnéni larev T. molitor, hodnoceno dle stupnice
FDI, se objevily jiz po 4 dnech biotestu (grafy 5.43.), jednalo se 0 melaniza¢ni skvrny na
povrchu larev oSetfenych suspenzi konidii izolatu 110112. U ostatnich izolatl, s vyjimkou
izolath 110108 a 11011, byly prvni znamky ndkazy pozorovany 5. den. U izolath 110108
a 110111 se prvni pfiznaky onemocnéni objevily az 12. den. Sedmy den, opét s vyjimkou
izolatd 110108 a 110111, se vyvoj nakazy larev, dle stupnice FDI, pohyboval v rozmezi
hodnot 0,31-0,47, 14. den pak bylo dosazeno hodnot, jiz pro vSechny testované izolaty,
v rozmezi 0,02-0,50. Po ukonceni biotestu (21.den) byl FDI u jednotlivych variant
vyrovnany, dosahoval hodnot 1,1-1,27. Pouze u izolatl 110108 a 110111 byly hodnoty FDI
0,27 a 0,29. Statistické hodnoceni vyvoje nékazy je znazornéno v tabulce 4.10. Primérné
,Hkritické® hodnoty 1,50 ve vyvoji nakazy, dle stupnice FDI po 21 dnech inkubace v 10 °C,
nebylo dosaZeno ani u jednoho z testovanych izolati. V kontrolni varianté nebyly po celou
dobu inkubace zaznamenany zadné znamky mortality, a ani infekce larev.
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Grafy 5.41: Grafické znazornéni prubéhu kumulované mortality, ktery byl sledovan u larev T. molitor po oSetfeni suspenzi konidii danych
izolath entomopatogenni houby M. anisopliae o koncentraci 1x10° spor/ml b&hem 21denniho biotestu v 10 °C. Vyvoj je vyjadfen pomoci dvou

grafii pro danou charakteristiku (Az; Az)
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Grafy 5.42: Grafické znazornéni prubéhu infekce, ktery byl sledovan u larev T. molitor po oSetieni suspenzi konidii danych izolata
entomopatogenni houby M. anisopliae 0 koncentraci 1x10° spor/ml béhem 2 1denniho biotestu v 10 °C. Vyvoj je vyjadien pomoci dvou grafii pro

danou charakteristiku (B1; B>)
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Grafy 5.43: Grafické znazornéni vyvoje FDI, ktery byl sledovan u larev T. molitor po oSetfeni suspenzi konidii danych izolatt entomopatogenni
houby M. anisopliae o koncentraci 1x10° spor/ml b&hem 21denniho biotestu v 10 °C. Vyvoj je vyjadfen pomoci dvou grafdi pro danou
charakteristiku (Cy; Cy)
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V 15 °C (grafy 5.44) se zacala mortalita objevovat jiz 6. den biotestu, a to u izolatl
110105 a 110110, kdy bylo pozorovano 1,33 %, resp. 2,67 % mrtvych larev, u zbylych izolati
byly prvni znamky mortality pozorovany od 8. do 12. dne. Nicméné jiz 11. den byla dosazena
100% mortalita larev po oSetfeni suspenzi konidii izolatu 110102. Po 12 dnech doséhly témér
vSechny izolaty 100% mortality (98,67 % pro F 52; 97,33 % pro 110105), vyjimku tvofily
varianty hodnotici u¢innost spor izolati 110108 a 110111 (4%, resp. 5,33% mortalita
jedincti). Po 14 dnech vykazovaly izolaty 110108 a 110111 stale prokazatelné niz§i hodnoty
mortality larev (F=402,93; df=9, 20; P=0,0000), oproti vSem ostatnim izolatim, a to 52
a 33,33 %, zatimco hodnota mortality larev ostatnich izolati doséhla shodn¢ 100 %. Izolat
110111 vykazal 100% mortalitu larev 19. den, zatimco izolat 110108 po 21 dnech inkubace
zpusobil 81,33% mortalitu jedinci a vyznamné se tak odliSoval od ostatnich izolatd
(F=271,29; df=9, 20; P=0,0000). V kontrolni variant¢ byly pozorovany prvni znamky
mortality jedinct 13. den (1,33 %), zatimco po 21denni inkubaci bylo dosazeno 4% mortality
larev. Prvni zjevné infikovani jedinci (grafy 5.45.) se objevili u izoldtu 110110 7. den
biotestu, kdy byla pozorovana 4% infekce larev. Pro izolaty (F 52, 110102, 110105, 110106,
110113) byly prvni pfiznaky mortality pozorovany 9. den v rozmezi 1,33—-16 % pftipadl, pro
izolat 110112 pak v 32 % piipadu 10. den, pro izolaty 110108 a 110111 12., resp. 13. den,
kdy mortalita larev byla zjisténa v 1,33 % piipadi. Po 14 dnech dosahly hodnoty ukazatele
100 %, pouze u izolati 110108 a 110111 byly hodnoty prokazatelné nizsi (4 %, resp. 16 %,
F=305,79; df=9, 20; P=0,0000). Jiz 12. den zpusobily izolaty 110102, 110112 a 110113 100%
mortalitu larev. Stejn¢ jako po 14 dnech, tak i po 21 dnech biotestu byla hodnota niz$i nez
100 % pouze u variant oSetfenych sporami izolatd 110108 a 110111 a dosahovala shodné
hodnoty 80 % (F=321,00; df=9, 20; P=0,0000). V kontrolni varianté nebyly zaznamenany
zadné ptiznaky infekce.

Pfi hodnoceni vyvoje houby, za pouziti stupnice FDI, na larvach T. molitor (grafy
5.46.) byly u vSech variant (mimo izolatd 110108 a 110111) zjistény projevy v podobé
melaniza¢nich skvrn jiz po 4 dnech biotestu, prvni piiznaky nakazy u izolatu 110108
all0111 se objevily 8., resp. 9. den. Sedmy den se hodnoty vyvoje nakazy pohybovaly
z rozmezi 0,50-0,54. Ctrnacty den byly hodnoty FDI nejnizsi u izolatd 110108 a 110111
(0,84, resp. 0,69), u ostatnich izolatt bylo dosazeno hodnoty ve vyvoji nakazy 1,67-1,95. Po
21 dnech jiZ mycelium na povrchu vétSiny larev sporulovalo, primérné hodnoty FDI byly
2,52-2,88, hodnota FDI u izolatu 110108 doséhla 1,66 a u izolatu 110111 pak 1,69.
,Kriticka® hodnota 1,50 ve vyvoji ndkazy byla dosaZena 12. den u larev oSetfenych suspenzi
konidii izolath 110102, 110112 a 110113, izolaty F 52 a 110106 dosahly tento den shodné
»pouze* hodnoty FDI 1,49. Ostatni izolaty dosahly ,kritické* hodnoty 1,50 v nasledujicich
dnech: izolat 110105 mezi 12. a 13. dnem, izolat 110108 mezi 19. a 20. dnem, izolat 110110
mezi 11. a 12. dnem a izolat 110111 mezi 18. a 19. dnem.
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Grafy 5.44: Grafické znazornéni prubéhu kumulované mortality, ktery byl sledovan u larev T. molitor po oSetfeni suspenzi konidii danych
izolath entomopatogenni houby M. anisopliae o koncentraci 1x10° spor/ml b&hem 21denniho biotestu v 15 °C. Vyvoj je vyjadfen pomoci dvou

grafii pro danou charakteristiku (Asz; As)
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Grafy 5.45: Grafické znazornéni prubéhu infekce, ktery byl sledovan u larev T. molitor po oSetieni suspenzi konidii danych izolata

entomopatogenni houby M. anisopliae 0 koncentraci 1x10° spor/ml béhem 2 1denniho biotestu v 15 °C. Vvoj je vyjadien pomoci dvou grafii pro

danou charakteristiku (Bs; By)
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Grafy 5.46: Grafické znazornéni vyvoje FDI, ktery byl sledovan u larev T. molitor po oSetfeni suspenzi konidii danych izolatti entomopatogenni
houby M. anisopliae o koncentraci 1x10° spor/ml b&hem 21denniho biotestu v 15 °C. Vyvoj je vyjadfen pomoci dvou grafdi pro danou
charakteristiku (Cs; Cy)
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Mortalita (grafy 5.47) se zacala objevovat 4. den biotestu u izolatd 110102 a 110110,
kdy byla mortalita pozorovana shodné v 2,67 % piipadd. Ostatni izolaty (vyjma izolatd
110106, 110108 a 110111) zptisobily prvni pfiznaky mortality 5. den, kdy se mortalita
pohybovala Vv rozmezi 828 % pfipadi (vcetné izolatd 110102 a 110110). Pro 110106,
110108 a 110111 byly prvni pfiznaky mortality pozorovany 6. den (2,67-5,33 %). Po 7
dnech byly hodnoty kumulované mortality prokazateln¢ odlisné (F=145; df=9, 20; P=0,0000)
a pohybovaly se v rozmezi 21,33-100 %, kde 100% mortality larev bylo dosazeno po oSetieni
suspenzi konidii izolatd 110102 a 110105, izolaty F 52, 110110 a 110112 dosahly shodn¢
hodnoty mortality 98,67 %, izolat 110113 pak hodnoty 97,33 %. Pro zbylé izolaty byly
hodnoty mortality pozorovany v rozmezi 21,33-28 %. Osmy den bylo u vSech variant
(s vyjimkou izolatu 110108 a 110111) dosazeno hodnoty mortality téméf 100 %, pouze izolat
110106 vykazoval hodnotu nizsi (96 %), izolaty 110108 a 110111 dosahly 100% mortality
jedinct 18., resp. 16. den. Ve srovnani provedeném po 14 a 21 dnech nebyly mezi
jednotlivymi variantami nalezeny prokazatelné rozdily (P>0,05). V kontrolni varianté byly
prvni zndmky mortality zjiStény 14. den (1,33 % piipadl), po 21 dnech dosihla mortalita 8 %.
Prvni infikovani jedinci byli pozorovani jiz 4. den u larev oSetienych suspenzi konidii izolatu
110102 (2,67 %), v ptipad¢ ostatnich izolath (opét jako v ptipadé mortality vyjma izolatd
110106, 110108 a 110111) byly prvni pfiznaky infekce zjistény 5. den, kdy se infekce
pohybovala v rozmezi 5,33-25,33 % ptipadt. Pro 110106, 110108 a 110111 byly prvni
nalezy infikovanych jedincti pozorovany znovu 6. den (2,674 %). Stejn¢ jako u mortality,
i Umnozstvi zjevné infikovanych jedinci (grafy 5.48.) byly zjistény prokazatelné rozdily
pouze po 7 dnech biotestu, kdy prokazatelné nizsi pocet byl zjistén u izolatd 110106, 110108
a 110111 (F=92051; df=9, 20; P=0,0000). Osmy den byla infekce po pouziti izolatd F 52,
110102, 110105, 110112 a 110113 zjisténa u 100 % ptipadi, pro izolaty 110106 a 110110
pak 96 %, resp. 98,67 % ptipadi. Izolaty 110108 a 110111 pak, jako v ptipadé mortality,
100% infekce dosahly 18., resp. 16. den. V kontrolni variant¢ nebyly pozorovany zadné
ptiznaky infekce. Prvni znamky nékazy (grafy 5.49) se zacaly v podobé melaniza¢nich skvrn
objevovat jiz 2. den biotestu u vSech izolatd, s vyjimkou izolath 110106 a 110111. Sedmy den
jiz bylo u vétSiny variant patrné mycelium houby M. anisopliae (FDI 1,47-1,57), pouze
u variant 110106, 110108 a 110111 byly hodnoty nizsi (0,71-0,78). Ctrnacty den pak byla
pozorovana vétSina kadavert, na kterych bylo vysporulované mycelium (FDI 2,39-2,95).
Poslednim hodnocenim (21. den) bylo zjisténo, Ze hodnoty FDI jsou vyrovnané, v rozmezi
2,9-3,00. Primérné hodnoty FDI 3,00 bylo dosazeno 16. den u izolatd 110102 a 110105,
U ostatnich izolatd (vyjma izolatd 110108 a 110111) se pak hodnota FDI pohybovala
Vv rozmezi 2,95-2,99. Statistické rozdily ve vyvoji houby M. anisopliae na povrchu larev
T. molitor ve vSech hodnocenych teplotach jsou soucasti tabulek 4.10, 4.11, 4.12. Kriticka
hodnota FDI 1,50 byla dosazena u izolatii F 52 a 110102 mezi 6. a 7. dnem, u izolatt 110105
all10112 pak 7. den (izolat 110105 dosahl hodnoty FDI ,,pouze® 1,49), u izolath 110110
a 110113 mezi 7. a 8. dnem, izolat 110106 pak mezi 8. a 9. dnem a izolaty 110108 a 110111
pak 9-10. den.
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Grafy 5.47: Grafické znazornéni prubéhu kumulované mortality, ktery byl sledovan u larev T. molitor po oSetfeni suspenzi konidii danych

izolath entomopatogenni houby M. anisopliae 0 koncentraci 1x10° spor/ml béhem 21denniho biotestu ve 20 °C. Vyvoj je vyjadien pomoci dvou

grafii pro danou charakteristiku (As; Ag)
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Grafy 5.48: Grafické znazornéni prubéhu infekce, ktery byl sledovan u larev T. molitor po oSetieni suspenzi konidii danych izolata
entomopatogenni houby M. anisopliae 0 koncentraci 1x10® spor/ml bdhem 21denniho biotestu ve 20 °C. Vyvoj je vyjadien pomoci dvou grafii
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Grafy 5.49: Grafické znazornéni vyvoje FDI, ktery byl sledovan u larev T. molitor po oSetfeni suspenzi konidii danych izolatti entomopatogenni
houby M. anisopliae o0 koncentraci 1x10° spor/ml b&hem 2ldenniho biotestu ve 20 °C. Vyvoj je vyjadfen pomoci dvou grafii pro danou
charakteristiku (Cs; Cg)
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Tabulka 5.10: Vicenasobné porovnani prumérnych hodnot FDI, které bylo stanoveno pii hodnoceni larev T. molitor 7. den od oSetieni suspenzi
konidii danych izolati entomopatogenni houby M. anisopliae 0 koncentraci 1x10° spor/ml v jednotlivych teplotich

10°c? 15oC” 20 °c®

o o =] (=3 =] =] — — — — o o o o [=} o — — — — =) o~ o (=) =) S = — — -
K&d izolatu =] Yo} — pl — — ] — = = =1 Lo — — — — — — — — = o Pl Pl — Pl — — — —
= o o o o o o (=] (=] = o (=] (=] o (=] (=] o o = o o (=] o o (=] (=] (=]
S 5 — — — — — — — — S L — — — — — — — — S L — — — — — — — —
~ — — — — — — — — = — — — — — — — — < — — — — — — — —
kontrola dekkk  dkkk kkkk kkkk kkkk ko kkokk kkkk dekkk dokkk  kokkk dokkk kokkk kkkk kb kkkk kkkk kkkk dkkk  kkkk  kkkk  kkkk  kkkk  kkkk kokkk kkkk kkkk
F52 KKk dhkk  kkkk kkhk kkAK kkkk kkAR kkkk kkkk KKk dhkk  kkkk kkhk kkAk kkkk kkAR kkkk khkk KKk dkkk kkkk kkkh kkAk kkkk kAR kkkk khkk
110102 dkkk  Kkkk dkkk  kkkk  dkkk kkkk kkkk kkkk kokkok Kkkd kkkk dkkk  kkkk  kkkk kkkk ok kkkk kokkk dkkd kkkk dkkk  kkkk  dkkk kkkk kkkk kkkk kkkk
110105 dkkk  kkkk kkkk Kkkk  kkkk kkkk kkkk kkkk kkkk dkkk  Kkkk kkkk Khkk  kkkk  kkkk kkAkk kkkk khkk dkkk  kkkk kkhk dkkk kkkk kkkk kAR A kkkk kkkk
110106 dkkk  kkkk kkkk kkkok dekkk  kkkk  kkkk kkkk kokkok kkkdk  kkkk kkkk kkkk dokkk  kkkk  kkkk  kkkk  kkkk kkkk  kkkk  kkkk  kkkk dkkk  kkkk  kkkk kkkk kkkok
110108 dkkk  kkkk kkkk kkkk kkkk dkkk kkkk kkkk kkkk Kkkk  kkkk kkkk kkkA kkkk dkkk kkkk kkkk kkkk dkkk kkkk kkhk kkkA kkkKk Fkkk kkkh kkkk kkkk
110110 dkkk  kkkk kkkk kkkk kkkk kkkk kkkd  kkkk  Kkkk kkkd kkkk  kkkk kkkk  kkkk kekkok dkkk  kkkk  kkkk dokkdk  kkkk  kkkk  kkkk  kkkk kkkk dokkk  kkkk  kkkk
110111 dkkk  kkkk kkkk kkkk kkkk kkkk kkkk Kkkk Kkkk kkkk  kkkk kkkk kkkk kkkk kkkk kkkA Kkkk  kkkk dkkk  kkkk kkhk kkkk kkkk kkkk kkAk Khkk kkkk
110112 dkkk  kkkk kkkk kkkk ko kkkk kokkk kkkk Fokkk dkkdk kkkk  kkkk  kkkk kkkk kokkk kkkk kkokok Fkkk dokkk  kkkk  kkkk  kkkk  kkkk kkkk kkkk kkkok Kkkk
110113 Khkk  Kkkk  khkkk  Khkkk  khkkk  kkkk kkkk kkkk kkkk dhkkh  khkkk  kkkk  khkkk  khkk  kkkk kkkk khkk kkkk dkkh  Khkkk  Khkkk  khkkk  KAEE KAEE gkkk khkk kkkk

b
aKruskaI—Wallisﬁv test: H(g‘ N:750)=362,7366, PZO,OOO, Kruskal-Wallistv test: H(g‘ N:750):733122001 P=0,000, CKruskaI—WallisﬁV test: H(g‘ N:750):556,4093, P=0,000

****Neni signifikantni rozdil mezi variantami; **** Je signifikantni rozdil mezi variantami
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Tabulka 5.11: Vicenasobné porovnani prumérnych hodnot FDI, které bylo stanoveno pii hodnoceni larev T. molitor 14. den od oSetfeni
suspenzi konidii danych izolatd entomopatogenni houby M. anisopliae 0 koncentraci 1x10° spor/ml v jednotlivych teplotach

10 o 15oC” 20°c”

ot o [Te) © © o — ~N ™ < N [Tel © o] o — ~N ™ < o~ [Te) © [o'e] o — ~N ™
o o =] =] (=4 (=3 — — — — o o o o [=} [=} — — — — <) o~ o (=) o =) = — — -
K&d izolatu = 0 — — pl pl — — — — = Lo — — — — — — — — =1 o — Pl Pl — — — — —
c o o o o o o o o c o o o o o o o o c o o o o o o o o
I L — — — — — — — — S L — — — — — — — — S L — — — — — — — —
= B B — — - — — — = — — b b — — b — = — — — — — — B —
kontrola Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Fkkk Fkkk *kkk Fkkk Fkkk *kkk *kkk Kkkk *kkk *kkk *kkk *kkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk
F 52 Fkkk Kdhkk Kdhkk KKk *kkk Kdhkk Fkkk Fkkk Fkkk Kkkk Fkkk Fkkk Kkkk Kkkk Fkkk Kkkk Kkkk Kkkk Fkkk Kkkk Fkkk Fkkk Kkkk Fkkk Fkkk Fkkk Fkkk
110102 Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Fkkk Fkkk Fkkk *kkk Kdkkk Fkkk Kdkkk *kkk Kkkk *kkk *kkk *kkk Kkkk *kkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk
110105 Fkkk Fkkk Kdhkk KKk *kkk Kdhkk Fkkk Fkkk Fkkk Kkkk Kkkk Fkkk Kkkk Kkkk Fkkk Kkkk Kkkk Kkkk Fkkk Kkkk Kkkk Fkkk Kkkk Fkkk Fkkk Fkkk Fkkk
110106 Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Fkkk Fkkk Fkkk *kkk Kdkkk Fkkk Fkkk *kkk Kkkk *kkk *kkk *kkk Kkkk *kkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk
110108 Fkkk Fkkk *hkkk *hkkk Fkkk *kkk Fkkk Fkkk Fkkk Kkkk Kkkk Fkkk Fkkk *kk Fkkk Kkkk Kkkk Kkkk Fkkk Kkkk Kkkk Fkkk Fkkk Fkkk Fkkk Fkkk Fkkk
1 101 10 Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Fkkk Fkkk Fkkk *kkk Kdkkk Fkkk Fkkk Kdkkk *kkk *kkk *kkk *kkk Kkkk *kkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk
110111 KKk KKk *hkkk *hkkk KKk Fdhkk *hkkk Fkkk Fkkk *kkk Kkkk Fkkk Fkkk Kkkk Kkkk Fkkk Kkkk Kkkk Fkkk Kkkk Kkkk *kkhk Fkkk Kkkk *kkhk *kkhk *kkhk
1 101 12 Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk *kkk Kdkkk Kkkk Kkkk Kdkkk *kkk Kkkk *kkk dkkk Kkkk dkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk
110113 KKk KKk Fdhkk Fdhkk KKk *hkkk Fdhkk Fkkk Fkkk Kkkk Kkkk Fkkk Fhkk Kkkk Kkkk Fkkk Kkkk Kkkk Fkkk Kkkk Kkkk Fkkk *kkhk Kkkk Fkkk *kkhk Fkkk

a b c
Kruskal-Wallistv test: H(g‘ N:750)=698,7549, PZO,OOO, Kruskal-Wallistv test: H(g‘ N:750):586,2233, P=0,000, Kruskal-Wallistv test: H(g‘ N:750):478,036 P=0,000
****Neni signifikantni rozdil mezi variantami; **** Je signifikantni rozdil mezi variantami
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Tabulka 5.12: Vicenasobné porovnani pramérnych hodnot FDI, které bylo stanoveno pii hodnoceni larev T. molitor 21. den od oSetfeni suspenzi
konidii danych izolati entomopatogenni houby M. anisopliae 0 koncentraci 1x10° spor/ml v jednotlivych teplotich

10 o 15oC” 20 °c®

< o [T9) © © o — o~ ™ < N [Te) © © o — o~ ™ < o Te) © © o — o~ ™
© o =) =} S =} — b — — <} I o =} S =} =1 — — i <] o o o S =} — — — P
Kéd izolat = o — = — = — — — — = o — — — — — — — — = o — — — — — ~ ~ ~
zolatu = =) o =) o o o o o = o o o o o o o o = o o o o o o o o
S L — — — — — — — — S L — — — — — — — — S L — — — — — — — —
< — — — — — — — — < — — — — — — — — $ — — — — — — — —
kontrola F*hkkk *kkk F*hkkk *kkk F*hkkk *kkk F*hkkk *hkk *hkk *hkk *kkk *hkk *kkk *hkk Fkkk *hkk *kkk *kkk *hkk Fkkk *hkk *hkk Fkkk Fkkk *hkk Fkkk *hkk
F 52 *kkk *kkk F*hkkk *kkk F*hkkk dkkk F*kkk *kkk *kkk F*hkkk F*hkkk *kkk *hkkk *hkk Fkkk *hkk Fkkk Fkkk *hkk Fkkk *hkk *hkk Fkkk Fkkk *hkk Fkkk *hkk
110102 *kkk Kk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kk *kkk *kkk Kk *kkk *kkk Kk *kkk Kkkk *kkk Kkkk Kkkk *kkk *kkk *kkk *kkk Kkkk Kkkk *kkk Kkkk *kkk
110105 *kkk F*hkkk *kkk *kkk F*hkkk dkkk F*kkk *kkk *kkk F*hkkk *kkk F*hkkk *hkkk *hkk Fkkk *hkk Fkkk Fkkk *hkk *hkk Fkkk *hkk Fkkk Fkkk *hkk Fkkk *hkk
110106 *kkk Kk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kk *kkk *kkk Kk *kkk Kk *kkk *kkk Kkkk *kkk Kkkk Kkkk *kkk *kkk Kkkk *kkk Kkkk Kkkk *kkk Kkkk *kkk
110108 dkkk F*hkkk *kkk F*hkkk *kkk Kdkkk *hkkk *hkk *hkk F*hkkk *hkk F*hkkk *hkk F*hkkk Fkkk *hkk Fkkk Fkkk *hkk *hkk Fkkk *hkk *hkk Fkkk *hkk Fkkk *hkk
110110 *kkk Kk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kk *kkk *kkk Kk *kkk Kk *kkk Kkkk *kkk *kkk Kkkk Kkkk *kkk *kkk Kkkk *kkk *kkk Kkkk *kkk Kkkk *kkk
110111 *kkk F*hkkk *kkk F*hkkk *kkk F*hkkk *kkk *hkk *hkk Fhkkk *hkk F*kkk *hkk F*kkk *hkk F*kkk F*kkk *kkk *hkk *hkk F*kkk *hkk *hkk Kkkk F*kkk F*kkk *hkk
110112 *hkk K*hkkk *hkk K*hkkk *hkk *hkkk *hkk K*hkkk *hkk K*hkkk *hkk K*hkkk *hkk K*hkkk *hkk *hkkk *hkk *hkkk *hkk *hkk K*hkkk *hkk *hkk *khkhk K*hkkk *hkk *hkk
1 101 13 *kkk F*hkkk dkkk F*hkkk dkkk F*hkkk dkkk F*kkk *kkk F*kkk *kkk Fhkkk *kkk Fhkkk *hkk Fkkk *hkk Fkkk *hkk *hkk Kkkk *hkk *hkk F*kkk F*kkk *hkk F*kkk

a b C
Kruskal-Wallistv test: H(g‘ N:750)=412,1397, PZO,OOO, Kruskal-Wallistv test: H(g‘ N:750):562,3144, P=0,000, Kruskal-Wallistv test: H(g‘ N:750):715,2713, P=0,000
****Neni signifikantni rozdil mezi variantami; **** Je signifikantni rozdil mezi variantami
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5.5  Studie 5: Posouzeni ucinnosti vybranych izolati entomopatogenni houby Isaria
fumosorosea a jejich pasazi pres rizné Zivné substraty na larvy zavijete voskového
Galleria mellonella

5.5.1 Metodicky postup

Izolaty/pasadze entomopatogenni houby 1. fumosorosea
* Pro potieby této studie byl odizolovan kmen I. fumosorosea z komer¢niho produktu
PFR-97, jenz slouzil jako referen¢ni kmen.
» Ve studii byly porovnavany puvodni izolaty . fumosorosea 172 a 173, které

vykazovaly odli$nosti v morfologii.

= Dale byly porovnavany 50. pasaze puvodnich izolata (tj. 172 a 173), jez byly ziskany
pasdzovanim pies rozli€né zivné substraty, resp. Zivnd media (oznaceni jednotlivych
pasazi ve studii viz tabulka 5.13.). Celkem bylo provedeno 50 pasazi pro kazdou
z variant, kdy byly konidie po konidiogenezi pfenaseny z jedinci piedeslé pasaze
dotykem jedincii urCenych pro nasledné pasazovani, v ptipad¢ otrub a PDA byly
konidie ptedeslé pasdze preneseny inokulac¢ni klickou na zivny substrat/medium
uréeny pro naslednou pasaz.

Tabulka 5.13: Oznaceni jednotlivych pasazi puvodnich izolati entomopatogenni houby
I. fumosorosea

Kod pasaze

Substrat/zivna pada

Puvodni izolat 172 Puvodni izolat 173
otruby Hs Hso
B. tabaci Hio Has
A. gossypii His Hao
T. urticae Hao Has
PDA Has Hso

Kultivace, priprava suspenze
= Konidie byly ziskany kultivaci v podob¢ separa¢nich ¢ar na PDA v 90mm Petriho
miskach pfi teploté 20 °C v podminkéch bez ptistupu svétla po dobu 14 dni.
= Suspenze konidii byla nasledné pfipravena smytim spor z povrchu pln€ vysporulované
kultury pomoci 0,05% roztoku TWEEN 80 a adjustovana na konecnou koncentraci
1x10° konidii/ml, pomoci “Neubauerovy pocitaci komurky”.

Hodnoceni klicivosti
= Kposouzeni kli¢ivosti byl pouzit standardni laboratorni test kliivosti (viz Cést
Material a metodika), kdy byla pro kazdou variantu (referen¢ni kmen PFR-97/ptvodni
izolat/pasaz plivodniho izolatu) pfipravena 3 opakovéani a v kazdém opakovani bylo
hodnoceno 100 spor (3x100 spor).
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Ucinnost na larvy zavijece voskového (G. mellonella)
= K posouzeni pribé¢hu nakazy byl pouzit standardni laboratorni test (viz ¢ast Material a
metodika).
= Inkubace probihala v 20 °C v podminkéch bez ptistupu svétla po dobulO dnd.
» Pro kazdou z variant byla ptipravena 3 opakovani po 25 jedincich (celkem 75 jedinct
na variantu véetn¢ kontrolni varianty).
= Hodnoceni probihalo kazdy den po dobu nasledujicich 10 dnil od zalozeni testu.

5.5.2 Vysledky

Ve studii byly hodnoceny dva puvodni izolaty houby |. fumosorosea oznacené Cisly 172
a 173 a pasaze provedené pres 3 hostitelské druhy organismt (B. tabaci — Hjp a Has;
A. gossypii — His a Hag; T. urticae — Hyg @ Has), 1 pfirodni (otruby — Hs @ Hzp) a 1 umélé zivné
medium (PDA — Has a Hsp). Cilem studie bylo zjistit, zda n€kolikanasobnym pasazovanim
pfes rtiznd média dojde ke zméné ucinnosti ptivodnich izolatl a jejich pasazi. Jako referencni
kmen byl v této studii pouzit ¢isty kmen izolovany z komer¢niho biopreparatu PFR-97.

Klic¢ivost a vyvoj spor

Kli¢ivost spor byla hodnocena po 24 hodindch u vsech variant. Hodnoty se pohybovaly
v rozmezi 97-100 % a mezi jednotlivymi variantami nebyly zjistény statistické odliSnosti
(P>0,05). Stejn¢ tak ani u hodnot GI nebyly zjistény prokazatelné odlisnosti (P>0,05), zde se
hodnoty pohybovaly v intervalu 1,89-1,99.

Graf 5.50: Klicivost a vyvoj spor houby I. fumosorosea hodnocené po 24 hodinach
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Mortalita, infekce a FDI

Pribéh mortality a infekce byl prakticky shodny. Jedinymi vyjimkami byl u plvodniho
izolatu 172 3. a 4. den od pocatku biotestu, kdy mortalita 3. den byla 9,33 % a infekce 6,67 %
a 4. den byla mortalita 64 % a infekce 61,33%. U pivodniho izolatu 173 to pak bylo 3. den,
kdy mortalita byla 24 % a infekce 18,67 %. Budeme-li hodnotit prib&éh mortality larev po
oSetieni suspenzi konidii plvodnich testovanych izolatd a jejich 50. pasazi pres dané
substraty, pak zjistime, Ze prvni pfiznaky mortality larev byly shodné pro vSechny varianty
pozorovany 3. den, kdy nejvyssi hodnoty mortality larev (73,33 %) dosédhla kultura izolatu
172 ziskana pasazovanim pftes otruby (Hs), ¢ili hodnota zna¢né pfevySovala hodnoty mortality
jak ptvodnich izolatl, tak vSech ostatnich pasazi. Pivodni izolaty 172 a 173 doséahly 3. den
9,33 %, resp. 24 % mortality larev, pficemz prib¢h mortality byl nadale rychlejsi u izolatu
173, ktery 5. den dosahl hodnoty mortality larev 100 %, zatimco larvy po oSetfeni suspenzi
spor izolatu 172 vykazovaly 93,33% mortalitu a aZ néasledujiciho dne (6. den) byla
pozorovana 100% mortalita larev. Pokud se podivame na pribéh mortality larev oSetfenych
suspenzi konidii kultur ziskanych pasaZzovanim pies B. tabaci, A. gossypii a T. urticae, pak
zjistime, Ze prub¢h mortality larev byl v piipadé¢ kultur ziskanych pasazovanim pies B. tabaci
(H1o, H3s) a A. gossypii (His, Hao) pomalejsi nez mortalita larev zjisténa po oSetieni suspenzi
konidii ptivodnich izolati 172 a 173. Mortalita larev u pasaze Hjp dosdhla 5. den 34,67 %,
U pasaze Hjs pak 49,33 %. Prubéh mortality larev byl az do konce hodnoceni pomalejsi
U pasaze Hjo, kde byla 10. den pozorovana mortalita larev 88 % u pasaze Hio a 94,67 %
U pasaze His. Pokud se anlogicky podivame na pritbé¢h mortality larev pro pasaze izolatu 173,
pak zjistime, ze mortalita larev po oSetfeni suspenzi konidii pasdzi Hszs dosahla 5. den
82,67 %, u pasaze Hag pak 57,33 %. Nasledny pribéh mortality larev byl tedy také pomale;jsi,
nicméné i pres tento fakt bylo dosazeno 100% mortality larev v ptipadé pasaze Hss 8. den,
Vv ptipad€ pasaze Hao pak 9. den. Oproti pasazim Hjo a His, kde byl rychlejsi priitbéh mortality
larev pozorovan pro pasaz His (pasaZzovani pies A. gossypii), pti srovnani pasazi Hss a Hao,
byl naopak rychlejsi prubéh pozorovan pro pasaz Hss (pasazovani pies B. tabaci). Co se tyka
mortality larev oSetfenych suspenzi konidii z kultur ziskanych pasazovanin ptes T. urticae
(Hz20, Has), pak u pasaze Hy bylo 5. den dosazeno hodnoty mortality larev 84 %, 100%
mortalita larev byla nasledn€ pozorovana 7. den. U pasaze Hss byla zjisténa 98,67% mortalita
larev jiZ 4. a nasledné také 5. den, 100% mortality larev bylo dosaZeno 6. den. Mortalita larev
probihala v obou ptipadech (Hazo, Has) rychleji nez u kultur obou plivodnich izolati ziskanych
psazovanim ptes B. tabaci a A. gossypii. Srovnanim hodnot mortality larev u kultur ziskanych
pasazovanim pies ,,nezive* substraty (otruby, PDA) bylo zjist€no, ze u kultur ziskanych
pasazovanim ptes otruby (Hs, Hsp) bylo vysSich hodnot mortality larev dosazeno pro pasaz
Hs, kdy jiz 5. den byla pozorovana 100% mortalita larev, zatimco u pasaze Hszo to bylo 68 %
a 100% mortality larev bylo dosazeno 7. den. Hodnoty mortality larev u kultur obou
puvodnich izolath ziskanych pasazovanim pies PDA (Has, Hsp) dosahovaly shodné jiz 5. den
100 %. Jednoznacné nejrychlejsi prubéh mortality byl zjistén u larev oSetfenych suspenzi
konidii kmene PFR-97, jenz slouzil v pribéhu hodnoceni jako referenéni kmen.
U referencniho kmene byla pozorovana mortalita larev 94,67 % jiz 3. den, 100% mortality
bylo dosazeno 5. den. V kontrolni varianté byly prvni znadmky mortality larev pozorovany
6. den, posledni den byla hodnocenim zjisténa 14,67% mortalita larev.
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Tabulka 5.15: Mortalita larev G. mellonella zptisobena v 10dennim biotestu po oSetfeni suspenzi konidii houby I. fumosorosea o koncentraci
1x10° spor/ml v 20 °C, které byly pasaZovany pies riizné hostitele a média

Testovana Den

varianta 1. 2. 3. 4. 5. 6. 7. 8. 9. 10.
kontrola 0+0,00 0+0,00 0+0,00 d 0+0,00 g 0+0,00 f 1,33+1,89 f 8,00+3,27 d 10,67+1,89 d 12,00+0,00 d 14,67+1,89 d
PFR-97 0+0,00 0+0,00 94,67+1,89 a 98,67+1,89 a 100+0,00 a 100+0,00 a 100+£0,00 a  100+0,00 a 100+0,00 a 100+0,00 a
172 0+0,00 0+0,00 9,33+1,89 b-d 64,00+3,27 cd 93,33+1,89 b 100+£0,00 a 100£0,00 a  100+0,00 a 100+0,00 a 100+£0,00 a
173 0+0,00 0+0,00 24,00+£9,80 b 84,00+3,27 bc 100+£0,00 a 100+£0,00 a 100£0,00 a  100+0,00 a 100+0,00 a 100+£0,00 a
Hs 0+0,00 0+0,00 73,33£8,22 a 97,33+£3,77 a 100+£0,00 a 100+£0,00 a 100£0,00 a  100+0,00 a 100+0,00 a 100+£0,00 a
Hio 0+0,00 0+0,00 4,00+5,66 cd 12,00+£3,27 f 34,67+1,89 e 57,33+£1,89 e 77,33+£3,77 ¢ 80,00+6,53 c 88,00+3,27 ¢ 88,00+3,27 ¢
His 0+0,00 0+0,00 1,33+£1,89 cd 33,33+£1,89 ef 49,33£1,89 e 77,33+4,99 d 81,33+£3,77 ¢ 94,67+1,89 b 94,67£1,89 b 94,67£1,89 b
Hao 0+0,00 0+0,00 9,33+6,80 b-d 58,67+4,99 de 84,00+6,53 bc 92,00+3,27 bc 100+0,00 a  100+0,00 a 100£0,00 a 100£0,00 a
Has 0+0,00 0+0,00 29,33+6,80 b 96,00+4,99 ab 100+£0,00 a 100+£0,00 a 100£0,00 a  100+0,00 a 100+0,00 a 100+£0,00 a
Hao 0+0,00 0+0,00 9,33+8,22 b-d 36,00+£3,27 e 68,00+£3,27 d 97,33+1,89 ab 100£0,00 a  100+0,00 a 100£0,00 a 100+£0,00 a
Hss 0+0,00 0+0,00 6,67+3,77 cd 64,00+3,27 cd 82,67+4,99 ¢ 86,67+4,99 cd 90,67+3,77 b 100+0,00 a 100£0,00 a 100+£0,00 a
Hao 0+0,00 0+0,00 22,67£3,77 b 34,67+1,89 ef 57,33+1,89 de 64,00+£3,27 e 88,00+3,27 bc 93,33+1,39 b 100+0,00 a 100+0,00 a
Has 0+0,00 0+0,00 14,67+4,99 bc 98,67£1,89 a 98,67£1,89 a 100+0,00 a 100£0,00 a 100+0,00 a 100+0,00 a 100+0,00 a
Hso 0+0,00 0+0,00 6,67+1,89 cd 89,33+4,99 ab 100+£0,00 a 100+£0,00 a 100£0,00 a 100+0,00 a 100+0,00 a 100+0,00 a

ANOVA, Tukeyho test 0:<0,05: 3. den (F=35985; df=13, 28; P=0,0000); 4. den (F=81131; df=13, 28; P =0,0000); 5. den (F=248,6; df= 13, 28; P =0,0000); 6. den (F=163,18; df=13,
28; P =0,000); 7. den (F=282,94; df=13, 28; P =0,0000); 8. den (F=345,57; df= 13, 28; P =0,0000); 9. den (F=728,00; df=13, 28; P =0,0000); 10. den (F=583,35; df=13, 28; P =0,0000)
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Hodnoceni vyvoje nakazy za vyuziti stupnice FDI

Prvni pfiznaky nadkazy dle stupnice FDI byly pozorovany u vSech pasazi v rozmezi 0,11-0,45,
zatimco oba puvodni izolaty, tj. izolat 172 a 173, doséhly shodné primérné hodnoty indexu
0,50. Druhy den hodnoceni pak byla zjisténa primérna hodnota indexu 0,50 zjisténa u vSech
variant. Podivame-li se stejnym zplsobem na prib¢h nakazy jako na pribéhu mortality
nejprve na hodnoceni vyvoje nakazy u larev oSetfenych suspenzi konidii kultur ziskanych
pasazovanim pres B. tabaci, A. gossypii a T. urticae, pak zjistime, Ze prubéh vyvoje nakazy
larev v piipadé kultur ziskanych pasazovanim pies B. tabaci (Hio, Hzs) a A. gossypii (His,
Hyo) dosahl v ptipadé pasazi Hip a His 5. den primérné hodnoty indexu 0,90, resp. 1,15 oproti
primérné hodnot¢ indexu 1,73 u pivodniho izolatu 172. Desaty den hodnoceni pak dosahly
pramérné hodnoty indexu u pasaze Hjo hodnoty 2,43, u pasadze Hjs pak hodnoty 2,65, zatimco
u puvodniho izolatu bylo dosazeno primérné hodnoty indexu 2,92. Pro pasaze Hss a Hago byly
zjistény primérné hodnoty indexu 5. den 1,73, resp. 1,25, zatimco pivodni izolat 173 vykazal
hodnotu indexu vyvoje ndkazy 2,12. Posledni den hodnoceni, tedy 10. Den, bylo dosazeno
shodnych hodnot indexu v ptipad¢ pasdze Hap a plivodniho izolatu 173, a to sice hodnoty
3,00, nicméné tato hodnota byla zjist€éna v obou ptipadech jiz piedchozi, tedy 9. den
hodnoceni. V ptipadé¢ pasaZze Hzs bylo dosazeno primérmé hodnoty indexu vyvoje ndkazy
nizsi oproti obéma piedchozim uvedenym hodnotdm, a to sice hodnoty 2,89. Co se tyka
pasazi Hpp a Hgs, tedy pasazi pres T. urticae, byl zaznamenan vyvoj nakazy od 4. dne
hodnoceni rychlejsi, nez v ptipadé pasazi ptes B. tabaci a A. gossypii obou ptivodnich izolatd.
Péty den hodnoceni byly u pasadzi Hyg a Has zjistény pramérné hodnoty indexu vyvoje nakazy
1,64, resp. 2,25. Devaty den byla pro pasaze Hyg a Hys zjiSténa hodnota indexu shodné 3,00.

Pokud se podivame na pribé¢h indexu vyvoje ndkazy v piipadech, kde jako medium
pro pasdzovani bylo pouZito otrub, tedy pasdze Hs a Hzg, byla zjiSt€na 5. den primérna
hodnota indexu vyvoje nakazy 2,41, resp. 1,39. Jiz 7. den dosdhla hodnota indexu vyvoje
nakazy u pasdze Hs 3,00, zatimco hodnota indexu vyvoje ndkazy u pasaze Hjzp dosdhla
hodnoty 2,99 az 10. den hodnoceni. V piipadé pasazi Hys a Hsp, kde jako kultivaéni medium
bylo pouzito PDA, bylo 5. den hodnoceni dosaZzeno hodnoty indexu vyvoje nakazy 2,35, resp.
2,07. Zatimco pro pasaz Hys byla zaznamenana hodnota indexu vyvoje nadkazy 3,00 jiz 8. den
hodnoceni, pak pro pasdz Hzg bylo dosaZeno této stejné hodnoty den nasledujici, tedy 9.

Co se tykd pribchu ndkazy pozorované u referenéniho kmene PFR-97, byly prvni
pfiznaky pozorovéany jiz 1. den hodnoceni, kdy index vyvoje nakazy dosahl hodnoty 0,50.
Paty den hodnoceni pak byla zjisténa hodnota 2,56 a jiz 8. den pak hodnota indexu vyvoje
nakazy 3,00. V kontrolni varianté byly prvni pfiznaky (v tomto pfipadé mortality) pozorovany
4. den, 5. den bylo pak dosazeno hodnoty indexu vyvoje ndkazy 0,03, a posledni den
hodnoceni pak hodnoty 0,25.

Pokud budeme porovnavat pribéh nakazy prostym dosazeni ,kritické* hodnoty FDI
1,50, pak v piipadé¢ puvodnich izolatd 172 a 173 bylo této hodnoty dosazeno mezi 4.
a5. dnem, resp. mezi 3. a 4. dnem hodnoceni. V pfipad¢ pasazi pres B. tabaci (Hig, Hss),
A. gossypii (His, Hao) a T. urticae (Hzo, Has), bylo dosazeni hodnoty 1,50 zjisténo mezi 6.
a 7. dnem v pripadé pasaze Hio, mezi 5. a 6. dnem v ptipad¢ pasaze His a mezi 4. a 5. dnem
Vv pfipad¢ pasdze Hyy. Co se tyCe pasazi puvodniho izolatu 173, bylo dosazeni kritické
hodnoty 1,50 pozorovano mezi 4. a 5. dnem v pfipad¢ pasaze Hss, mezi 3. a 4. dnem v piipadé
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pasaze Hyo a mezi 3. a 4. dnem v piipadé pasaze Hso. U pasazi Hs a Hgp, tedy pasazi, kde jako
medium pro pasadzovani slouzily otruby, byla hodnota indexu vyvoje nakazy 1,50 dosazena
mezi 3. a 4. dnem, resp. mezi 5. a 6. dnem. V piipadé pasazi kde jako medium pro pasazovani
slouzilo PDA, tedy pasazi Hzs a Hsp, bylo hodnoty indexu vyvoje 1,50 dosazeno shodné
V obou piipadech mezi 3. a 4. dnem.
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Tabulka 5.16: Vyvoj ndkazy na larvach G. mellonella v prubéhu 10denniho biotestu vyjadieny pomoci stupnice FDI po oSetfeni suspenzi
konidii houby I. fumosorosea o koncentraci 1x10° spor/ml v 20 °C, které byly pasaZovany pfes rizné hostitele a média

Testovana Den

varianta 1. 2. 3. 4. 5. 6. 7. 8. 9. 10.
kontrola 0,00+0,00 0,000,00 0,00+0,00 0,01+0,08 0,03+0,12 0,09+0,21 0,16+0,31 0,20+0,34 0,21+0,35 0,25+0,38
PFR-97 0,50+0,00 0,50+0,00 1,45+0,22 1,95+0,20 2,56+0,26 2,95+0,15 2,99+0,08 3,00+0,00 3,00+0,00 3,00=0,00
172 0,50+0,00 0,50+0,00 0,56+0,20 1,19+0,58 1,73+0,48 2,01+0,19 2,27+0,27 2,66+0,26 2,81+0,24 2,92+0,18
173 0,50+0,00 0,50+0,00 0,71+0,39 1,58+0,57 2,12+0,30 2,59+0,32 2,84+0,23 2,95+0,15 3,00+0,00 3,00+0,00
Hs 0,45+0,15 0,50+0,00 1,25+0,46 1,87+0,32 2,41+0,21 2,83+0,24 3,00+0,00 3,00+0,00 3,00+0,00 3,00+0,00
Haio 0,19+0,24 0,50+0,00 0,54+0,20 0,62+0,32 0,90+0,57 1,30+0,74 1,69+0,71 2,07+0,86 2,41+0,84 2,43+0,83
His 0,27+0,25 0,50+0,00 0,51+0,11 0,83+0,47 1,15+0,68 1,72+0,68 2,07+0,76 2,58+0,74 2,63+0,72 2,65+0,71
Hao 0,11+0,20 0,50+0,00 0,59+0,28 1,12+0,53 1,64+0,57 2,11+0,61 2,63+0,41 2,96+0,14 3,00+0,00 3,00=0,00
Has 0,43+0,17 0,50+0,00 0,77+0,44 1,77+0,35 2,35+0,27 2,75+0,25 2,97+0,12 3,00+0,00 3,00+0,00 3,00=0,00
Hao 0,05+0,15 0,50+0,00 0,59+0,29 0,88+0,52 1,39+0,66 1,88+0,34 2,33+0,30 2,67+0,31 2,95+0,15 2,99+0,08
Has 0,37+0,22 0,50+0,00 0,57+0,25 1,21+0,56 1,73+0,65 1,95+0,69 2,34+0,69 2,69+0,51 2,81+0,47 2,89+0,30
Hao 0,35+0,12 0,50+0,00 0,64+0,36 0,87+0,41 1,25+0,52 1,46+0,56 2,31+0,46 2,73+0,51 3,00+0,00 3,00+0,00
Has 0,21+0,25 0,50+0,00 0,65+0,35 1,75+0,33 2,25+0,37 2,69+0,34 2,83+0,27 2,98+0,10 3,00+0,00 3,00+0,00
Hso 0,44+0,16 0,50+0,00 0,57+0,25 1,57+0,44 2,07+0,23 2,31+0,35 2,69+0,28 2,88+0,21 3,00+0,00 3,00+0,00
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Tabulka 5.17: Vicenasobné porovnani pramérnych hodnot FDI, které bylo stanoveno pii hodnoceni larev G. mellonella 1. a 2. den po oSetfeni
suspenzi konidii houby I. fumosorosea o koncentraci 1x10° spor/ml v 20 °C, které byly pasazovany pfes riizné hostitele a média

b
2. den

=
kontrola | o
[1°]
=}

~ < ~
Testovana @ o~ Y 0 = 0 S 0 g 8 2 © 2 ] @ o~ ™ o =] 0 2 9 3 3 2 © 3

o N < £ S B 8 & 8 8 QL 2 3 = o N < £ S ] I 8 8 8 < Q 3
varianta r 5 5 r £ I T T I I I T s F 5 S r ©r £ T T I I I T

o < a
kontrola Fdkk dkkdk kkkk Rk kkkk kokkk Ak ek ek ko kkkk kkkk ek Kdkkk kkkk dkkkk dkkkk kekkk kekkok Jkkk  kkkk kkkk kkkk kkkk kokkk kkkk
PFR-97 o dkkk  kkkk Kk kRAR ko kkAk AkAk kAkk ko kkkk kkkk dekekk Fkkk dkkk kkkk kkkk  kkhk kkkk kAkh kAkh Kk kkkk kkkk kkkk ko
172 *kkk *hkk *hkk *hkk *kkk *hkk *hkk Fhkk *hkk *hkk *hkk *khkk Fhkk Fhkk Fkkk *hkk *hkk Fhkk Fhkk Khkk *hkk Khkk *hkk Fkkk Fkkk *hkk
173 *kkk *hkk Kkkk *hkk *kkk *hkk *hkk Fhkk *hkk *hkk *hkk *khkk Fhkk Fhkk Fkkk *hkk *hkk Fhkk Fhkk Khkk *hkk Khkk *hkk Fkkk Kk *hkk
H5 *kkk F*hkkk *kkk F*hkkk *kkk *kkk *hkkk F*hkkk F*hkkk *kkk *kkk *hkk *hkkk Fkkk Fkkk *hkk *hkk Fkkk Fkkk *hkk *hkk *hkk *hkk Fkkk Fkkk *hkk
HlO *kkk *hkk *kkk *hkk *hkk Fhkk Fhkk *hkk Fhkk *khkk *khkk *hkk *hkk Fhkk Fkkk *hkk *hkk *hkk Fhkk Khkk *hkk *hkk *hkk Fkkk Fkkk *hkk
H15 *kkk *hkk *kkk *hkk *hkk Kkkk *hkk Fhkk *hkk *hkk *khkk *hkk *hkk Fhkk Fkkk *hkk *hkk *hkk Fhkk Khkk *hkk *hkk *hkk Fkkk Fkkk *hkk
H20 *kkk F*hkkk *kkk F*hkkk F*hkkk dkkk F*kkk F*kkk Fkkk *hkk *hkk *kkk F*kkk F*kkk Fkkk *hkk *hkk *hkk Fkkk Fkkk *hkk *hkk *hkk F*kkk F*kkk *hkk
H25 *hkk K*hkkk *hkk K*hkkk K*hkkk *hkk K*hkkk K*hkkk K*hkkk *hkk *hkk *hkk K*hkkk K*hkkk *hkkk *hkk *hkk *hkk *hkkk K*hkkk *hkk *hkk *hkk K*hkkk K*hkkk *hkk
H30 *kkk F*hkkk *kkk F*hkkk F*hkkk *kkk F*kkk Fhkkk F*kkk *hkk *hkk *kkk F*kkk *kkk Fkkk *hkk *hkk *hkk Fkkk Fkkk *hkk *hkk *hkk F*kkk F*kkk *hkk
H35 *kkk F*hkkk *kkk F*hkkk F*hkkk *kkk Fhkkk F*kkk Fhkkk F*kkk *kkk *hkk Fkkk F*kkk Fkkk *hkk *hkk *hkk Fkkk Fkkk *hkk *hkk *hkk F*kkk F*kkk *hkk
H40 *hkk K*hkkk *hkk K*hkkk K*hkkk *hkk K*hkkk K*hkkk K*hkkk K*hkkk *hkk *hkk K*hkkk K*hkkk *hkkk *hkk *hkk *hkk *hkkk K*hkkk *hkk *hkk *hkk *hkk K*hkkk *hkk
H45 *kkk F*hkkk *kkk F*hkkk F*hkkk *kkk Fhkkk Fhkkk F*kkk Fhkkk *hkk *hkk F*kkk *kkk Fkkk *hkk *hkk *hkk Fkkk Fkkk *hkk *hkk *hkk *hkk F*kkk *hkk
H50 *hkk K*hkkk *hkk K*hkkk K*hkkk *hkk K*hkkk K*hkkk K*hkkk K*hkkk *hkk *hkk *hkk K*hkkk *hkkk *hkk *hkk *hkk K*hkkk K*hkkk *hkk *hkk *hkk *hkk K*hkkk K*hkkk

a b
Kruskal-Wallistv test: H(13, N=1050)=541,0076, P=0,000; Kruskal-Wallistv test: H(13, N=1050)=1049,0000, P=0,000

****Neni signifikantni rozdil mezi variantami; **** Je signifikantni rozdil mezi variantami
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Tabulka 5.18: Vicenasobné porovnani pramérnych hodnot FDI, které bylo stanoveno pii hodnoceni larev G. mellonella 3. a 4. den po oSetieni
suspenzi konidii houby I. fumosorosea o koncentraci 1x10° spor/ml v 20 °C, které byly pasazovany pfes riizné hostitele a média

3. dena 4, denb

s ~ < ™~
Testovand £ 2 & P » & = =& & 383 B 8 & 3 g 2 ¥ @ p S & & & B8 B 5 & 3
varianta E F & 5 £ £ £ £ £ I I T =T E £ & 5 £ £ £ £ £ I I T =T

X~ o ~ a
kontrola Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Fkkk Fkkk Fkkk Fkkk *kkk *kkk *kkk Fkkk Kkkk *kkk *kkk *kkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk
PFR_97 *hkkk *hkkk KKk KKk *kkk Fkkk Fkkk Fkkk Fkkk Kkkk Kkkk Kkkk Fkkk Fkkk Kkkk Kkkk Kkkk Fkkk Fkkk Fkkk Kkkk Fkkk Kkkk Fkkk Fkkk Fkkk
172 *hkkk KKk KKk KKk Fdhkk Fkkk Fkkk Fkkk Fkkk Kkkk Kkkk Kkkk Fkkk Fkkk Fkkk Kkkk Kkkk Fkkk Fkkk Fkkk Kkkk Kkkk Kkkk Fkkk Fkkk Fkkk
173 *hkkk KKk Fdhkk KKk Fdhkk Fkkk Fkkk Fkkk Fkkk Kkkk Kkkk Kkkk Fkkk Fkkk Fkkk Kkkk Kkkk Fkkk Fkkk Fkkk Kkkk Kkkk Kkkk Fkkk Fkkk Fkkk
H5 Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Fkkk Fkkk Fkkk Fkkk *kkk Kdkkk *kkk Fkkk Kkkk Kkkk *kkk *kkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk
H10 *hkkk Fkkk Fdhkk KKk KKk Fkkk Fkkk Fkkk Fkkk Kkkk Kkkk Kkkk Fkkk Fkkk Fkkk Kkkk Kkkk Kkkk Fkkk Fkkk Kkkk Kkkk Kkkk Fkkk Fkkk Fkkk
H15 *hkkk KKk Fdhkk KKk KKk Fdhkk Fkkk Fkkk Fkkk Kkkk Kkkk Kkkk Fkkk Fkkk Fkkk Kkkk Kkkk Kkkk Fkkk Fkkk Kkkk Kkkk Kkkk Fkkk Fkkk Fkkk
H20 Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kdkkk *kkk Kdhkk Kkkk Kkkk Kkkk dkkk *kkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk
H25 *hkkk KKk Fdhkk KKk KKk Fdhkk Fkkk Fkkk Fkkk Kkkk *kkk Kkkk Fkkk Fkkk Fkkk Kkkk Kkkk Kkkk Fkkk Fkkk *khk Kkkk Kkkk Fkkk Fkkk Fkkk
H30 Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kdkkk *kkk Kdhkk Kkkk Kkkk Kkkk dkkk *kkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk
H35 Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk *kkk Kdhkk Kkkk Kkkk Kkkk dkkk dhkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk
H40 *hkkk KKk *hkkk KKk KKk *hkkk Fkkk Fkkk Fkkk Fkkk Kkkk *kkk Fkkk Fkkk Fkkk Kkkk Kkkk Kkkk Fkkk Fkkk *khk Kkkk Kkkk Kkkk *kkk *kkhk
H45 Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kdkkk *kkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk dhkk dkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk
H50 *hkkk KKk Fdhkk KKk KKk Fdkkk Fkkk Fhkk Fkkk Fkkk Kkkk *kkk Kkkk Fkkk Fkkk Kkkk Kkkk Kkkk Fkkk Fkkk *khk Kkkk Kkkk Kkkk *hhk Fkkk

a b
Kruskal-Wallistv test: H(13, N=1050)=711,5906, P=0,000; Kruskal-Wallistv test: H(13, N=1050)=671,6871, P=0,000

****Neni signifikantni rozdil mezi variantami; **** Je signifikantni rozdil mezi variantami
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Tabulka 5.19: Vicenasobné porovnani pramérnych hodnot FDI, které bylo stanoveno pii hodnoceni larev G. mellonella 5. a 6. den po oSetieni
suspenzi konidii houby I. fumosorosea o koncentraci 1x10° spor/ml v 20 °C, které byly pasazovany pfes riizné hostitele a média

5. dena 6. denb

s ~ < ™~
Testovand £ 2 ¥ @ » & = =& ® B8 B & 2 3 g 2 ¥ @ p S & & & B8 B 5 & 3
varianta E F & 5 £ £ T T £ T I I =T E £ & 5 £ £ £ £ £ I I T =T

X~ o ~ a
kontrola Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Fkkk Fkkk Fkkk Fkkk *kkk *kkk *kkk Fkkk Kkkk *kkk *kkk *kkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk
PFR_97 *hkkk *hkkk KKk KKk *kkk Fkkk Fkkk Fkkk Fkkk Kkkk Kkkk Kkkk Fkkk Fkkk Kkkk Kkkk Kkkk Fkkk Fkkk Fkkk Kkkk Fkkk Kkkk Fkkk Fkkk Fkkk
172 *hkkk KKk KKk KKk *kkk Fkkk Fkkk Fkkk Fkkk Kkkk Kkkk Kkkk Fkkk Fkkk Fkkk Kkkk Kkkk Fkkk Fkkk Fkkk Kkkk Kkkk Kkkk Fkkk Fkkk Fkkk
173 *hkkk KKk *hkkk KKk *kkk Fkkk Fkkk Fkkk Fkkk Kkkk Kkkk Kkkk Fkkk Fkkk Fkkk Kkkk Kkkk Fkkk Fkkk Fkkk Kkkk Kkkk Kkkk Fkkk Fkkk Fkkk
H5 Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Fkkk Fkkk Fkkk Fkkk *kkk Kdkkk Kdkkk Fkkk Kkkk Kkkk *kkk *kkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk
H10 *hkkk Fkkk *hkkk Fkkk KKk Fkkk Fkkk Fkkk Fkkk Kkkk Kkkk Kkkk Fkkk Fkkk Fkkk Kkkk Kkkk Kkkk Fkkk Fkkk Kkkk Kkkk Kkkk Fkkk Fkkk Fkkk
H15 *hkkk KKk Fdhkk KKk KKk Fdhkk Fkkk Fkkk Fkkk Kkkk Kkkk Kkkk Fkkk Fkkk Fkkk Kkkk Kkkk Kkkk Fkkk Fkkk Kkkk Kkkk Kkkk Fkkk Fkkk Fkkk
H20 Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kdkkk *kkk *kkk Kkkk Kkkk Kkkk dkkk *kkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk
H25 *hkkk KKk *hkkk KKk KKk *hkkk Fkkk Fkkk Fkkk Kkkk Kkkk Kkkk Fkkk Fkkk Fkkk Kkkk Kkkk Kkkk Fkkk Fkkk *khk Kkkk Kkkk Fkkk Fkkk *kkhk
H30 Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kdkkk *kkk *kkk Kkkk Kkkk Kkkk dkkk *kkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk
H35 Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk *kkk *kkk Kkkk Kkkk Kkkk dkkk *kkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk
H40 *hkkk KKk *hkkk KKk KKk *hkkk Fkkk Fkkk Fkkk Fkkk Kkkk *kkk Fkkk Fkkk Fkkk Kkkk Kkkk Kkkk Fkkk Fkkk *khk Kkkk Kkkk Kkkk *kkk *kkhk
H45 Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk *kkk *kkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk dhkk dkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk
H50 *hkkk KKk Fdhkk KKk KKk *hkkk Fkkk Fhkk Fkkk Fkkk Kkkk *kkk Kkkk Fkkk Fkkk Kkkk Kkkk Kkkk Fkkk Fkkk Fkkk Kkkk Kkkk Kkkk *hhk *kkk

a b
Kruskal-Wallistv test: H(13, N=1050)=728,7873, P=0,000; Kruskal-Wallistv test: H(13, N=1050)=780,8218, P=0,000

****Neni signifikantni rozdil mezi variantami; **** Je signifikantni rozdil mezi variantami
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Tabulka 5.20: Vicenasobné porovnani pramérnych hodnot FDI, které bylo stanoveno pii hodnoceni larev G. mellonella 7. a 8. den po oSetieni
suspenzi konidii houby I. fumosorosea o koncentraci 1x10° spor/ml v 20 °C, které byly pasazovany pfes riizné hostitele a média

b
8. den

~
kontrola | o
[1°]
=}

, 5 2 5
Testovana e N P B 9 S 9 3 3 g 2 8 £ 7 ¥ @ + ] 9 ] 9 3 ] g 2 3
varianta e 3 3 r r I T T T I I =T E I S S r r r I I T T I =T

o $ o

kontrola Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk *kkk Fkkk *kkk *kkk Fkkk Fkkk Fkkk *kkk *kkk *kkk *kkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk
P FR _97 Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk *kkk Fkkk Kdkkk *kkk Fkkk Kkkk Kkkk *kkk Kkkk *kkk *kkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk
172 Fkkk *hkkk *hkkk *kkk KKk Kkkk Fkkk Kkkk Kkkk Fkkk Fkkk Fkkk Kkkk Fkkk Kkkk Kkkk Fkkk Fkkk Fkkk Kkkk Kkkk Kkkk Fkkk Fkkk Fkkk Kkkk
173 Fkkk Fdhkk Fkkk Fdhkk Fkkk Kkkk Fkkk Kkkk Kkkk Fkkk Fkkk Fkkk Kkkk Fkkk Kkkk Kkkk Fkkk Fkkk Fkkk Kkkk Kkkk Fkkk Fkkk Fkkk Fkkk Kkkk
H5 Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk *kkk Fkkk Kdkkk *kkk Fkkk Kkkk Kkkk *kkk Kkkk *kkk *kkk *kkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk
Hlo Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kdkkk Fkkk *kkk Kdkkk Fkkk Fkkk Fkkk *kkk Kkkk *kkk *kkk *kkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk
H15 Fkkk *hkkk KKk *hkkk *kkk KKk Fkkk Kkkk Kkkk Fkkk Fkkk Fkkk Kkkk Fkkk Kkkk Kkkk Kkkk Fkkk Fkkk Kkkk Kkkk Kkkk Fkkk Fkkk Fkkk Fkkk
HZO Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk *kkk *kkk *kkk Kkkk Kkkk Kkkk Kdkkk Kkkk dhkk Kkkk dhkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk
H25 KKk Fdhkk KKk Fdhkk Fdhkk KKk Kkkk Fkkk Kkkk Fkkk Fkkk Fkkk Kkkk Fkkk Kkkk Kkkk Kkkk Fkkk Fkkk Fhkk Kkkk Kkkk *khk Fkkk Fkkk Kkkk
H30 KKk *hkkk KKk *hkkk *hkkk KKk Kkkk Fkkk Kkkk Fkkk Fkkk Fkkk Kkkk Fkkk Kkkk Kkkk Kkkk Fkkk Fkkk Fkkk Kkkk Kkkk Fkkk *hhk *kkk Kkkk
H35 Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kdkkk Kkkk *kkk Kdkkk Kkkk Kkkk Kdkkk Kkkk Kkkk dkkk dhkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk
H40 KKk Fdhkk KKk Fdhkk Fdhkk KKk Kkkk Fkkk Kkkk Kkkk Fkkk Fkkk Kkkk Fkkk Kkkk Kkkk Kkkk Fkkk Fkkk Fhkk Kkkk Kkkk Kkkk *khk Fkkk Kkkk
H45 Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk *kkk Kkkk Kdkkk *kkk Kkkk Kkkk Kdkkk Kkkk dhkk Kkkk dhkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk
HSO Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk *kkk Kkkk *kkk *kkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk dhkk Kkkk dhkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk

a b
Kruskal-Wallistv test: H(13, N=1050)=763,8638, P=0,000; Kruskal-Wallistv test: H(13, N=1050)=602,8000, P=0,000

****Neni signifikantni rozdil mezi variantami; **** Je signifikantni rozdil mezi variantami
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Tabulka 5.21: Vicenasobné porovnani pramérnych hodnot FDI, které bylo stanoveno pii hodnoceni larev G. mellonella 9. a 10. den po oSetieni

suspenzi konidii houby I. fumosorosea o koncentraci 1x10° spor/ml v 20 °C, které byly pasazovany pfes riizné hostitele a média

9. dena 10. denb

s ~ < ™~
Testovana £ 2 ¥ R » =& =& = g 8 8 g 2 3 £ 2 N @ p = = 8 g 8 B S 2 3
varianta E I S S r £ r ©r I T T T =T E I S S r £ ©r I I I T T T

X~ o ~ a
kontrola *hkk dkkk *hkk *hkk dkkk Fkkk Fkkk Fkkk *kkk *kkk Fkkk Fkkk Fkkk Fkkk Fkkk *kkk *kkk *hkk Fkkk Fkkk *hkk *hkk *hkk Kkkk Fkkk *hkk
PFR-97 KhkK E I A T T I L L A A T = Fkkk B I T R I I S L L e L S A T
172 Kkkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk hkkk hkkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk hhkk hkkk hkkk *kkk *kkk *kkk *hkk *kkk *kkk *kkk  kkkk
173 Kkkk *kkk Kkkk *kkk Kkkk *kkk *kkk *kkk hkkk hkkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk hkkk hhkk *kkk *kkk *kkk *hkk *kkk *kkk *kkk  kkkk
H5 *kkk *hkk *kkk *hkk *kkk Fhkk Fhkk Fhkk Kkkk Kkkk Fhkk Fhkk Fhkk Fkkk Fkkk Fkkk *kkk *kkk Fkkk Fkkk *hkk *hkk *hkk Kkkk Fkkk *hkk
HlO Kkkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk hkkk hkkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk hhkk hhkk *kkk *kkk *kkk *hkk *kkk *kkk *kkk *hkk
HlS Kkkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk hkkk hkkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk hhkk hkkk hkkk *kkk *kkk *hkk *kkk *kkk *kkk  kkkk
H20 Kkkk *hkk Kkkk *hkk *hkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kdkkk Kkkk Fhkk Fhkk Kkkk Kkkk Kkkk *kkk *kkk *kkk Kkkk *hkk *hkk *hkk Kkkk Kkkk *hkk
H25 *khkk Fhkk *khkk Fhkk Fhkk *khkk Fhkk Fhkk *khkk *khkk Fhkk Fhkk Fhkk Fhkk Fhkk Fhkk *hkk *hkk *hkk Fhkk *kkhk *hkk *hkk *kkhk *kkhk *hkk
H30 Kkkk *hkk Kkkk *hkk *hkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Fkkk Kkkk Kkkk *kkk *kkk *hkk Kkkk Kkkk *hkk *hkk Kkkk Kk *hkk
H35 Kkkk *hkk Kkkk *hkk *hkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Fkkk Kkkk Kkkk *kkk *kkk *kkk Kkkk Kkkk *hkk *hkk Kkkk Kkkk *hkk
H40 *khkk Fhkk *khkk Fhkk Fhkk *khkk Fhkk Fhkk Fhkk *khkk *khkk Fhkk Fhkk Fhkk Fhkk Fhkk *hkk *hkk *hkk Fhkk *kkhk *hkk *hkk *hkk *kkhk *hkk
H45 Kkkk *hkk Kkkk *hkk *hkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Kkkk Fkkk Kkkk Kkkk *kkk *kkk *hkk Kkkk Kk *hkk *hkk *hkk Kkkk *hkk
H50 *khkk Fhkk *khkk Fhkk Fhkk *khkk Fhkk Fhkk Fhkk *khkk *khkk Fhkk Fhkk Fhkk Fhkk Fhkk *hkk *hkk *hkk Fhkk *kkhk *hkk *hkk *hkk *kkhk *kkhk

a b
Kruskal-Wallistv test: H(13, N=1050)=639,7183, P=0,000; Kruskal-Wallistv test: H(13, N=1050)=680,3638, P=0,000

****Neni signifikantni rozdil mezi variantami; **** Je signifikantni rozdil mezi variantami
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6. DISKUSE

K tomu, aby byla néjakd metoda hodnoceni prakticky vyuzitelna, musi byt opakovatelna
a spolehlivd v urCeni patogenity, ale zejména virulence. V pribéhu hodnoceni muize dojit
k variabilité zjisténych vysledkli a z toho divodu je dilezitd detailni standardizace kazdé
soucasti hodnoceni (Burges, Thompson 1971). Nicméné je zaroven dilezité, aby byl
standardni pokus pfizpisobivy a umoznoval hodnoceni vlivii ekologickych a biologickych
faktori pusobicich na virulenci patogena (Casadewall, Pirofski 2001). Z toho divodu bylo
v predkladané praci ovéfovano univerzalni pouziti stupnice hodnoceni FDI, ktera byla
testovana s né€kolika druhy entomopatogennich hub na tfech druzich cilovych organismii.
Hodnoceni zahrnovalo nejen ucinnost izolati na cilového skidce, ale zejména jejich vyvoj,
vSestranné, aby dokdzaly reagovat na riizné hypotézy spojené s ekologii interakce hostitel —
houba v ramci jednoho druhu i mezi riznymi druhy hostiteltl (Hesketh et al. 2008).

Studie 1: Hodnoceni ucinnosti vybranych izolati entomopatogenni houby Beauveria
bassiana a Beauveria caledonica, ziskanych v ramci plo$ného monitoringu na tdzemi
Narodniho parku Sumava, na larvich potemnika moué¢ného (Tenebrio molitor)

V priibéhu plosného monitoringu provadéného v Narodnim parku Sumava bylo ziskano velké
mnozstvi izolatl hub B. bassiana a B. caledonica. Pro Géely hodnoceni jejich t¢innosti bylo
vybrano 40 izolati druhu B. bassiana a 24 izolati druhu B. caledonica, se kterymi byly
provedeny standardni testy. Jako cilovy organismus pro hodnoceni virulence a infekénosti
spor obou druhti hub rodu Beauveria byl vybran potemnik mouény (T. molitor), jehoz larvy
maji castecné sklerotizovanou kutiulu a jsou na nich dobfe patrné zmény souvisejici
S vyvojem houbové¢ infekce.

Jako soucast standardniho postupu bylo pied zahdjenim testu virulence provedeno
hodnoceni kli¢ivosti, jejiz hodnoty byly udruhu B. bassiana velmi vyrovnané a po
24 hodindch se pohybovaly vrozmezi 91,33-99,67 %. Na rozdil od toho, u druhu
B. caledonica byla kli¢ivost velmi rozkolisana. Ty nejlepsi izolaty dosahly kli¢ivosti 91,67—
93,67 %, naopak ty nejhor$i dosahovaly kli¢ivosti pouze 25,67 %. OdliSnosti izolath
Vv rychlosti kli¢eni uvadéji 1 Talaei-Hassanloui et al. (2006), ktefi zjistili, Ze doba potfebna pro
vykli¢eni poloviny spor B. bassiana GTsg se pohybovala v rozmezi 11 az 21 hodin. Stejné
jako Kklic¢ivost, tak i vyvoj spor byl pomalejsi u druhu B. caledonica, kdy spory jednotlivych
izolatt dosahly hodnoty GI 0,36—1,46, na rozdil od B. bassiana, u které byl vyvoj spor téméf
na urovni hodnoty 2, coZ znamena, Ze jiz byly vytvofeny dlouhé¢ kli€ni hyfy. Pfi hodnoceni
kli¢ivosti hraje roli fada faktord. Houba B. bassiana ma velmi Siroké rozmezi teplot vhodnych
pro rist, které se pohybuje od 23 do 28 °C (Jaronski 2010), optimum je uvadéno kolem 25 °C
(Inglis et al. 2001), kde je prokazateln¢ vyssi klicivost nez ve 20 °C (Talaei-Hassanloui et al.
2006). Presto pii hodnoceni kli¢ivosti velmi zaleZi nejen na zvolené teploté (Liu et al. 2003),
ale i na izolatu houby (Kassa et al. 2003). Rychl4 kli¢ivost spor a rast hyf jsou extrémné
dulezité pro uspésnou infekci, protoze vhodné podminky nemusi trvat dlouho (Liu et al.
2003), presto Talaei-Hassanloui et al. (2006) nezjistili mezi rychlosti kliceni a naslednou
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virulenci pozitivni korelaci, kdyz se nejrychleji kli¢ici izolat B. bassiana nakonec projevil
jako malo virulentni.

Virulence izolatl byla v této studii zasadnim ukazatelem odliSnosti mezi hodnocenymi
druhy a izolaty. Zatimco Liu et al. (2003) zjisitili, Zze u konidii riznych izolatd B. bassiana
jsou prokazatelné rozdily ve velikosti a virulence s ni pozitivné koreluje, Talaei-Hassanloui et
al. (2006) naopak uvadéji, ze nebyla pozorovana zadna korelace mezi velikosti konidii
a virulenci houby B. bassiana, ale vyrazny pozitivni vliv na virulenci méla schopnost izolatu
okyselovat tekut¢ médium. Obecné je uvadeéno, Ze Gcinnost izolatu zavisi rovnéz na pouzité
koncentraci inokula, ktera byla v naSem piipadé 13107 spor/ml, ovSem Wraight et al. (2009)
zjistili, ze u nejucinnéjsich izolatl se nedalo fici, Ze by korelace mezi Gcinnosti a LCs byla
trvale negativni nebo pozitivni a navic se lisila v zavislosti na pouzitém izolatu.

Prvni ¢asti hodnoceni virulence bylo urceni mortality larev. Ta se zacala u obou druht
B. bassiana i B. caledonica objevovat 3. den od zahajeni biotestu. U houby B. bassiana to
bylo u 7 izolath v rozmezi 4,17-16,67 %, kdy nejvyssi hodnoty bylo dosaZeno s izolatem
NP0138, u druhu B. caledonica u 3 izolati v rozmezi 4,17-8,33 % (nejvyssi NP0192). Postup
mortality larev byl zna¢né rychlejsi u druhu B. bassiana, kdy izolaty NP0138 a NP0027
zpusobily mortalitu 79,17 % a 66,67 %, zatimco u druhu B. caledonica byla maximalni
hodnota u izolatu NP0227 pouhych 20,83 %. Zatimco u druhu B. bassiana byl po 5 dnech
pouze jediny izolat (NP0133), ktery nevyvolal mortalitu na cilovém organismu a naopak
4 izolaty dosahly 100% mortality larev (1101, NP000S, NP0027 a NP0138), u druhu
B. caledonica byla mortalita vyvolana 14 izolaty a nejvyssi hodnota byla 37,5 % (NP0227)
a9 izolath dosud nezplsobilo zadnou mortalitu. Od 7. dne byla mortalita pozorovana jiz
u vSech hodnocenych izolati obou druht hub, u B. bassiana jiz nebyly zjistény prokazatelné
rozdily mezi testovanymi izoldty a hodnoty se pohybovaly Vrozmezi 54,17-100 %
(u 12 izolati byla zjisténa 100% mortalita larev), u druhu B. caledonica to bylo 12,50—
91,67 % (nejvyssi hodnota byla zjiSténa u izolatu NP0145). Osmy den hodnoceni byla
mortalita vyvolana izolaty B. bassiana jiz u vice neZ poloviny testovanych izolatt (22 izolatt)
100%, nejnizsi hodnota byla 79,17 %, 9. a 10. den byla mortalita 87,5-100 %. U druhu
B. caledonica dosahl 8. den 100% mortality izolat NPO145 a ostatni hodnoty byly v rozmezi
20,83-95,83 %, 9. a 10. den 100% mortalitu vykazovaly jesté izolaty NP0230 a NP0242
a U ostatnich se rozmezi hodnot téméf nezménilo (29,17-95,83 9%). Hodnoty zjisténé
s druhem B. caledonica vice koresponduji se zjisténimi Santora et al. (2008), ktefi aplikovali
B. bassiana na dospélce potemnika stajového (Alphitobius diaerinus) a béhem 10 dnt dosahli
mortality 42—-71 %. V G¢innosti mize hrat roli i rizna vnimavost hostitele na infekci houbou
B. bassiana, jak zjistili Quesada-Moraga et al. (2006) na nymfach molice bavlnikové
(B. tabaci), kde bylo s koncentraci 1x10" spor/ml dosazeno mortality 3-78 % po 8 dnech,
zatimco u molice sklenikové (T. vaporariorum) to bylo 40-85%. Pti aplikaci houby
B. bassiana v polnich podminkach byla po dvou dnech po aplikaci a nasledné inkubaci
Vv laboratofi zjisténa mykodza na 33-80 % dospélct a 36-53 % nymf klopusSek L. lineolaris.
Prestoze v laboratofi byla u 1 izolatu vyssi patogenity, nebyly v polnich pokusech zjiStény
trvalé odliSnosti. V polnich podminkach se navic mulze stat, Ze infekce nemusi vést az
k mortalité hostitele (Leland, McGuire 2006). V naSich pokusech obecné vykazovaly rychlejsi
pribéh mortality izolaty ziskané z dospélct 1ykozrouta smrkového Ips typographus jak u
druhu B. bassiana, tak u druhu B. caledonica, kde byl jedinou vyjimkou izolat NP0230
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ziskany z kiiry. Ale napt. Talaei-Hassanloui et al. (2006) uvadéji, ze u zaprednicka polniho
(Plutella xylostella) vyvolal nejvyssi virulenci izolat ziskany z pudy, zatimco u mandelinky
bramborové (Leptinotarsa decemlineata) se jednalo o izolat ziskany z dospélce mury.

Kdyz se zacina projevovat infekce pfirozenou cestou, vstupuji v ¢asné fazi penetrace
ptes integument hostitele enzymy degradujici kutikulu, zatimco toxiny se zacinaji objevovat
pozdéji, az kdyz houba roste v hemolymfé¢ (Fuguet, Vey 2004). Pribéh infekce vykazoval
vicemén¢ stejnou tendenci jako prabéh mortality, ovSem hodnoty byly niz$i a u druhu
B. caledonica se zacala infekce, na rozdil od mortality, objevovat az 4. den u 2 izolatu.
U druhu B. bassiana vykazoval na po¢atku hodnoceni prokazatelné nejvyssi hodnoty izolat
NPO0138 (75 %), a dale pak izolat NP0027 (62,50 %), ovSsem na rozdil od mortality byly
nulové hodnoty zjistény u 23 izolatl. V piipad¢ ostatnich testovanych izolatli se hodnoty
infekce larev pohybovaly v rozmezi 4,17-50 %. U B. caledonica byly hodnoty v rozmezi
4,17-12,5 %. 5. den bylo u B. bassiana 6 izolatu, které nevyvolaly Zadnou infekci, naopak 3
(I101, NP0027 a NP0138) zptsobily jiz 100% infekci larev, ostatni hodnoty se pohybovaly
v rozmezi 4,17-83,33 %. U B. caledonica vyvolaly 3 izolaty infekci v rozmezi 4,17-20,88 %,
nejvyssi hodnoty byly po 8 dnit dosahovany po aplikaci izolatu NP0227. Po 6 dnech 3 izolaty
B. bassiana NP0003, NP0133 a NP0238 dosud nevyvolaly pozorovatelné znamky infekce,
naopak u 4 izolatl byla infekce 100% (1101, NP0008, NP0027 a NP0138). Ostatni hodnoty
byly v rozmezi 4,17-91,67 %. U B. caledonica bylo pouze 8 izolatt, u kterych §lo urcit zjevné
ptiznaky infekce a hodnoty byly vrozmezi 4,17-29,17 %. 7. den byla infekce larev
pozorovana jiz pro vSechny testované izolaty B. bassiana a 23 z 24 izolatt B. caledonica, kde
u 7 izolati B. bassiana byly pozorovany zjevné znaky infekce u 100 % piipadi, zatimco
u B. caledonica se hodnoty pohybovaly mezi 4,17 a 54,17 %. Hodnoty infekce byly 8. den
v rozmezi 62,5-100 %, kdy 13 izolati dosahlo 100% mortality larev, u B. caledonica
v rozmezi 4,17-62,5 %. Devaty a 10. den se zji$téna infekce larev B. bassiana pohybovala
v rozmezi 83,3-100 %, kde 9. den 21 izolath a 10. den 24 izolata dosahlo 100% infekce larev.
U larev oSetfenych izolaty B. caledonica byla zjisténa 100% infekce po 10 dnech pouze
u 2 izolatd (NP0230 a NP(0242).

Pro podrobné hodnoceni vyvoje houby v larvach T. molitor a na jejich povrchu byla
pouzita stupnice FDI, kterou vytvofili Osborne a Landa (1992). Jako prvni pfiznak infekce
houbovym patogenem se zacinaji objevovat melanizacni skvrny na kutikule hostitele, které se
u nasich izolatd B. bassiana projevily jiz v prvnim dni hodnoceni ve 25 ptipadech, u izolat
B. caledonica pak 2. den u 21 izolati. To odpovida i zjisténi Fuguet a Vey (2004), v jejichz
pokusech se melanizace zacala na larvach G. mellonella objevovat po 48-72 hodinach po
inokulaci. Navic zjistili, Ze vétSina izolatl zplsobila rychlou a intenzivni melanizaci kutikuly
a integumentu, ale naptiklad dva izolaty ziskané z Ostrinia nubilalis zptsobily velmi slabou
nebo viibec zadnou melanizaci. Mezi izolaty B. bassiana se vyskytuji prokazatelné odlisnosti
ve vzorech a intenzité melanizace. Podle zjisténi Quesada-Moragy et al. (2006) produkovaly
vSechny izolaty B. bassiana neidentifikovatelny pigment, ktery barvil vétSinu infikovanych
nymf B. tabaci a T. vaporariorum rizné intenzivné do cCervena. Pribéh vyvoje nakazy
v nasem hodnoceni byl rychlejsi u B. bassiana, u které byl primér FDI v prvnich 4 dnech od
0,02 az po hodnotu 1 a vyssi dosazenou u 3 izolata (1101 — 1,00; NP0027 — 1,23; NP0138 —
1,31), zatimco u B. caledonica to bylo od 0,02 po nejvyssi hodnotu 0,56 (NP0227). Paty den
byl nejrychlejsi vyvoj nakazy zaznamenan po oSetieni izolaty B. bassiana NP0027 a NP0138,
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konkrétné hodnoty indexu 1,85, resp. 1,96, tzn. ze télo hostitele bylo jiz pokryto hustou siti
mycelia, hostitel je usmrcen a houba zahajuje saprotrofni ¢ast vyvoje (Zimmermann 2007a).
Dale izolaty 1101 a NP0238 dosahly hodnoty 1,63, resp. 1,69, a piekrocily hodnotu indexu
1,50, coz je primérna hodnota vyjadiujici priibéh nakazy, kdy Ize pozorovat prvni mycelidlni
vldkna na povrchu téla hostitele, je nevratnd a hmyz uz se z infekce nedokaze zotavit (Landa
et al. 1994). Zatimco 6. den u druhu B. caledonica dosahlo 16 izolatt hodnoty FDI vys$si nez
0,5, Zadny z nich se nedostal na aroven indexu 1,0. Na rozdil od toho izolaty B. bassiana jiz
6. den vykazovalo 7 izolati hodnoty vyssi nez 2,0, izolat NP0027 dosahl praméru 2,5, ostatni
0,5-2,5. U vice nez poloviny izolatd B. bassiana (22 izolatt) byla kriticka hranice 1,5
piekroCena 7. den, 8. den to pak bylo jiz 38 izolat. 9. den vykazovalo 27 izolatd sporulujici
mycelium. V prubéhu celého hodnoceni nebylo dosazeno prumérné hodnoty indexu 3,00
(plna sporulace), 17 ztestovanych izolatd dosahlo hodnoty indexu 2,50-2,69 (nejvyssi
hodnota byla zjiSténa u larev oSetfenych suspenzi konidii izolatu NP0008). U B. caledonica
byla hranice 1,5 dosazena 4 izolaty az 9. den, 10. den se pak jednalo celkem o 14 z celkovych
24 izolath. Krustu hyf a sporulaci houby B. bassiana dochazi obvykle post mortem,
mycelium rychle pokryje mrtvé télo hostitele a rozsifi se n€kolik mm po okoli (Quesada-
Moraga et al. 2006). Saprofytickou fazi vyvoje patogena ukoncuje Uplna sporulace vzniklého
mycelia (Osborne, Landa 1992), coz oznacuje index FDI 2,5-3,0. Mnozstvi spor noveé
vzniklych na kadaverech dospélcii miize byt velmi odlisné a neni pfimo umérné pouzité
koncentraci inokula, coz miize byt zplisobeno individualnimi charakteristikami kazdého
izolatu a genetickou variabilitou entomopatogennich hub (Santoro et al. 2008). Izolaty
B. bassiana se mohou v dobé& sporulace chovat rizné. Napi. na termitech Coptotermes
formosanus dochazelo bud’ k celkové vysoké sporulaci, ktera se vSak objevila az po 11 dnech,
nebo rychlé, ale zase nizké sporulaci vyskytujici se po 2 az 3 dnech (Sun et al. 2002). Stejné
tak izolaty vice patogenické vucéi klopuskam Lygus lineolaris nasledné vykazaly nizsi
sporulaci na kadaverech (Leland et al. 2005). Izolaty, které nejsou schopné po usmrceni
hostitele produkovat konidie, nejsou ani schopny udrzet miru infekce (McGuire et al. 2005).
V prubéhu testl nebyla zjisténa pozitivni korelace mezi mycelidlnim rstem a virulenci. A ani
pluvodni hostitel, ze kterého byl izolat ziskan, neni spolehlivy indikétor virulence specifického
izolatu ke specifickému hostiteli (Talaei-Hassanloui et al. 2006).

Kvili velkym rozdiliim v hostitelské specifité a variabilité izolatd ve virulenci je
identifikace vlastnosti, které mohou hrat dalezitou roli v infektivité a virulenci, cennd pro
porozuméni patogenit€¢ a vybéru izolatdh vhodnych pro biologickou ochranu (Talaei-
Hassanloui et al. 2006). Velké rozdily jsou patrné pii pohledu na vysledky hodnoceni
jednotlivych izolath 2 testovanych druhli entomopatogennich hub a miizeme snadno zjistit, ze
u izolatd B. bassiana jsme mohli obecné pozorovat mnohem rychlej$i nastup mortality
a zaroven 1 jeji pribeh, to samé se tyka také infekce larev a vyvoj houbového patogena na
jejich povrchu.
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Studie 2: Porovnani ucinnosti dvou rozdilnych typd spor entomopatogenni houby
Beauveria bassiana na larvy Tenebrio molitor

Mitosporické houby jsou schopné masové produkce, obvykle jako povrchové kultury, ze
kterych se ziskavaji vzdusné konidie, ale také fermentace v tekutych médiich, kterou se
ziskavaji blastospory, nebo méné cCasto i konidie (Goettel, Inglis 1997; Milner 1997).
V nasledujici studii byly porovnavany rozdily mezi dvéma typy produkénich spor houby
B. bassiana — vzdu$nymi konidiemi a blastosporami. U blastospor byly navic pfipraveny dvé
varianty, kdy jedna byla pouze odebrana z kultivacniho média a druha byla diikladn¢€ vymyta,
aby v suspenzi nezbyly zadné zbytky zivného média. Produkci biomasy konidii, resp.
blastospor, pomoci velkokapacitnich biotechnologii umoziuje statut fakultativnich paraziti,
coz je zékladni technologicky pfedpoklad pro vyvoj a trzni realizaci standardniho
biopreparatu (Landa 1998). Zatimco Vandenberg et al. (1998) vidi vyhodu blastospor v tom,
ze mohou byt produkovany ve velkych mnoZzstvich a mnohem rychleji nez vzdusné konidie,
Wraight et al. (2001) naopak povazuji produkci blastospor a dalSich propaguli ze submerzni
kultivace za méné efektivni nez produkci vzdusnych konidii

Zakladnim ukazatelem vitality je hodnoceni kli¢ivosti, pfi némz vykazovaly
blastospory rychlej$i vyvoj nez konidie bez ohledu na to, zda byly po ukonceni kultivaci
vymyté ¢i nevymyté. Vandenberg et al. (1998) uvadi, ze kli¢ivost Cerstvych blastospor a
konidii I. fumosorosea byla srovnatelna a nizsich hodnot bylo dosaZzeno pouze u usuSenych
blastospor. Na klicivost blastospor maji ovSem vyrazny vliv okolni podminky, kdy napf.
vodni stres nebo niz§i obsah proteind snizuje kli¢ivost blastospor houby M. anisopliae az na
8 % oproti plivodnim 89 % (Ypsilos, Magan 2005), konidie jsou diky svym siln&j$im sténam
odolngjsi a maji schopnost vydrzet v Sirokém rozpéti podminek prostiedi (Daoust, Roberts
1983). V nasich pokusech byla nejvyssi klic¢ivost po 6 hodinach zjisténa u nevymytych
blastospor, po 12 hodinach jiz byly hodnoty u vymytych a nevymytych blastospor srovnatelné
a po ukonceni kultivace byly srovnatelné vS§echny hodnoty u vSech testovanych variant 98,33—
99 %. Stejné jako samotna kli¢ivost, byl i stanoveny index vyvoje (GI) na pocatku hodnoceni
konidii niz§i nez u blastospor. Po 16 hodinach vSak byly hodnoty u obou typl spor
srovnatelné a index po 24 hodinach se pohyboval v rozmezi 1,95-1,98. Uginnost houbovych
bioagens je vysoce zavisld na rychlosti kli¢eni, zejména v niz$i vlhkosti prostiedi (<95%),
kdy se kli¢ivost zpomaluje nebo se uplné zastavi. Proto je dulezité produkovat spory ve
vhodném médiu, které dokdze zvySovat G€innost houby i1 v ne Upln€ optimalnich podminkach
(Ypsilos, Magan 2005).

Pfi hodnoceni virulence jednotlivych druhii spor byly zjiStény vyrazné rozdily mezi
jednotlivymi pouzitymi koncentracemi — 1x10° spor/ml, 1x10° spor/ml a 1x10° spor/ml.
Obecné se se zvySujici koncetraci zvySuje i rychlost mortality (Hicks et al. 2001; Tefera,
Pringle 2003b). Nejvice patrné rozdily mezi hodnocenymi typy spor byly zjistény pii
vyssich koncentracich (1x10” a 1x10° spor/ml) se v8ak vyrazné zvySuji i odliSnosti mezi
izolaty (Cherry et al. 2005). Ackoli v morfologii blastospor mohou byt velmi vyrazné
odlisnosti, nemaji vliv na mortalitu hostitele, jak uvadi Vidal et al. (1998b) na houb¢ I.
fumosorosea. Prvni mrtvi jedinci se zacaly objevovat 4., resp. 3. den, kdy nerychlejsi prib¢h
mortality byl zaznamenan po aplikaci koncentrace 1x10’ spor/ml, konkrétné¢ nejvyssi
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mortalitu u dvou niz§ich koncentraci vyvolaly vzdusné konidie, zatimco u nejvyssi
koncentrace to byly oba typy blastospor. OvSem mezi vysledky vétSinou nebyly zjistény
prukazné odlisnosti. Témét shodnou ucinnost konidii a blastospor houby I. fumosorosea na
msici zhoubnou (Diuraphis noxia) zjistili i Vandenberg et al. (1998), kdy ve svych pokusech
testovali nejen Cerstvé blastospory, ale 1 blastospory susené vzduchem nebo mrazem a
porovnavali je s konidiemi. Konidie houby B. bassiana jsou schopné vyvolat vysokou
mortalitu larev Panolis flammea (sosnokaz borovy) i pfi nizké koncentraci (Hicks et al. 2001).
Vyrazny vliv pouzité koncentrace konidii B. bassiana na mortalitu lykozrouta smrkového
popisuji i Kreutz et al. (2004b). Zatimco u nizSich koncentraci dosahovaly nami hodnocené
varianty, kde byly pouzity blastospory vymyté ze submerzni kultury, nizSich hodnot,
U nejvyssi koncentrace to byly konidie, které vykazovaly pomalejsi vyvoj. U koncentrace
s vymytymi blastosporami. PH pouziti koncentrace 1x10° spor/ml byly rozdily v mortalitd
pouze V terminu dosazeni 100% mortality, kdy nejrychleji této hodnoty doséhly konidie (7
dntll), nasledovaly nevymyté blastospory (8 dnll) a posledni byly vymyté blastospory, které
sice nevyvolaly 100% mortalitu ani do ukon¢eni hodnoceni, nicméné hodnota 97,33 % byla
10. den srovnatelnd se zbylymi dvéma variantami. Pfi porovnani hodnot u nejvyssi
koncentrace byly rozdily velmi malé a statisticka odli$nost byla zjist€na pouze 6. den biotestu,
kdy vymyté blastospory vykazovaly 100% mortalitu, zatimco konidie vyvolaly 96% a
nevymyté blastospory 97,33% mortalitu hostitele. V ostatnich dnech byly hodnoty statisticky
srovnatelné. Kim a Kim (2008) zjistili rozdily mezi u¢innosti blastospor a konidii pouzitych
proti A. gossypii u nékolika druhi entomopatogennich hub, kdy v LTsg bylo niz$ich hodnot
dosazeno po pouziti konidii (srovnani hub L. attenuatum, B. bassiana a |. fumosorosea),
naopak pii hodnoceni mortality byly vyssi hodnoty pozorovany po pouziti blastospor druht 1.
tenuipes a I. fumosorosea nez po aplikaci konidii.

Podobné jako mortalita probihala i infekce, kterd byla u koncentrace 1x10° spor/ml
bylo dosaZeno v prubéhu celého hodnoceni u larev oSetfenych suspenzi blastospor vymytych
ze submerzniho media, které po 10denni inkubaci dosahly hodnoty infekce 66,67 %, na rozdil
od 94,67% infekce dosazené po pouziti konidii. Posledni den byly hodnoty infekce na larvach
uvarianty skonidiemi a s nevymytymi blastosporami statisticky shodné. Stejné tak
u blastospor vymytych. Prvni pfiznaky infekce byly pozorovany 4. den u larev oSetfenych
suspenzi blastospor a 5. den pii pouziti suspenze konidii. Konecnd infekce se projevila
u 97,33-100 % jedinci. Hodnoty u varianty s vymytymi blastosporami se s pifedchozimi
dvéma statisticky vyrovnaly od 8. dne biotestu. Nejvyssi koncentrace ukdzala rozdily
V hodnot¢ vyvolané infekce pouze 6. den, v ostatnich dnech byly hodnoty srovnatelné. Prvni
infikovani jedinci byli pozorovani 3. den u varianty oSetfené suspenzi konidii a vymytych
blastospor.

Prvnim pfiznakem infekce je objeveni melanizacnich skrvn na povrchu hostitele
(Osborne, Landa 1992; Hicks et al. 2001; Fuguet, Vey 2004). Co se tyka hodnoceni vyvoje na
skvrny) dle stupnice FDI pozorovany shodné pro vSechny testované varianty oSetieni 3. den.
Nejvyssi hodnoty indexu (2,26) ve vyvoji nakazy dle stupnice FDI bylo dosazeno u larev
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oSetienych suspenzi konidii, nejnizsi (1,60) pak u larev oSetfenych suspenzi vymytych
blastospor. Hodnota indexu 1,50 byla dosazena u larev oSetfenych suspenzi konidii mezi
7.a 8. dnem, u larev oSetfenych suspenzi blastospor nevymytych a vymytych ze submerzniho
media pak 8. den, respektive mezi 9.a 10. dnem inkubace. U koncentrace 1x10° spor/ml
vykazovaly hodnoty FDI jen malé rozdily v prib¢hu celého testu, minimalni rozdily byly
zejména mezi variantou oSetienou suspenzi konidii a nevymytych blastospor, kdy na konci
inkubace bylo dosazeno hodnoty FDI 2,84, resp. 2,75. U larev oSetfenych suspenzi vymytych
blastospor byl od 4. dne pozorovan pomalej$i rozvoj ndkazy, kde na konci inkubace bylo
dosazeno hodnoty 2,59 na stupnici FDI. Melanizacni skvrny byly pozorovany jiz 2. den
u vSech variant oSetfeni larev suspenzemi spor. Hodnoty min. 1,5 bylo dosazeno 6. den
u varianty s oSetienim larev suspenzi konidii a nevymytych blastospor a mezi 6. a 7. dnem po
osetfeni larev suspenzi vymytych blastospor. V ramci nejvyssi koncentrace se neprojevil
rozdil mezi jednotlivymi variantami. Prvni melanizacni skvrny byly zjistény u vSech
testovanych variant jiz 2. den. Indexu 1,50 bylo u vSech tfi variant dosaZzeno mezi 4.
a 5. dnem. Po 10 dnech inkubace bylo dosazeno shodnych hodnot 2,87 u varianty, kde pro
oSetfeni larev byly pouzity suspenze konidii a blastospor vymytych z kultivacniho media
ahodnoty 2,86 uvarianty, kde byly larvy oSetfeny suspenzi nevymytych blastospor.
V pokusech nebyl zjistén primérny index 3, tzn. plné sporulace. Na sporulaci ma vliv i
metoda oSetieni, kdy pfimy postfik a namaceni vede k nésledné primérné nebo nizké
sporulaci (Tefera, Pringle 2003b).

V pribéhu hodnoceni se ukazalo, Ze kli¢ivost riznych typd spor houby B. bassiana je
srovnatelna. V piipadé virulence se ukazala zavislost na pouzité koncentraci, kde pii nizkych
koncentracich dominovaly vzdu$sné konidie, naopak ve wvysoké koncentraci to byly
blastospory. Blastospory, které byly vymyté z ptivodni submerzni kultury vykazovaly ve
vSech hodnocenich mirné niz8i hodnoty nez zbylé¢ dvé varianty. Je tedy mozné, Ze kdyz
nevymyté blastospory Cerpaji ziviny ze zbytki kultivaéniho média, které na nich ulpiva.

Studie 3: Hodnoceni tucinnosti izoliti vybranych druhii entomopatogennich hub
ziskanych odizolovanim z komer¢nich biopreparati na bezkiidlé partenogenetické
sami¢ky Myzus persicae

MsSice, stejné tak jako mnoho dalSich zastupcii hmyzu Zivicich se rostlinnymi §t'dvami, mohou
negativné ovliviiovat hostitelské rostliny jednim ¢i vice z nasledujicich boda: odbérem Zzivin,
pfenosem patogend, exkreci toxind ¢i v neposledni fad¢ také vyluCovanim medovice
(Encyklopedia of Entomology). Z téchto diivodu je snaha o efektivni eliminaci vyskytu msic
VvV péstovanych kulturdch, kdy za vhodnych podminek pro vznik ndkazy mohou
entomopatogenni houby sehrdt vyznamnou roli v zamezeni rastu populaci msic. Nicméné
Entomophtorales, jejich masova produkce a formulace je vSak velmi obtizna a z tohoto
davodu byla vétSina uslili zaméfena na zastupce oddéleni Ascomycota, a to sice anamorfni
rody Beauveria, Metarhizium, Isaria a Lecanicillium (Sordariomycetes: Hypocreales)
(Jandricic et al. 2014).

Mortalita se zacala u oSetfenych jedincli vyskytovat jiz druhy den po aplikaci, kdy

cv v
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aplikaci ptipravku Preferal (20 %). JiZ sedmy den od zahgjeni biotestu bylo dosazeno 100%
mortality mSic M. persicae, coz naznacuje, ze mitosporické houby jsou schopné efektivné
snizovat jejich populaci, ackoli Steinkraus (2006) uvadi, ze zdaleka nejsou tak bézné jako
houby rodu Entomophtorales. Ovsem Chen et al. (2008) popisuji druh B.bassiana jako jeden
ze ti nejéasteji izolovanych z riiznych druhti msic odchycenych v Ciné, ostatni dva druhy
patfily do rodu Entomophtorales. Vu et al. (2007) testovali kmeny rodu Lecanicillium
vV podminkéch 25 °C a vzduSné vlhkosti vys§i nez 90 % a Ctyfi z nich zpuisobily mortalitu
M. persicae vyssi nez 76,9 % jiz po 4 dnech, kdy kmen 41185 zpusobil dokonce 100%
mortalitu, zatimco u ostatnich 3 kment se hodnota mortality pohybovala v rozmezi 76,9—
80 %. V nasich testech se po 4 dnech kumulovana mortalita pohybovala v rozmezi 88,00—
89,33 % Vv ramci testovanych izolati. Maketon et al. (2013) uvadéji, ze ucinnost houby
B. bassiana se projevuje ruzné na rizné druhy msic. Ovsem i pies velké rozdily se zplsobena
mortalita pohybovala v rozmezi 80-90 %. Mortalita ms§ic mtze byt ovlivnéna i zptisobem
jejich chovu, jak uvadi Hesketh et al. (2008) na piikladu msSice makové (A. phabae), u které
byla zaznamenina niz$i mortalita po aplikaci suspenze spor na jedince chované na
sklenikovych rostlinach nez u jedincii z laboratornich chovi. A déale je mozné ji ovlivnit
i pouzitou koncentraci spor, kdy u fady druhti entomopatogennich hub dochazi k poklesu LTsg
Vv zavislosti na zvysujici se koncentraci spor.

Ackoli  vnaSich hodnocenich byla ucinnost vsSech testovanych  druht
entomopatogennich hub srovnatelnd, Vu et al. (2007) zjistili nejvysSi virulenci proti
M. persicae u druhu L. lecanii, nasledovala B. bassiana, I. fumosorosea a M. anisopliae
prokazalo nejpomalejsi pribeh infekce. Kim a Kim (2008) zase uvadéji, Zze nejrychleji vyvolal
mortalitu mezi msicemi A. gossypii druh L. attenuatum, nasledovaly spory |. fumosorosea
anejpomaleji ptsobil druh B. bassiana. Uinnost hub se oviem vyrazn& ligila podle
hostitelského druhu msic. Naopak Al-alawi a Obeidat (2014) zjistili nejvyssi virulenci na
M. persicae u houby B. bassiana, konkrétné u izolatu GHA, ktery je ucinnou slozkou
produktu Botanigard. Nékteré druhy entomopatogennich houb mohou ptisobit zaroven na
hmyzi a houbové 3kidce, jako napf. Vertalec®, ktery uplné eliminoval populaci msic
A. gossypii na okurce v pribéhu 16 dnid a zaroven poskytl i ochranu proti padli okurkovému.
Ovsem aplikace byla opakovana po tiech dnech, aby byly zasazeny i nové populace (Kim et
al. 2010).

Infekce se pii hodnoceni 2. den po aplikaci projevila pouze po pouziti piipravku
Botanigard (6,67 %), 4. den uz vS8ak mezi hodnotami u jednotlivych izolatd nebyl zjistén
statisticky rozdil. Hodnoty infekce byly srovnatelné v rozmezi 66,67—-77,33 %. Sedmy den
byla pozorovana jiz u 98,67-100 % samicek. Shodné hodnoty se udrzely také posledni (10.)
den hodnoceni, oproti kontrolni varianté, kde byla pozorovana mortalita 17,33 %. Roditakis et
al. (2008) pozorovali chovani mSic po oSetfeni houbovymi patogeny a zjistili, ze v pocatecni
fazi infekce houbou L. longisporum se msice vyrazné vice pohybuji nez jedinci v kontrolni
varianté, do 4. dne po oSetieni se normalné rozmnozuji, ale pfed usmrcenim ustavaji v pohybu
a produkci medovice, az nakonec po 6 dnech dojde ke 100% mortalité. Obecné je projevem
infekce zpomalovani exkrece.

Pouzitim stupnice FDI pak ziskdme piehled o vyvoji jednotlivych druhd, ktery je
hodnotitelny jiz 2. den, kdy je prokazateln¢ nejvyssi index dosazen s izoldtem piipravku
Botanigard (0,35), izolaty ziskané z ptipravkl Preferal a Mycotal vykazuji hodnoty FDI 0,2,
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respektive 0,19. Ctvrty den od oSetieni je jiz u izolatd z piipravku Botanigard pozorovan rist
mycelia na povrchu hostitele (FDI 1,59), ostatni dva piipravky zatim dosahuji hodnot 1,41
(Preferal) a 1,28 (Mycotal). Sedmy den od zalozZeni pokusu se na myceliu, které pokryva cely
povrch hostitele, zacinaji objevovat nové konidie, které jsou u jednotlivych druht
charakterizovany indexy 2,59 (Preferal), 2,49 (Botanigard) a 2,27 (Mycotal). Posledni
kontrolni den dosdhla hodnota indexu FDI u izolati ptipravki Botanigard a Preferal shodné
hodnoty 2,91, u izolatu ptipravku Mycotal bylo dosazeno hodnoty FDI 2,69, v obou ptipadech
je na vétsiné hodnocenych jedinct zjisténo sporulujici mycelium. Primérny denni rust hyf je
mnohem vys$i u vysoce virulentnich izolath nez u téch malo virulentnich, stejné¢ tak je
mnohem vyssi i produkce spor (Al-alawi a Obeidat 2014). O Sifeni patogena rozhoduji rizné
faktory, které ho ovliviiuji a je mozné je rozdélit do Ctyr kategorii — faktory spojené
s hostitelem, s patogenem, rostlinou a prostiedim. Riizné druhy patogenti maji rovnéz riznou
strategii infekce, Sifeni a pfezivani, proto je dilezité je zkoumat a porozumét jim. Jedna se
0 aktivni nebo pasivni Sifeni konidii, velikost konidii, jejich tvar, pocet, mechanismus
ptichyceni a ptezivani (Steinkraus 2006).

Muzeme shrnout, Ze vSechny hodnocené izolaty vykézaly vysokou virulenci vici
cilovému Sktdci a pomoci stupnice FDI bylo mozno spolehlivé popsat vyvoj houby na
cilovych jedincich.

Studie 4: Hodnoceni tucinnosti indigennich izolati entomopatogenni houby Metarhizium
anisopliae  odizolovanych zpud obhospodafovavanych konvenénim zptisobem
zemédélstvi

Hodnocené izolaty M. anisopliae byly ziskany v ramci monitoringu provadéného na ornych
pudach obhospodatovavanych v konvencnim systému zeméd¢lstvi. Pro ucely hodnoceni bylo
vybrano osm izolatl, které v porovnani s ostatnimi izolaty vykézaly odlisnosti v morfologii
sttedovych kultur. Pfi vybéru izolath se vychdzelo z pfedpokladu, Ze by se mezi izolaty
s odliSnou morfologii mohla vyskytovat variabilita 1 v dalSich znacich, jak uvadi De Croos
a Bidochka (1999) a Talaei-Hassanloui et al. (2006), kteti popsali odlisnosti jak v morfologii,
tak zaroven i v kvalitativnich charakteristikach mezi izolaty hub M. anisopliae a B. bassiana.
Rozdily v morfologické struktuie u sledovanych izolati M. anisopliae pravdépodobné souvisi
i s faktem, Ze tento druh je tvofen komplexem 9 taxonu (Bischoff et al. 2009; Kepler, Rehner
2013). Z toho vyplyva, ze nami hodnocené izolaty mohou odpovidat jednomu nebo nékolika
genetickym klastraim nebo druhiim v ramci komplexu M. anisopliae a nékteré ekologické
a biologické ukazatele, které byly zjistény, mohou mit specifickou souvislost S jednotlivym
taxonem nebo druhem. Nicméné se nam podafilo prokazat, ze ackoli byly u stfedovych kultur
pozorovany vyrazné morfologické odlisnosti, pouze dva z deviti testovanych izolatl vykazaly
vyznamné odliSnosti hodnocenych charakteristik.

Jiz mnohokrat bylo potvrzeno, ze druh M. anisopliae roste v Sirokém rozmezi teplot,
které se pohybuje mezi 5 az 40 °C (Hallsworth, Magan 1999) a optimalni teplota pro rust je
obecné uvadéna v rozmezi mezi 20 a 25 °C (Dimbi et al. 2004; Zimmermann 2007b). Pro
naSe hodnoceni byly z praktickych diivodi vybrany 3 teploty, které souvisi s klimatem
prostfedi ptivodniho vyskytu izolatll. Primérna roéni teplota v regionu Jizni Cechy, odkud
izolaty pochézeji, se v poslednich péti letech pohybuje kolem 8 °C (CHMI 2012). Ziskané
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vysledky ukazuji, ze izolaty 110108 a 110111 mély v teploté¢ 10 °C velmi nizkou kli¢ivost
I po 48 hodinach (mén¢ nez 12,5 %) a vysSich hodnot nez ostatni izolaty nedosahly ani
v zadném z nasledujicich hodnoceni. Je tedy mozné fici, Ze pro predpokladanou aplikaci do
prostiedi pivodniho vyskytu mlze byt primarni selekce spolehlivé provedena na zakladé
klicivosti spor v 10 °C. Je velice dulezité¢ respektovat ptivod izolatu, protoze jak zjistili
Fernandes et al. (2008), existuji izolaty houby M. anisopliae, u kterych nebyla pozorovana
kli¢ivost ani po 15 dnech kultivace v teplot¢ 5 °C. De Croos a Bidochka (1999) objevili
prokazatelné odlisnosti v chladové aktivit¢ mezi izolaty, kdy pouze n€které z nich rostly
Vv teploté¢ 8 °C, jeden izolat nerostl ani v teploté 15 °C, ale zaroven vSechny pozorované
izolaty rostly v teploté 22 °C, a na zvolené teploté zavisela rovnéz produkce spor. Tefera a
Pringle (2003a) pro zménu zjistili, ze kli¢ivost konidii M. anisopliae byla ve velké mife
inhibovana v teploté¢ 15 °C. Pro nase ucely byly vyssi teploty (15 a 20 °C) vhodné pro
podrobnéjsi vybér izolatu, ktery by mohl byt potencidlné vyuzitelny v biologické ochrané
provadéné na cilovém uzemi. Kli¢ivost zjisténd v teplotach 15 a 20 °C byla vyssi po 48
hodinéch (s vyjimkou dvou vySe zmitlovanych izolatd 110108 a 110111 v teploté 15 °C), ale
vzhledem k vyrovnanosti hodnot nemuze byt tento parametr vyuzit jako kritérium pro tcely
vybéru vhodného izolatu, minimaln¢ v naSem hodnoceni.

Vitalita spor Uzce souvisela s nasledujicimi kritérii hodnoceni, kterymi byl radialni
rast sttedovych kultur a jejich sporulace. Druh M. anisopliae se mize vyvijet jednak diky
rapidnimu ristu mycelia, ale i diky rychlé sporulaci, kdy mnohem vyraznéjsi vliv na
provozovanou strategii ma konkrétni izolat nez druh houby (Sun et al. 2002). Jak bylo
uvedeno vyse, vSechny izolaty zafazené do naseho hodnoceni rostly v teploté 10 °C, ale pouze
nckteré v této teploté také produkovaly spory. Naopak v teplotach 15 a 20 °C dosahovala
sporulace kultur hodnot 4,23x10"-1,88x10° spor/kulturu. Samotny riist, stejn& jako sporulace,
jsou velmi diilezité ukazatele pro hodnoceni a planovani komer¢ni produkce, protoZe izolaty,
které nejsou schopny rlst a sporulovat, nemaji téméf zZadny prakticky vyznam. Na zakladé
vysledkti byly jako nejvhodnéjsi izolaty urcené pro komer¢ni pouziti vybrany izolaty 110102
a 110112. Presto neni mozné ukoncit vybér bez vyhodnoceni patogenity izolatl, protoze jak
uvadi Rath et al. (1995a), ne vSehny izolaty druhu M. anisopliae vykazuji patogenitu nebo
vysokou virulenci ke specifickému hostiteli. Patogenita spor je povazovana za klicovou
charakteristiku, kterd ukazuje na potencidl pro vyuZiti izolath v praxi. Stejné jako
Vv pfedchozich hodnocenich, 1 v hodnoceni patogenity se mezi jednotlivymi izolaty projevily
veétsi ¢i mensi odliSnosti. Jak uvadi Ansari et al. (2009), v hodnoceni G¢innosti M. anisopliae
na larvy Agriotes lineatus se projevily vyrazné rozdily mezi izolaty v regulovanych
podminkach (22 + 1 °C; 60-70% RH) tfi tydny po oSetieni konidiovou suspenzi o koncentraci
10® spor/ml, kde pouze dva z 10 hodnocenych izolati M. anisopliae zptisobily 90 a 100%
kumulativni mortalitu larev A. lineatus a virulence zbyvajicich izolati se pohybovala
v rozmezi 10-70 %. V nasi studii byla kumulativni mortalita larev T. molitor po tfitydennim
hodnoceni ve 20 °C 100 % bez ohledu na konkrétni izolat a stejné tak byla 100% kumulativni
mortalita dosazena rovnéz v 15 °C (s vyjimkou izoldtu 110108) i piesto, Ze pouzita
koncentrace suspenze byla 100x niz8i neZ jakou pouzili Ansari et al. (2009). Nejvétsi rozdily
v ucinnosti byly pozorovany v teploté¢ 10 °C, kde byly uspokojivé vysledky (vice nez 80%
kumulativni mortalita) zjiSt€ény pouze u 3 izolat, vcetné vySe uvadénych izolath 110102
a 110112. Ac¢koli hodnocené izolaty zptisobovaly vysokou kumulovanou mortalitu i v nizkych
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teplotach, je tieba brat v tivahu i zjisténi, které uvadi Rath et al. (1995b), a to ze v polnich
podminkach mize byt i¢innost na hostitelsky organismus pomalejsi. Sporulace v podminkach
in vitro maze byt az 232x vyssi nez v podminkéch in vivo (Sun et al. 2002). Navic je potieba
uvazovat i to, ze pritomnost houby M. anisopliae v pid¢ je ovlivnéna pudnim slozenim, pH
a mnozstvim organické hmoty (Quesada-Moraga et al. 2007), ktera maze v piili§ vysokém
obsahu vést ke snizeni vyskytu houby M. anisopliae (Medo, Cagan 2011). Bruck (2005)
uvadi, ze populace M. anisopliae velmi piiznivé reagovala na mikroklima v rhizosféfe a Hu
a St. Leger (2002) zjistili, ze faktory v rhizosféfe mohou podporovat biologickou aktivitu
a perzistenci druhu M. anisopliae.

Na zavér je mozné shrnout, Ze vysledky ziskané v teplotach blizkych primérné teploté
prostiedi, odkud izolat pochazi, mohou byt zdsadnim ukazatelem pro primdrni selekci. Nase
vysledky ukazuji, ze patogenita je spojena s vitalitou spor, ale dobra klicivost nutné
neznamend dobrou uc¢innost na cilového hostitele. Je nezbytné kombinovat vSechna
provadéna hodnoceni, aby bylo mozZno nalézt vhodny izolat. Zaroven jsou uvadéna hodnoceni
velmi dilezitd pro stanoveni ekonomické efektivnosti, kterd je zavisla na objemu produkce
spor a radidlnim ristu. Na zaklad¢é uskute¢nénych hodnoceni byly vybrany izolaty 110102
a 110112, které se jevi jako nejvhodné&jsi pro potencialni vyuziti v rdmci biologické ochrany
provadéné na tzemi jejich pivodniho vyskytu.

Studie 5: Posouzeni ucinnosti vybranych izolati entomopatogenni houby Isaria
fumosorosea a jejich pasazi pres rizné Zivné substraty na larvy zavijete voskového
Galleria mellonella

Cilem této studie bylo zjistit, zda se u houby |. fumosorosea projevi, at’ jiz pozitivné nebo
negativné, vliv dlouhodobé opakované pasdze pies dv€ Zivna média a tii hostitele. Pro
porovnani bylo spole¢né s testem virulence na larvach G. mellonella provedeno hodnoceni
referen¢niho vzorku, kterym byl kmen PFR97 izolovany z ptfipravku Preferal. Vliv
opakovaného pouzivani zivnych médii a hostitelskych organismii je dlouho studovanym
tématem, na které existuje fada pohledi i rozdilnych vysledkli ziskanych v prabéhu
dlouhodobého hodnoceni. Podle Brownbridge et al. (2001) je moznost ztraty virulence obecné
vysoce pravdépodobnd. Jedna se o zasadni ukazatel pfi komercializaci kmenti, kdy houby
prochazi nékolika cykly kultivaci pro ziskdni novych konidii pfed zahijenim masové
produkce rozsédhlou fermentaci. Kultivaéni médium ma pravdépodobné i vliv na povrchové
vlastnosti ziskanych konidii (Ibrahim et al. 2002), ale je velmi daleZité udrZet stalou kvalitu
materidlu (Derakhshan et al. 2008). Pomoci nékterych médii je moZzné viruleci
entomopatogennich hub docasné zlepsit, ale obecné po in vitro kultivaci konidie inklinuji ke
ztraté virulence (Butt et al. 2006).

Ptesto, ze Derakshan et al. (2008) uvadi, ze uméla zivna média ovliviiuji projevy
entomopatogennich hub, my jsme pii hodnoceni klicivosti 50. pasazi ptes toto zivné médium
nezjistili zadné negativni ovlivnéni, kdyz kli¢ivost po 24 hodinach byla témér 100 %. Stejné
tak nebyla negativné ovlivnéna ani virulence, coZ je patrné z toho, Ze jiZ po 5 dnech biotestu
byla mortalita vyvolana u larev G. mellonella 100 %. Toto zjisténi je v rozporu s vysledky
Vandenberga a Cantona (2004), kteti dosli k zavéru, ze pifi opakovanych kultivacich
entomopatogennich mitosporickych hub na umélych Zivnych pidach dochdzi ke ztraté
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virulence péstovanych kultur. V ramci druhu B. bassiana vsak existuje vyrazna vnitrodruhova
variabilita (Brownbridge et al. 2001) a nékteré izolaty si dokazi virulenci udrzet i po
opakované in vitro kultivaci (Inglis et al. 2001). Houba B. bassiana i po 15. pasazi ptes SDA
vykazala pii koncentraci 2,5x10° a 4x10” spor/ml t&innost na dvoudenni larvy Bemisia
argentifolii srovnatelnou se zacatkem pasazovani (Brownbridge et al. 2001). Kombinaci
trojnasobné kultivace na umélém zivném médiu (PDA) a nasledné pasaze pies zivého
hostitele (Uvarovistia zebra) dosahly houby B. bassiana a M. anisopliae mirného, ale
neprikazného zvySeni virulence. Virulence je zasadné ovlivilovana pomérem C:N v zZivném
médiu, ato, Ze Ctyfnasobnym pasadzovanim nedoslo k oslabeni kmene, by se mohlo lehce
zmeénit po vicenasobném pasazovani (Mohammadbigi 2013).

Substraty se Skrobovym zakladem, jako jsou obiloviny a dalsi jsou bézné¢ pouzivany
pro produkci konidii mitosporickych hub (Goettel, Roberts 1992; Feng et al. 1994; Grimm
2001) a houba I. fumosorosea na obilovinach dosahuje vyt&Zznosti az 1x10° spor/g substratu
(Sahayaraj, Namasivayam 2008). Houba B. bassiana po kultivaci na ryzi dosahuje hodnot
klicivosti vice nez 80 % (Posada-Floréz 2008), v naSem hodnoceni byla kli¢ivost spor
I. fumosorosea po 50. pasazi pies otruby vyssi nez 95 % u obou izolati. Stejné tak byly
dosazeny i vysoké hodnoty mortality, pficemz vyvoj mortality larev vykazal rychlejsi prib&h
nez pii pasdzovani pres B. tabaci a A. gossypii a v za¢atcich hodnoceni pasaze izolatu 172
vyrazng prevysily hodnoty mortality dosazené s obéma ptivodnimi izolaty.

Opaény nazor panuje pii pasadzovani pies zivého hostitele, kdy obvykle dochazi ke
zvySeni ucinnosti, jak to uvadi Adames et al. (2011), kterym se pasadzovani pies vnimava
klistata Rhipicephalus microplus podafilo mnohonasobné¢ zvysit uc¢innost houby
M. anisopliae na tohoto $kuidce rezistentniho k akaricidim. Po sedmé pasazi pies vhodného
hostitele doslo ke zvySeni inhibice ovipozice 1 pii pouziti nizké koncentrace spor
(1x10" konidii/ml) 0 12 % v porovani s testovanim pied zapocetim pasazovani. U zvysujici se
koncentrace rostla i1 inhibice ovipozice a nejvyssi virulence byla zjiSténa po pouziti 7. pasaze
o koncentraci 1x10® konidii/ml (66,67 % oproti 37,38 % na pocatku). V naSem hodnoceni
vykazovaly spory I. fumosorosea pasazované pies tfi zivé hostitelské organismy kli¢ivost
vyssi nez 98 %. Co se tyka virulence, tak prub&éh mortality byl pomalejsi nez u vétSiny
ostatnich substratd, zejména pak pii pasazovani pies B. tabaci a A. gossypii. PasaZzovanim
ptes T. urticae nedoslo k vyraznéj$imu ovlivnéni virulence spor |. fumosorosea na larvy
G. mellonella. Piesto, ze doslo ke zpomaleni prubéhu virulence, Adames et al. (2010) uvadi,
ze k jejimu obnoveni nebo zvySeni obvykle dochazi po jedné pasazi pies vhodného hostitele.
Diivodem je pravdépodobné zlepSeni adheze konidii ke kutikule hostitele, ¢imZz dochazi
k rychlej$imu kliceni, coz vede ke snazsi invazi do hemocelu hostitele. S tim souhlasi i Song
a Feng (2011), ktefi zjistili, Ze po tfeti pasazi pies kiise Nilaparvata lugens se 3-4nasobné
zvysila ucinnost houby B. bassiana na tohoto Skiidce. Doslo tady k adaptaci na hostitelsky
organismus. OvSem pii dalSich pasazich se ucinnost jiz dale nezvySovala. Je nutné uvést, ze
toto zjisténi se tykalo pouze tii izolati a mnoho dalSich nevykazalo zadné zlepSeni virulence
vuci cilovému skidci. Stejné tak spory M. anisopliae a B. bassiana zacaly byt virulentni az po
pasazovani pres vhodného hostitele (Ocinara varians, ¢eled’ bourcoviti), coz vyustilo ve
zvySeni mortality. V dfivejSich pokusech pasdzovani pres jiného cilového Sktdce
(C. ormosamus) nevykazalo zadné zmény ve virulenci v porovnani s izolaty kultivovanymi na
PDA (Hussain et al. 2010).
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Srovnanim hodnot mortality larev G. mellonella u kultur ziskanych pasazovanim pies
,nezivé® substraty (otruby, PDA) bylo zjisténo, ze u kultur ziskanych pasazovanim pies
otruby (Hs, Hsp) bylo vysSich hodnot mortality larev dosazeno pro pasaz Hs, kdy jiz 5. den
byla pozorovana 100% mortalita larev, zatimco u pasaze Hsp to bylo 68 % a 100% mortality
larev bylo dosazeno az 7. den. Hodnoty mortality larev u kultur obou ptvodnich izolath
ziskanych pasazovanim pfes PDA (Has, Hsg) dosahovaly shodné jiz 5. den 100 %.
Jednoznacné nejrychlejsi pribéh mortality byl zjistén u larev oSetfenych suspenzi konidii
kmene PFR97, jenz slouzil v pribéhu hodnoceni jako referencni kmen. U referencniho kmene
byla pozorovdna mortalita larev 94,67 % jiz 3. den, tedy se jednd o prvni vyskyt mortality
larev, 100% mortality bylo dosazeno 5. den.

Vin vivo pasazich nemusi vzdy dojit pfimo ke zvyseni infektivity, jako u houby
M. anisopliae, u které nebyl po dvojnasobné pasazi ptes hostitele zjistén prokazatelny rozdil
mezi procentem vylihlych jedinct Phlebotomus papatasi (Dvouktidli: koutuloviti), ale byl
zjistén vyrazny rozdil v porovani s konidiemi po desetinasobné inokulaci in vitro, pii které
konidie naopak svou virulenci ztratily. Lepsi virulence se projevila v niz§i LCsp. V téchto
testech se prokazal 1 vyrazny vliv teploty na prib¢h biotestu (26 a 31 °C) (Zayed et al. 2013).
Na rozdil od zvySovani mortality vSak in vivo pasazovani ptes O. varians nezpusobilo zadné
viditelné rozdily v ristu a sporulaci mezi izoldty entomopatogennich hub (Hussain et al.
2010).

V ramci celého hodnoceni méd obrovsky vyznam nejen porovnani mortality, ale
i vyvoje houby na kadaverech cilového hostitele, které je mozné pomoci stupnice FDI
hodnocené na larvach G. mellonella. Mortalita sice hovoii o pfimo usmrcenych jedincich, ale
Vv piipadé€, Ze je jedinec stadle na zivu, ale je u n¢j zjiSténa infekce, mizeme pozorovat jeji
vyvoj a potencidlni moZznosti dal$iho Sifeni. Kritickou hranici je dosaZeni indexu 1,5, kdy je
na povrchu hostitele, ktery je jiz zpravidla usmrcen, viditelné mycelium houby, které se dale
vyviji. U referenéniho kmene PFR97, byly prvni pfiznaky pozorovany jiz 1. den hodnoceni,
kdy index vyvoje ndkazy dosahl hodnoty 0,50. Index 1,5 byl dosazen 3. den hodnoceni a jiz
8. den dosahl vyvoj posledniho stadia (index 3,00), kdy je jiz mycelium plné vysporulované
plvodnich izolatt 172 a 173 dosazeno mezi 4. a 5. dnem, resp. mezi 3. a 4. dnem hodnoceni.
V piipad¢ pasazi pies B. tabaci (Hip, Hss), A. gossypii (His, Hag) @ T. urticae (Hzo, Has), bylo
dosazeni hodnoty 1,50 zjisténo mezi 6. a 7. dnem v pfipadé pasaze Hio, mezi 5. a 6. dnem
Vv piipadé pasaze His a mezi 4. a 5. dnem v ptipadé pasaze Hao. Co se tyce pasazi ptivodniho
izolatu 173, bylo dosaZeni kritické hodnoty 1,50 pozorovano mezi 4. a 5. dnem v piipadé
pasaze Hss, mezi 3. a 4. dnem v piipadé pasaze Hqo @ mezi 3. a 4. dnem v ptipad¢ pasaze Hs.
U pasazi Hs a Hsp, tedy pasazi, kde jako medium pro pasazovani slouzily otruby, byla hodnota
indexu vyvoje nakazy 1,50 dosaZena mezi 3. a 4. dnem, resp. mezi 5. a 6. dnem. V piipade
pasazi kde jako medium pro pasazovani slouzilo PDA, tedy pasazi Hys a Hso, bylo hodnoty
indexu vyvoje 1,50 dosazeno shodné v obou piipadech mezi 3. a 4. dnem. Z vysledkl je
patrné, Ze k dosaZeni hodnoty 1,5 doslo v prib¢hu 3 dnil u vSech testovanych variant.
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7. ZAVER

Hlavni cil této prace, tedy ovéteni vyuzitelnosti hodnoceni vyvoje ndkazy entomopatogennich
hub na cilovém hostitelském organismu za vyuziti stupnice FDI, se podatilo uspéSné ovéfit
v ramci vSech péti studii, které byly za timto ucelem provadény a jsou popsany v predkladané
praci. Stupnice FDI se ukazala byt vyuzitelnou bez problémil pro vSechny testované druhy
entomopatogennich hub v jednotlivych studiich a da se tedy téméf s jistotou predpokladat, ze
aplikovatelnost této stupnice bude realna i pro dalsi druhy a rody entomopatogennich hub.
(Stupnice FDI by byla jist¢ vyuzitelnd pro hodnoceni vyvoje nékazy také u zéastupct fadu
Entomophtorales, napf. pro nejznaméjsi druh rodu Entomophtora — Entomophtora muscae).

Co se hostitelskych organismu tyce, byly v této praci v ramci jednotlivych studii
vyuzity tii modelové organismy, a to sice larvy T. molitor a G. mellonella a dale dospélci
M. persicae. | z tohoto uhlu pohledu, tedy z pohledu aplikovatelnosti stupnice FDI na vyse
zminéné hostitelské organismy, nalezla stupnice ocekdvané uplatnéni, nicméné v ptipadé
studie, kdy byla zjiStovana ucinnost ziskanych cistych izolatii z komerénich biopreparati na
bezktidlé partenogenetické samicky M. persicae, musela byt provedena korekce stupnice FDI,
ktera spocivala v zuZeni stupnice FDI ze 7indexové na stupnici s 6 indexy, kdy byl
Z hodnoceni vynat index 0,5, ktery vyjadfoval vyvoj ndkazy projevujici se typickymi
melaniza¢nimi skvrnami na povrchu téla hostitelského organismu. Tento index byl v tomto
konkrétnim piipadé¢ vynechdn z hodnoceni z diivodu nemoznosti relevantné tento projev
nakazy na daném cilovém hostitelském organismu vyhodnotit. D4 se oc¢ekavat, ze i v jinych
ptipadech testovanych hostitelskych organismii bude dochazet ke stejnému kroku jako
v piipadé¢ této studie, tedy praveé k zuzeni stupnice FDI spocivajici ve vynechani indexu, jimz
je vyjadfovana piitomnost melaniza¢nich skvrn na povrchu téla hostitelského organismu, tedy
indexu 0,5, z hodnoceni. (Napf. obdobna situace miize nastat pti hodnoceni t¢innosti na plné
sklerotizovanych dospélcich T. molitor, kdy taktéz nejsme schopni relevantné pozorovat
jakékoli melanizacéni skvrny, nicméné pokud bychom pozorovali ndkazu u jedinct, ktefi plné
sklerotizace jesSt¢ nedosahli, tedy v dobé, kdy brouk nedosahl svého typického tmavého
hnédocerného zbarveni, ale je ve vyvojové fazi ,,svétlého brouka®, mizeme u ného pozorovat
zbarveni v rozmezi ,,bilé* az po svétle hnédé, tak v této dob€ jsme schopni melanizaéni
skvrny bez probléml pozorovat — osobni pozorovani. Tato skutecnost se da predpokladat
i v jinych ptipadech).

Zavérem lze tedy fici, Ze vyuZitelnost stupnice FDI byla potvrzena a dé se ocekavat
jeji univerzalni uplatnéni napfi¢ systémem entomopatogennich hub, i kdyZ v jistych pfipadech
jsme nuceni dle okolnosti tuto stupnici zzit, nicméné ani tato Uprava neznamena vyrazngjsi
limitaci ve vyuziti dané stupnice pro hodnoceni vyvoje nakazy daného rodu/druhu/kmene
entomopatogenni houby pro dany hostitelsky organismus. (Samoziejmé uplatnitelnost se tyka
téch zéastupcti entomopatogennich hub s typickymi projevy vyvoje nédkazy tak, jak jsou
popsany v Casti Metodika). Predkladana prace si klade za cil predstavit dal§i moznost
hodnoceni G¢innosti entomopatogennich hub, kterou pfedstavuje stupnice FDI, kterd ma diky
sve variabilité a jednoznacnosti Siroké vyuZiti na fadé hostitelskych organismi, jak je popsano
Vv jednotlivych prezentovanych studiich.
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Studie 1: Hodnoceni a¢innosti vybranych izolati entomopatogenni houby Beauveria
bassiana a Beauveria caledonica, ziskanych v ramci plosného monitoringu na tizemi
Narodniho parku Sumava, na larvach potemnika mou&ného (Tenebrio molitor)

V ramci této studie byla zjiSténa variabilita pruibéhu nakazy v 10dennim biotestu, a to jak
mezi izolaty entomopatogenni houby B. bassiana, tak druhu B. caledonica, nicméné pokud
pomineme nepomér Vv poctu testovanych izolati pro jednotlivé druhy testovanych
entomopatogennich hub (40 izolatd u B. bassiana a 23 izolatt u B. caledonica), pak mizeme
na zaklad¢ dosazenych vysledkt jasné fici, Ze obecné vyrazné pomalejsi prubéh nakazy byl
pozorovan u larev oSetfenych suspenzi spor izolati B. caledonica ve srovnani s prubéhem
nakazy na larvach po inokulaci suspenzi spor izolati B. bassiana.

Studie 2: Porovnani tucinnosti dvou rozdilnych typt spor entomopatogenni houby
Beauveria bassiana na larvy Tenebrio molitor

Z vysledkl ziskanych v této studii jasn€ vyplyva, ze G€innost dvou testovanych typa spor se
li§i v zavislosti na pouzité koncentraci. Zatimco pfi koncentraci 1x10° spor/ml se ukéazal
prabéh nakazy dle stupnice FDI rychlejsi po inokulaci larev suspenzi konidii oproti larvam
inokulovanym suspenzi blastospor (at’ jiz vymytych ¢i nevymytych). V ptipadé koncentrace
1x108 spor/ml byl trend vyvoje nakazy obdobny jako v piedchozim p¥ipadg, nicméns rozdily
mezi jednotlivymi variantami se sniZily. V piipadé koncentrace 1x10 spor/ml byl vyvoj
nakazy po inokulaci larev obdobny pro vSechny testované varianty.

Studie 3: Hodnoceni ucinnosti izolati vybranych druhi entomopatogennich hub
ziskanych odizolovanim z komerc¢nich biopreparatii, na bezkiidlé partenogenetické
sami¢ky Myzus persicae

V optimalnich podminkach labotatorniho testu vysledky jasné prokézaly obdobnou ucinnost
vSech testovanych ¢istych izolati komerénich pfipravki na bazi entomopatogennich hub na
bezkiidlé partenogenetické sami¢ky M. persicae a jejich potencialné vhodné vyuZiti pro praxi.

Studie 4: Hodnoceni u¢innosti indigennich izolati entomopatogenni houby Metarhizium
anisopliae  odizolovanych z pid obhospodafovavanych konvenénim zpisobem
zemédélstvi

Na zékladé kritérii, kterd byla sledovana v laboratornich podminkéach (hodnoceni kli¢ivosti,
radialniho ristu, hodnoceni G¢innosti na larvy T. molitor) u testovanych izolati v této studii,
byl izolat 110102 a izolat 110112 s ohledem na dosazené hodnoty v jednotlivych kritériich
vybran jako nejvhodnéjsi z dané skupiny testovanych izolatd k potencialnimu vyuziti
Vv biologické ochrané rostlin pfed pudnimi Skiideci, resp. pred stadii, ktera sviij vyvoj
prodélavaji pravé v piadnim prostiedi.
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Studie 5: Posouzeni ucinnosti vybranych izolati entomopatogenni houby Isaria
fumosorosea a jejich pasazi pres rizné Zivné substraty na larvy zavijete voskového
Galleria mellonella

Vysledné hodnoty v pribéhu této studie vykazovaly velkou variabilitu, nicméné pokud
vezmeme V potaz konec¢né hodnoty, jez byly ziskany posledni den hodnoceni, pak, pokud
zobecnime ziskané vysledky, zjistime, Ze pouze pasaze Hig a His (pasaze pies B. tabaci
a A. gossypii) vykazovaly pomalejsi vyvoj nakazy dle stupnice FDI oproti hodnotam, jez byly
ziskany po inokulaci larev konidiemi ptivodniho izolatu, v tomto piipadé tedy izolatu 172.
Dale pak jiz jen pasaz Hgss (pasaz pies B. tabaci) vykazovala mirné pomalej$i vyvoj nakazy
oproti hodnotdm dosaZzenym u plvodniho izolatu 173. V ostatnich piipadech, i pfes znacné
variabilni prabéh, bylo dosazeno obdobnych hodnot jak v pfipadé jednotlivych pasazi, tak
soucasn¢ i v piipadé ptivodnich izolati.
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8. SUMMARY

The main objective of the presented study was to verify the “universal“ application of the FDI
(fungus development index) scale for evaluation of entomopathogenic fungi infection
development on chosen target host insect. With this scale that distinguishes different phases
of fungal development, we have a unique opportunity to observe the infection in the host
organism in different phases starting from initial symptoms called melanization spots, through
mortality, to the visible formation of morphological structures typical for one concrete species
of entomopathogenic fungi. The task was to find legitimate use of the scale in assessment of
development of the infection generaly and comprehensively, i.e. for individual genera of
entomopathogenic fungi in the frame of fungal development assessment on different host
organisms, and not least also for assessment the evolution of the disease caused by different
types of spores of entomopathogenic fungi. The FDI scale divides the infection process into 7
phases defined by indexes specific for each phase of disease on special host and its
development stage (e.g. larva). The lowest index (0) describes the stage where no changes in
host vitality are visible, on the other hand the highest index (3) expresses the final stage of the
infection when mycelium on the host cadaver is fully sporulated. The crucial index observed
during the fungal disease development is 1.5 which represents the first symptoms provably
connected with the visible infection in form of single hyphae on the surface of the host body.
This was also the main idea of the theses verified in five sub-studies described in this work.

Study no. 1: Evaluation of the efficacy of selected isolates of entomopathogenic fungi
Beauveria bassiana and Beauveria caledonica isolated during areal monitoring in the
Sumava National Park on Tenebrio molitor larvae

The main objective of this study was to compare the efficacy of isolates of entomopathogenic
fungi B. bassiana and B. caledonica obtained during the monitoring in the Sumava National
Park. The assessment proceeded on chosen target host that were T. molitor larvae. The task
was to compare individual isolates within one species of entomopathogenic fungi and together
to compare isolates between both of the above mentioned species. Big differences are
apparent when looking at the results from individual isolates evaluation of the two tested
species of entomopathogenic fungi (if we ignore the disparity in the number of isolates
assessed within B. bassiana — 40 isolates and within B. caledonica — 24 isolates) we can find
out, that B. bassiana isolates showed more rapid ontset of mortality as well as its course. The
same also applies to infection on larvae and development of fungal pathogen on their surface.

Study no. 2: Comparison of efficacy of two different types of spores of
entomopathogenic fungus Beauveria bassiana on Tenebrio molitor larvae

Two cosiderably different types of spores of B. bassiana were compared to determine whether
or not there is any variation in ability to cause disease between them and, if so, how. The aim
was to find out whether one of these two types is able to cause faster development of the
infection under set incubation conditions after application of concrete concentration of spores.
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The results obtained in this study show that the efficacy of different types of spores is
connected to applied concentration. When used concentration of 1x10° spores/ml it showed
faster development of infection assessed according to FDI scale on T. molitor larvae induced
by suspension of aerial conidia instead of suspension of blastospores (washed or not). In case
of concentration 1x10° spores/ml the course of disease was similar to that one described
previously, however the differences between varieties were reduced. The highest
concentration of 1x10° spor/ml does not show significant differences between all used
variants, all gained results were of similar values.

Study no. 3: Evaluation of efficacy of selected isolates of entomopathogenic fungi species
isolated from commercial biopreparations on apterous parthenogenetic Myzus persicae
females

The study was conducted in order to verify the use of pure isolates, on which basis
commercial preparations Botanigard (B. bassiana), Mycotal (L. muscarium) and Preferal
(I. fumosorosea) are produced, on M. persicae females under laboratory conditions.

Under optimal conditions of the laboratory bioassay the results clearly demonstrated
similar efficacy of all tested pure isolates of commercial products based on entomopathogenic
fungi on apterous parthenogenetic M. persicae female and their potentially suitable practical
use.

Study no. 4: Evaluation of efficacy of indigenous isolates of entomopathogenic fungus
Metarhizium anisopliae achieved from soil in conventional farming system

This study completely focuses on assessment of selected characteristics of evaluated isolates
of entmopathogenic fungus M. anisopliae (germiantion, radial growth on artificial nutrient
medium, evaluation of efficacy on T. molitor larvae) at different temperatures. The selection
of the strains was based on morphological differences among central cultures incubated on
PDA (Potato dextrose agar). The primary objective was to find the most suitable isolate for
further potencial use in biological control of plants against soil pests or pests realizing part of
their lifecycle in the soil environment. Based on the results obtain at temperatures close to the
average Yyear temperature of the environment where the isolate originates from, this
temperatures could be used as key indicator for the primary selection. Our results show, that
the pathogenicity is connected to the spore vitality, but good germination does not necessarily
mean good efficacy on the target host. It is important to combine all the presented evaluations
in order to find the most suitable isolate. The declared evaluations are very important for the
determination of economic efficiency, which is dependent on the amount of spore production
and radial growth. On the base of realized evaluations two isolates 110102 and 110112 were
chosen, because they seem to be the most suitable for potential use in biological protection
applied in their original habitat.

Study no. 5: Assessment of the effectiveness of selected isolates of entomopathogenic
fungus Isaria fumosorosea and its passages through the various nutrient substrates on
wax moth larvae Galleria mellonella
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The effort in this study was to determine, whether the multiple passaging (fifty times) of
selected isolates of I. fumosorosea through two insect hosts (Bemisia tabaci and Aphis
gossypii), one host from the class Arachoidea (Tetranychus urticae), artificial nutrient
medium — PDA and natural nutrient substrate — bran, somehow affects the efficacy in
comparison with the original isolates. Final efficacy was evaluated on G. mellonella larvae.

The running values showed great variability during the evaluation, however, if the
final results are taken into account, it is apparent, that only passages marked Hio and His
(passages through B. tabaci a A. gossypii) showed slower infection development according to
the FDI scale when compared to the values gained after original isolate application, in this
case it was isolate 172. Furthermore only the Hss passage (through B. tabaci) demonstrated
slower disease development in comparison to the values of original isolate 173. In other cases,
despite the highly variable course, the finally achieved values were similar in the case of
individual passages as well as in the initial isolates.

The main objective of the presented work was to verify usability of the FDI scale for
evaluation of the development of infection caused by entomopathogenic fungi on target
organism, which was successfully declared in all 5 studies that have been carried out for this
purpose in this work. The FDI scale proved to be usable without problems for all species of
entomopathogenic fungi in the individual studies and it can be almost safely assume that the
applicability of this scale will be suitable even for the species of entomopathogenic fungi that
were not assessed in this work.

In individual studies were used three model host organisms that were T. molitor
larvae, G. mellonella larvae and adults of M. persicae. Even from this point of view the FDI
scale found expected application, however for assessment of efficacy of pure isolates obtained
from commercial products on apterous parthenogenetic M. persicae female the scale had to be
modified, because index 0.5 describing the very beginning of the infection in form of
melanization spots is impossible to be relevantly applied on such a small organism. For this
purpose only 6 indexes were used for this concrete assessment when 0.5 was excluded. It is
expected that the scale could be further modified this way according to the special host
organism, but the main indexes in range 1-2.5 remain stable and just the marginal indexes
(0.5 and 3) could be excluded.

We can conclude, that the utility of the FDI scale was proved and its universal
application among all entomopathogenic fungi is expected, although in certain circumstances
we could be made to narrow it. Nevertheless this modification is not limiting for fully use of
this scale for evaluation of the infection caused by concerete genus/species/strain of
entomopatghogenic fungi on concrete host organism.
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Graficky list 1: Inkuba¢ni aréna s larvami T. molitor 6 dnt od inokulace suspenzi spor
izolatu 1101 entomopatogenni houby B. bassiana o koncentraci 1x10° spor/ml (v detailu pak
viditelné kompaktni mycelium pokryvajici ve tfech ptipadech povrch larvy)




Prilohy

Graficky list 2: Inkubaéni aréna s larvami T. molitor 10 dnt od inokulace suspenzi spor
izolatu F52 entomopatogenni houby M. anisopliae 1x10° spor/ml (v detailu jsou pak jiz
zietelng viditelnd loziska nove se utvarejicich konidii—zelené se zbarvujici plochy na myceliu)
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Graficky list 3 (Cast A): Stfedové kultury pivodnich izolatd I. fumosorosea 172 a 173 a
jejich 50. pasazi pies jednotlivé zivné substraty po 21 dnech kultivace na PDA v 25 °C

Piivodni izolat I. fumosorosea 172 Puvodni izoladt 1. fumosorosea 173

Pivodni izolat 172 po 50. pasazi Puvodni izolat 173 po 50. pasdzi
pres otruby pres otruby

Pivodni izolat 172 po 50. pasazi Pivodni izolat 173 po 50. pasdzi
pres B. tabaci pres B. tabaci
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Graficky list 3 (¢ast B): Stiedové kultury puivodnich izolati I. fumosorosea 172 a 173 a
jejich 50. pasazi pies jednotlivé zivné substraty po 21 dnech kultivace na PDA v 25 °C

Pivodni izolat 172 po 50. pasazi Puvodni izolat 173 po 50. pasdzi
pres A. gossypii pres A. gossypii

Pivodni izolat 172 po 50. pasazi Puvodni izolat 173 po 50. pasdzi
pres T. urticae pres T. urticae

Pivodni izolat 172 po 50. pasazi Pivodni izolat 173 po 50. pasdzi
pres PDA pres PDA
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Graficky list 4 (¢ast A): Stredové kultury vybranych izolata B. bassiana po 21 dnech
kultivace na PDA v 25 °C (variabilita v morfotypu kultury)

Izolat B. bassiana NP0003 [zolat B. bassiana NP0004

Izolat B. bassiana NP0005 [zolat B. bassiana NP0027

Izolat B. bassiana NP0028 Izolat B. bassiana NP0030
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Graficky list 4 (¢ast B): Stiedové kultury vybranych izolatd B. bassiana po 21 dnech
kultivace na PDA v 25 °C (variabilita v morfotypu kultury)

Izolat B. bassiana NP0068 [zolat B. bassiana NP0097

Izolat B. bassiana NP0133 Izolat B. bassiana NP0161

Izolat B. bassiana NP0185 Izolat B. bassiana NP0218




Prilohy

Graficky list 5: Stiedové kultury vybranych izolata B. caledonica po 21 dnech kultivace na
PDA v 25 °C (variabilita v morfotypu kultury)

Izolat B. caledonica NP0013 Izolat B. caledonica NP0107

Izolat B. caledonica NP0145 Izolat B. caledonica NP0156

Izolat B. caledonica NP0216 Izolat B. caledonica NP0227
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Graficky list 6 (¢ast A): Stiedové kultury izolati entomopatogenni houby M. anisopliae po 21denni kultivaci v jednotlivych teplotach na PDA

F52 110 102 110 105 110 106 110 108

20°C

15°C

10°C
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Graficky list 6 (¢ast B): Stiedové kultury izolatt entomopatogenni houby M. anisopliae po 21denni kultivaci v jednotlivych teplotach na PDA
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