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ABSTRAKT

Tato diplomova prace je zaméiena na hodnoceni kompatibility entomopatogenni houby
I. fumosorosea s vybranymi druhy entomopatogennich a mykoparazitickych hub v riznych
teplotach. Z druht vlaknitych hub byly vybrany kmeny druht B. bassiana, M. anisopliae,
L. muscarium, C.minitans a C. rosea f. catenulata. Bylo zjisténo, ze kombinace houby
I. fumosorosea s druhem L. muscarium se v prostiedi nijak neomezuji pii vSech testovanych
teplotach (15, 23 a 25 °C). U ostatnich druhi bylo prokazano ur¢ité ovlivnéni rastu a produkce
spor v kombinaci s houbou I. fumosorosea. Pii testovani Gc¢innosti vybranych druht vlaknitych
hub na larvach T. molitor, vykazaly nejvyssi ucinnost druhy I. fumosorosea, B. bassiana
a M. anisopliae. Nejmensi G¢innost vykazoval druh L. muscarium. U mykoparazitické houby
C. rosea f. catenulata nebyla zaznamenana piima t¢innost na larvach T. molitor. U tohoto druhu
bylo zjisténo, Ze neni schopen infikovat zdravé jedince, ale napad4 oslabené jedince nebo roste

saprotrofné na mrtvych jedincich.

Kli¢ova slova: Isaria fumosorosea, entomopatogenni houby, kompatibilita, G¢innost, radialni

rust, produkce spor

ABSTRACT

This thesis is focused on evaluation of the compatibility of entomopathogenic fungus
Isaria fumosorosea with different species of entomopathogenic fungi and mycoparasitic fungi
at different temperatures. The strains of species Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae,
Lecanicillium muscarium, Coniothyrium minitans and Clonostachys rosea f. catenulata were
selected for experiments base on compatibility. The results showed that combination
of 1. fumosorosea with species L. muscarium is compatible. The species do not limit to each other
in the environment at all temperatures (15, 23 and 25 °C). On the other side, fungus
I. fumosorosea in combination with other species have affected their growth and spore production.
The efficacy of entomopathogenic fungi against larvae Tenebrio molitor was evaluated. The most
effective species against larvae were species |. fumosorosea, B. bassiana and M. anisopliae. On
the contrary, the smallest effective was observed after infection larvae by L. muscarium.
Mycoparasitic fungus C. rosea f. catenulata was not able to directly infect larvae of T. molitor.
This species did not infect healthy larvae. However it is able to infect weakened individuals or is

growing as saprotrophs on the cadavers.

Key words: Isaria fumosorosea, entomopathogenic fungi, compatibility, efficacy, radial growth,

spore production
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1. UvOD

Konven¢ni systém hospodaieni obnasi celou fadu negativnich jevli spocivajicich
v aplikaci syntetickych pesticida, které jsou pouzivany k regulaci Skodlivych Ccinitela.
Opakované pouzivani pesticidi méd mnohdy za nésledek znecistovani Zivotniho prostiedi,
hromadéni rezidui v padé, vodé, v Zivo¢isnych organismech, rostlinach, ale i postihnuti celé
fady necilovych organisml a ohrozeni zdravi lidi. Tyto negativni vlivy se mohou eliminovat
napiiklad vyvojem uéinnych latek, diky némuz mohou byt prohloubeny znalosti o jejich
ucincich a tim tak zamezit vzniku moznych rizik, nebo snizit rizika na minimum. Vyvoj
ucinnych latek je vSak dlouhodoby a piedevsim finan¢n€ naroc¢ny.

Pouzivani konvencnich chemickych pesticidi v ochrané rostlin pred Skodlivymi
Ciniteli neustale ptfevazuje. Vyuzivani pesticidi je vSak velmi problematické z hlediska
ochrany Zivotniho prostfedi. Neptiznivy dopad spocivd v neustale zvysujici se rezistenci
hmyzu k insekticidim, coz zpisobuje neustalou potiebu navySovani davek nebo piechod na
dal$i mnohem ucinnéjsi pfipravky. Jednim z feSeni je vyzkum a vyvoj novych ochrannych
prosttedkl, které jsou zaloZeny na ovlivnéni fyziologickych pochodii skodlivych organismi
nebo na vyuzivani pfirozenych neptatel. Biologické prostiedky vyuzivaji antagonistickych
vztahli mezi organismy, které potlacuji populace Skodlivych organismii bez jakéhokoliv
naruseni pfirodni rovnovéahy, ¢imz udrzuji stabilitu ekosystému. Patogenni mikroorganismy
na rozdil od konven¢nich insekticidli nezplisobuji pro Zivotni prostiedi Zadnou ekologickou
zatéZ a pro Clovéka a necilové organismy nepiedstavuji Zadné riziko.

V poslednich letech se dostaly do podvédomi alternativni metody ochrany rostlin,
které jsou vyuzivany v ramci integrované ochrany rostlin. Integrovana ochrana rostlin vyuziva
vSech dostupnych metod kregulaci populaci Skodlivych organismi s ohledem na
ekonomické, ekologické, hygienické a toxikologické poZadavky. Cilem integrované ochrany
rostlin je udrzeni populaci Skodlivych organismii na pfijatelné Urovni (pod prahem
Skodlivosti). Dtilezité je dodrzovanim urcitych zasad, jako je naptiklad spravny osevni postup,
vhodné péstitelské postupy, zamezeni Sifeni Skodlivych ¢initelt a jejich monitoring, podpora
a ochrana uZzite¢nych organismil a vyuZiti antirezistentnich strategii. Ustfedni kontrolni
a zkuSebni ustav zastava dulezitou ulohu z hlediska sledovani a vyhodnocovani vyskytu
Cetnosti Skodlivych organismd, které piispivaji k lepsi informovanosti zemédélci.

Velmi dulezitou slozkou integrované ochrany rostlin je biologickd ochrana, ktera

vyuziva piirozenych nepratel (paraziti, parazitoidi a predatort) k regulaci populaci



Skodlivych Ciniteld. V poslednich letech se uplatiiuji 1 biologické ptipravky na bazi
patogennich mikroorganismu (entomopatogenni bakterie, viry, houby a hlistice).

Diplomova prace se zabyva kompatibilitou vybranych druhti entomopatogennich
a mykoparazitickych hub. U entomopatogennich hub byla sledovana kompatibilita mezi
houbou Isaria fumosorosea v kombinaci s druhy Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae
a Lecanicillium muscarium. Zaroven byl sledovan vliv mykoparazitickych hub Coniothyrium
minitans a Clonostachys rosea f. catenulata na rust a vyvoj entomopatogenni houby
I. fumosorosea Vv jejich vzajemné kombinaci. VSechny testované druhy se vyznacuji Sirokym
hostitelskym okruhem. Sledovan byl jak rist a vyvoj jednotlivych druhi, tak i produkce spor
hub na riznych Zivnych médiich nebo v jejich vzajemné interakci. V praci je sledovéana
i téinnost vyse zminénych druht vlaknitych hub na larvach potemnika moucného (Tenebrio

molitor) a celkovd mortalita larev  napadenych jednotlivymi  druhy  hub.



2. LITERARNI PREHLED

2.1 Integrovana ochrana rostlin

Ptirozengjs$i zplisob ochrany rostlin, ktery upfednostituje snizovani zavislosti na
pesticidech. Systém preferujici mirnéjsi alternativy ochrany rostlin. Cely systém spociva
v ucinné¢ ochran¢ proti Skiidcim, chorobam a plevelim, zajiStujici kvalitni produkci
zemédéelskych produktii a stabilni vynos. Dilezité je snizeni moznych nebezpeci zpiisobené
vlivem pesticidnich ptipravkl at’ uz na zdravi lidi nebo Zivotniho prostfedi. Jedna se o soubor
chemickych, biologickych, fyzikalnich a agrotechnickych postupli, které se vzajemné
dopliiuji. Z dlouhodobého hlediska dochazi pomoci téchto postupt k regulaci populaci
Skodlivych cinitelt s ohledem na ekonomickou situaci a bez jakychkoliv vedlejsich
nezéadoucich ekologickych a toxikologickych vlivii (Anonym 1).

Velice dulezitou roli v IOR hraje monitoring plodin, vhodny zasah a ekonomické
aspekty pro zvoleni spravné aplikace ochrany rostlin na odlisné skodlivé Cinitele. V ptipadé,
kde nelze zvolit jiny zptsob regulace populaci Skodlivych organismt nez pesticidy, méli by
byt pouzité takové pesticidni prostiedky, které vykazuji vysokou uc¢innost na dany skodlivy
organismus a maji minimalni dopady na lidské zdravi, zivotni prostfedi i necilové organismy.
Pesticidy by mély byt posledni mozZnosti regulace vyskytu Skodlivych €initeld. Zakladem je
vyuziti vSech preventivnich opatfeni. Spojeni prostiedi a dynamiky populaci Skodlivych
Cinitell predstavuje strategii, kde se vyuzivaji vSechny mozné dostupné regulacni zpisoby,
vcetné chemickych, fyzikalnich a biologickych, jejichz cilem je udrZeni populaéni hustoty
Skodlivych ¢initelti pod hodnotami ptsobicich ekonomické skody (Pell et al. 2002).

Je znamo nekolik desitek definic integrované ochrany rostlin, z nichZ napiiklad FAO
definuje IOR jako systém sniZujici Cetnosti populaci Skodlivych organismi se zamérem
udrzet tyto populace na urcité tolerované hranici pfi vyuzivani pfirozenych metod regulace
s ohledem na ekonomické, ekologické, toxikologické i hygienické pozadavky. Definice se 1isi
jak v hlavnich cilech, tak i v obecnych formulacich (Landa 2002).

K potlaceni vyskytu Skodlivych Cinitel nebo i jejich uplnému zamezeni piispiva
napiiklad pouZivani certifikovan¢ho osiva, tolerantnich, odolnych odrid, stfidani plodin,
vyvazené hnojeni, zavlaZovani a odvodnovani i hygienické opatieni zajiSt€né pravidelnou
udrzbou strojli a zafizeni (Anonym 1).

V roce 2009 byla piijata ¢leny Evropské unie smérnice 2009/128/ES, ktera je soucasti

narodni legislativy. Smérnice stanovuje ramec pro ¢innost Spolecenstvi za ucelem docilit
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udrzitelného pouzivani pesticidii. Dale je soucasti novely zékona o rostlinolékatstvi
¢. 199/2012 Sb §5, kam spada i platna vyhlaska ¢. 205/2012 o obecnych zasadach integrované
ochrany rostlin, kde je vénovan ve vyhlasce odstavec 3 problematice zasad IOR. Zde je IOR
definovana jako: ,,Opatieni IOR udrzuji aplikaci piipravki a ostatnich zptisobi ochrany
rostlin na urovnich, které lze z ekologického a hospodaiského hlediska oduvodnit, pficemz
diraz je kladen zejména na rist zdravych rostlin pfi minimalnim poskozeni zemédélskych
i lesnich ekosystému.*

V novele jsou formulovany povinnosti Ustfedniho kontrolniho a zkugebniho ustavu
a povinnosti profesionalnich uzivatelti ptipravki na ochranu rostlin. Ministerstvo zeméd¢lstvi
ptipravilo k zajisténi udrzitelného pouzivani pesticidd ndvrh Narodniho akéniho planu
v souladu s pozadavky smérnice. Cilem Narodniho ak¢éniho planu je minimalizovat nebezpeci
vznikla z pouzivani pesticidnich piipravka v oblasti ochrany zdravi lidi, Zivotniho prostiedi,
vod, zlepSeni pouzivani piipravkli bez omezeni zemédélské produkce a kvality rostlinnych
produktti. Dodrzovani zasad IOR je platné pro vSechny profesionalni uzivatele od 1. 1. 2014

(Anonym 2).

2.2 Biologické ochrana rostlin

Biologicka ochrana cilené¢ vyuziva k potlaceni populaci Skodlivych ¢Ciniteld zivé
organismy. Jde o ochranu provadénou biologickymi prostfedky. Biologicka ochrana vyuziva
pfirozenych nepfatel. Jednd se o organismy nepfiznivé ovlivilyjici Zivoty jinych organismi.
V ptirodé se populace zivych organismil snizuji pomoci predatorl, parazitoidd, parazitl
a dalSich mikroorganismi. Biologickd ochrana nemé za cil uplné vymyceni populaci
Skodlivych organismi, ale pouze regulovat jejich Cetnosti na pfijatelnou urovenn pod prah
Skodlivosti (Landa 2002). V ekosystému existuje urcita rovnovaha mezi hostitelem, vné&j$im
prostfedim a patogenem. Uspéch biologické ochrany spo¢iva ve vybéru vhodného piipravku
proti Skodlivym ¢Cinitelim v ur¢itém prosttedi. Dillezité je spravné vystizeni doby aplikace,
provedeni aplikace vhodnou aplikac¢ni technikou, odhadnout stupenn poskozeni porostu

a vyber spravné strategie v boji proti Skodlivym organismiim (Van Driesche, Heinz 2004).

2.2.1 Principy biologické ochrany rostlin

Vybérem vhodnych biologickych agens dochazi k minimalizaci pomérné nizkych

Skodlivych ucinki biologické ochrany na necilové organismy i zivotni prostiedi. U kazdého
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druhu entomopatogennich hub je potieba vzit v avahu podminky pro jejich vyuziti
v zavislosti na konkrétni situaci. Aplikace biopreparati ve sklenicich je nejjednodussi
metodou a nedochdzi k rozsifeni patogena do okolniho prostiedi. Pfi pouziti biopreparati
V polnich podminkach je dutlezit¢é zhodnotit i moznost nepfiznivého Sifeni patogenniho
organismu. Aplikace ptipravki se provadi riznymi zpisoby. Prvnim moznym zptisobem jsou
postiiky suspenzi spor rozpusténych ve vodé. Dal§im zplsobem jsou naptiklad aplikace do
pudy nebo pouziti praSkového koncentratu spor dané houby. Praskové koncentraty jsou
ukladany ve sbérnych castech feromonovych lapac¢iu. U dospélych jedinci nedochazi

Kk uvéznéni, takze specifické lapace mohou opustit, ale infekce se mize rozsifovat do okolniho

prostiedi diky kontaminaci jejich povrchu téla (Navratilova 2013).

2.2.2 Strategie vyuZiti prirozenych nepratel

Biologicka ochrana vyuziva dvou strategii. Prvni strategic spocéiva v Umysiném
dovozu prirozenych neptatel z odlisSnych zemédé€lskych oblasti. Tato strategie je nazyvana
jako strategie inokulativni. Druhd strategie se zabyvd umélym rozmnozovanim pfirozenych
nepiatel, kteti jsou nasledné vypusténi do porostli napadenych Skodlivymi organismy. Tato

strategie je nazyvana strategii inundativni.

Inokulativni introdukce

Parazit, predator, parazitoid ¢i patogenni mikroorganismus je cilené¢ nasazovan
v malém mnozstvi do nové oblasti, kde doslo k nartstu vyskytu Skodlivych Ccinitelq.
ptizpusobeni intodukovaného druhu novému prostiedi, jeho uchyceni, roZsiteni a predevsim
namnozeni (Van Driesche, Heinz 2004).

Naptiklad populace odolnych, dravych rozto¢i Typhlodromus pyri byli nasazeny do
ovocnych sadll proti sviluSkam. Inokulativni introdukce se vyznacuje vyrazné ekologickym
charakterem. Podil technologickych prvka je na minimalni rovni, které jsou potiebné pro
nizkokapacitni chovy, vyuZziti biotechnologii pro nasazeni malého poctu jedincti a odbér
bioagens v oblasti jejich pfirozeného vyskytu (Pultar 2003).

Inokulativni introdukce vyzaduje podporu od narodnich a mezinarodnich organizaci,

vcetné karanténnich zafizeni (Landa 2002).
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V biologické ochrané existuje jest¢ sezonni inokulativni introdukce, ktera se vyuziva
K ochran¢ rostlin péstovanych ve sklenikdch. Mezi nejCastéjsi sklenikové Skidce patii
napiiklad molice sklenikovd a molice bavinikova, proti kterym se nasazuje paraziticka
vosi¢ka Encarsia formosa, dale sviluska chmelova, msSice a tfasnénky. Hlavnim cilem je
dosdhnout ochranného ucinku témét okamzité, aby regulace populaci Skodlivych ¢initelt byla
co nejvetsi. Prirozené nepratele ziskdvame sbérem nebo produkci masovych chovi. Takto
ziskani pfirozeni nepratelé jsou nasledné béhem péstitelské sezony postupné nasazovany do

porosta (Landa 2002).

Inundativni introdukce

Principem inundativni introdukce je jednordzové vysazovani velkého poctu
ptirozenych nepratel v dobé zvySené¢ho vyskytu populaci Skodlivych €initelt. Cilem je posilit
populace, které jiz existuji. Pouzivd se piedevSim proti Skiidcim jednoletych plodin.
Parazitickd vosi¢ka Trichogramm evanescens je c¢asto vyuzivana a nasazovana proti
populacim zavijee kukufi¢ného. Hlavnimi aspekty inundativni introdukce jsou pocetné
chovy predatorii a parazitoidd, biotechnologicka produkce mikroorganismi a dostupnost

biopreparati (Bale et al. 2008).

2.2.3 Kategorie prirozenych nepratel

Pfirozeni nepfatelé jsou organismy, které nepfiznivé ovliviluji Zivoty jinych
organismil. DéEli se na dv¢ skupiny. Do prvni skupiny se fadi makroorganismy, jako jsou
paraziti, predatofi a parazitoidi. Druha skupina pfirozenych nepiatel zahrnuje rizné druhy

mikroorganismi, naptiklad bakterie, houby, viry a hlistice (Hajek 2004).

Prvni skupina prirozenych nepiatel
Makroorganismy

Makroorganismy patii do prvni skupiny pfirozenych neptatel. Jsou to Zivé organismy.
Do této skupiny patii paraziti, predatofi a parazitoidi. Parazitoidi jako jedini z této skupiny

nezabijeji svého hostitele (Landa 2002).
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Predatori

Predator je organismus konzumujici jiné organismy a na své hostitele je vazan pouze
potravné. Napadéd znacny pocet druhii kofisti, u kterych nerozlisuje vyvojova stadia. Kofisti
jsou usmrceny ihned po napadeni. Zivi se i potravou rostlinného ptivodu. Béhem jejich Zivota
dochézi k usmrceni né€kolika hostitelt. Predatofi vyhledavaji kofist prostfednictvim pachu
produktl, které jsou vyluCovany kotfistmi (napiiklad medovice). Vyskytuji se jak
v podzemnich, tak i nadzemnich ¢astech rostliny.

Vyznamnymi predatory jsou napiiklad dravi rozto¢i Amblyseius californicus
a Typhlodromus pyri proti sviluskam, dale Ambyseius degenerans a Amblyseius cucumeris
proti tfasnénkam. Proti mSicim se vyuziva zlatoo¢ko Chrysoperla carnea a proti ¢ervcim jsou
vyznamnymi predatory slunéka Cryptolaemus montrouzieri a Hippodamia convergens
(Hajek 2004).

Paraziti
Paraziti jsou organismy Zijici bud’ na povrchu téla jiného organismu (ektoparazit) nebo
oslabuji télo hostitele zevnitt (endoparazit). To znamend, ze hostitel neni usmrcen okamzite.

Ziviny jsou pfijimany z t&la hostitele, které posupné poskozuje.

Parazitoidi

Parazitoid je organismus, ktery je vazan na télo hostitele nejen potravné, ale i ¢asti
sveho vyvojového cyklu. Hostitelé jsou tedy usmrcovani larvalnim vyvojem, ktery probiha
uvnitt téla hostitele. Larvy jsou ziveny télnimi tekutinami a tkanémi hostitele, zatimco dospéli
parazitoid se zivi rostlinnou potravou. Béhem vyvoje je vzdy usmrcen pouze jeden hostitel

(Honék et al. 2008).

Druhé skupina p¥irozenych nepiatel
Mikroorganismy

Mikroorganismy se uplatiuji v biologické ochrané rostlin proti Skodlivym
organismim. Jsou schopné vyvolat hromadné onemocnéni Skodlivych organisml a zplsobit
jejich nasledny thyn. Jednd se o specifické organismy, jako jsou naptiklad bakterie, viry,

houby a had’ata. Mikroorganismy jsou dobte viditelné pouze pod mikroskopem. Pro efektivni
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aplikaci v boji proti $kidcim jsou mikroorganismy ucelové izolovany a technologicky
mnozeny (Landa 2002; Ticha 2001).

Entomopatogenni bakterie

Do soucasné doby bylo odizolovano vice jak 90 druhii entomopatogennich bakterii,
které jsou schopné vyvolat infekéni onemocnéni. Jednd se o jednobunécné organismy
postradajici chloroplasty a mitochondrie. Celed” Bacillacea, zejména rody Bacillus
a Clostridium, patii mezi nejvyznamné;jsi v biologické ochrané. Infekce hostitele je zptisobena
pozienim potravy, ktera byla infikovand bakteriemi. Bakterie parazituji na epitelu stfeva.
Nékteré druhy entomopatogennich bakterii usmrti hostitele béhem pomérné kratké doby
z diivodu poskozeni stény stieva produkei toxind. Jingym druhlim naopak trva n€kdy aZ mésic
nez svého hostitele usmrti (Hajek 2004).

Mezi nejznamnéjsi bakterie patii Bacillus thuringiensis. Tato bakterie je obsazena
v preparatu BIOBIT XL, ktery je snadno misitelny s celou fadou fungicidnich pfipravka
a pomocnych latek. Preparét je ur€en proti Skodlivym housenkdm motylti. Hlavni pfednosti
preparatu je nulova toxicita k necilovym organismiim. Aplikace ptipravku se provadi béznymi
postiikovaci v obdobi lihnuti housenek. Bakterie poskozuji funkei traviciho ustroji, diky
¢emuz housenky piestavaji piijimat potravu a zhruba po 3 dnech dochazi k jejich amrti

(Anonym 3).

Entomopatogenni viry

Entomopatogenni viry jsou obligatni parazité, jejichz reprodukce =zavisi na
hostitelském organismu. Reprodukce virti probiha nitrobunééng. Celed’ Baculoviridae, do niz
nalezi dva velmi vyznamné rody Granulovirus a Nucleopolyhedrus jsou nejvyznamnéjsimi
Vv biologické ochrané. Nejcasteji jsou napadany larvy hostitele. Hostitel se infikuje pozifenim
potravy, ktera je napadena viry. Viry zpusobuji poskozeni traviciho traktu a télni obsah
hostitele se postupné méni v tekuty sekret. Hostitele je usmrcen v rozmezi 5 - 8 dnti. Virus je

prenasen napadenymi ¢i mrtvymi larvami (Bailey et al. 2010).

Entomopatogenni houby
Entomopatogenni houby se vyznacuji Sirokym hostitelskym okruhem. Maji schopnost
aktivné pronikat ptes kutikulu hostitele a tim vyvolat infekéni onemocnéni. Infekce mulze

probéhnout na vSech vyvojovych stadiich hmyzu. V biologické ochrané¢ jsou
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entomopatogenni houby casto vyhledavané z divodu efektivniho snizovani populaci

Skodlivych Cinitelti (Landa 2002).

Entomopatogenni hlistice

Entomopatogenni hlistice patii mezi obligatni organismy, které maji 4 vyvojova
stadia. Infekéni onemocnéni vSak vyvolavd pouze tfeti vyvojovy stupeit. Je to déno
specifickymi vlastnostmi larev tfetiho stupné. Larvy se dostavaji do téla hostitele pies
dychaci, Gstni a pohlavni aparat. Hlistice obsahuji v pfedni ¢asti zazivaciho traktu bakterie
rodu Photorhabdus a Xenorhabdus, které jsou po priniku vypustény do hemolymfy hostitele.
Dochézi k rychlému namnozeni bakterii a usmrceni hostitele vlivem rozpadu vnitinich
organu. Hlistice diky symbidze s bakteriemi dokonéuje sviij vyvoj uvniti télni dutiny hostitele
(Landa 2002; Bailey et al. 2010).

Na bazi entomopatogennich hlistic jsou vyrabény biopreparaty firmou BIOCONT
sidlici v Brné. Vyuzivaji se naptiklad hlistice Heterorhabditis megidis pusobici na larvy

lakonosct nebo Steinernema feltiae s G¢inkem proti larvam smutnic (Anonym 4).

2.3 Charakteristika entomopatogennich hub

Entomopatogenni houby se vyznacuji Sirokym hostitelskym okruhem. Maji schopnost
aktivné pronikat pres kutikulu hostitele a tim vyvolat infekéni onemocnéni. Infekce miliZze
probéhnout na vSech vyvojovych stddiich hmyzu. V biologické ochrané¢ jsou
entomopatogenni houby casto vyhledavané z divodu efektivniho snizovani populaci
Skodlivych €initelti (Landa 2002).

Ptedstavuji velmi rGznorodou skupinu heterotrofnich eukaryotickych organismii,
u nichZ doslo béhem evolu¢niho procesu k vytvoreni celé fady adaptacnich mechanismi, diky
kterym se mohou pfizplsobit 1 velmi diverznimu prostiedi. Entomopatogenni houby se
mohou rozmnozovat bud’ pohlavné ¢i nepohlavné. (Inglis et al. 2001). Jedna se
0 mikroorganismy nejCastéji asociované s hmyzem, které patii do polyfyletické skupiny
organismi, vytvarejicich vyznamné symbiotické vztahy s cévnatymi rostlinami a zivo€ichy
Vv ekosystému. Rist entomopatogennich hub na povrchu tél riznych hostiteli je narozdil od
ostatnich skupin entomopatogennich mikroorganismt snadno vizualné patrny, jelikoZ maji
schopnost pronikat do hostitele piimo ptes kutikulu a/nebo k pronikéni do hostitele vyuzivaji

ptirozenych otvort (Bruns et al. 1991). V soucasnosti je znamo vice jak 750 druhti hub, které

16



mohou vyvolat onemocnéni u mnoha druhti hmyzu. Entomopatogenni houby mohou
parazitovat na zastupcich vSech fadi hmyzu a napadat vSechna jejich vyvojova stadia.
NejcCastéji parazituji na larvach a kuklach. Dospélci a vajicka hmyzu jsou houbami infikovani
jen ziidka. Nejcastéjsi vyskyt byl zaznamenan na druzich z fada rovnok#idlych (Orthoptera),
plostic (Hemiptera), stejnokiidlych (Homoptera), tfasnokiidlych (Thysanoptera), motyla
(Lepidoptera), broukt (Coleoptera) a dvoukfidlych (Diptera). Ruast a vyvoj
entomopatogennich hub je vyrazné¢ ovliviiovan zejména abiotickymi faktory, pfedevsim
relativni vzduS$nou vlhkosti a teplotou (Nielsen et al. 2007). Obecné u houbovych nékaz
hmyzu v porovnani s ostatnimi entomopatogennimi mikroorganismy hraje dilezitou ulohu
stav hostitele, vliv vnéjsiho prostfedi a davka houbového inokula. Entomopatogenni houby
mezi sebou zahrnuji jak vysoce specifické druhy (jeden hostitel, ¢i vyvojové stadium), tak
I méné specifické (cela fada rodd, druhd, ¢eledi hmyzu). Specifickym druhem jsou napiiklad
houby rodu Aschersonia, které maji schopnost infikovat molice nebo ¢ervce. Mezi polyfagni
druhy lze zaradit houbu Isaria fumosorosea, Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae

a Lecanicillium muscarium (Weiser 1966).

2.3.1 Vyvojovy cyklus

Zakladnim ptfedpokladem vzniku infekce a jeji pribéh je ovliviiovan mnoha aspekty,
ato predevSim vlastnostmi patogena a hostitele. Houbové onemocnéni vznika ptichycenim
konidii na povrchu téla hostitele. Ve vétsiné piipadi dochazi k pronikani houbovych vlaken
pfes kutikulu hmyzu. DalSim moZnym zplsobem je pronikdni infekce ptes uUstni ustroji
hostitele, odkud se spory dostavaji do zaZivaciho traktu hmyzu. Ttetim mistem vzniku
onemocnéni houbovymi sporami jsou stigmata hmyzu a poslednim zptisobem je vstup infekce
do téla ptes pohlavni aparat hmyzu.

Houbové onemocnéni vznikd po pfichyceni konidii k povrchu téla hostitele.
K pfichyceni ke kutikule hmyzu dochazi diky hydrofobnosti konidii. Nékteré druhy hub mayji
pro tento proces konidie vybaveny adhezivnimi latkami, diky nimZ vytvateji pfi prvnim
kontaktu pevnou vazbu s kutikulou hostitele. Kutikula hmyzu obsahuje latky dtlezité pro
identifikaci jednotlivych druh hub. Jedna se ptedevsim 0 volné aminokyseliny a peptidy,
které zplsobuji ptichyceni a kliceni konidii. Stupen kli¢eni a GispéSnou infekci ovlivituje fada
faktorti, krom¢ vnimavého hostitele, jeho stadia a virulenci kmene, naptiklad jest¢ faktory

zivotniho prostiedi, jako jsou relativni vzdu$na vlhkost a optimalni teplota. Primérni
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pfilnavost konidii mize probihat bud vzijemnym pisobenim mezi dvéma hydrofobnimi
povrchy (kutikula hmyzu a konidie), nebo prostiednictvim elektrostatickych sil
a molekularnich interakci, které jsou pfitomny na povrchu kutikuly hmyzu i konidii. Houby se
zaCinaji vyvijet v misté dotyku (Samson et al. 1988). Konidie jsou ve fazi kli¢eni dobie
energeticky vybaveny. Vyuzivaji své zasobni latky a proto nepotiebuji ziskdvat zadné externi
ziviny. Limitujicimi faktory pro kliceni konidii jsou pfedevs§im teplota a relativni vzdu$na
vlhkost. V dusledku vysoké relativni vzdu$né vlhkosti, kdy konidie pfijimaji vodu, dochazi
K jejich nabobtnani. Postupné dochazi k pronikani primarniho klicku a tvorb¢é penetraéni
struktury (napt. apresorium) na S$picce klicku. Apresorium je utvar polStaikovitého tvaru,
ktery produkuje enzymy zmékc¢ujici chitinovy povrch a umoznuje tak naruSeni kutikuly
hostitele. Z apresoria se nasledné zacne vytvaiet penetracni hrot, diky kterému dochazi
K priniku houbového onemocnéni do utrob téla hmyzu. Houby pronikaji zejména pies tenci,
nesklerotizované ¢asti pokozky, jako jsou spoje mezi jednotlivymi segmenty (Zimmermann
2007).

Po proniknuti penetra¢niho hrotu do téla hmyzu dochazi k tvorbé invazivnich hyf,
které velmi rychle kolonizuji télni dutinu. Hyfova téliska se postupné mnozi pucenim
V hemocelu uvnitt t€lni dutiny. Houbovy organismus vSak musi nejdiive piekonat imunitni
obranné latky hostitele po proniknuti do jeho téla. S témito imunitnimi obranymi latkami se
patogen vyrovnava pomoci produkce toxinl a dalSich sekundarnich metabolitii. Kombinaci
téchto dé&jii, jako je invaze patogena do télni dutiny hostitele a jeji destrukci dochazi
k usmrceni hostitele. Smrt hostitele tak ukonéuje parazitickou fazi patogena a zacina faze
saprotrofni. Smrt hostitele je zapfiCinéna plsobenim kombinaci sekundarnich metaboliti,
vyuzitim tkéni, fyzickym branénim, cirkulaci hemolymfy a poskozenim organt
(Ingliset al. 2001). Po usmrceni hostitele dochazi bezprostiedné k prorustani houbového
mycelia na povrch téla usmrceného jedince za vhodnych podminek. Nésledné se na vzdusném
myceliu zadinaji vytvaret fruktifikacni organy typické pro dany druh. Saprotrofni faze
patogena je zakoncena uplnou sporulaci, ktera se projevuje tvorbou novych ,,sekundarnich*
konidii. Takto nové vyprodukované konidie si jsou schopny udrzet vitalitu po dlouhou dobu
(az nékolik mésict) diky dormantnimu stavu, ve kterém se nachéazeji. Sifeni a piilnavost
konidii k povrchu téla vhodného jedince ukoncuje do¢asnou dormanci konidii. Patogen se
mize Sifit rGznymi zpusoby, at uz piimym kontaktem zdravych jedinct s jedinci
infikovanymi nebo konidiemi Sifenych pasivné pomoci vody ¢i proudéni vzduchu (Osborne,
Landa 1992).
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2.3.2 Podminky pro vyvoj ndkaz entomopatogennich hub

K nejcastéjSim vyskytliim piirozenych epizoocii dochazi béhém vlhkych podminek.
Uginnost entomopatogennich hub je ovlivnéna virulentnosti kmenti populace hmyzu,
pfitomnosti patogennich druhd, vnimavosti stadia v populaci a na vhodnych podminkach
prostfedi. Dilezitd je zejména relativni vzdu$na vlhkost a teplota. V ptipad¢ houbového
onemocnéni u pudnich skiidct je dal§im dilezitym faktorem i ptidni struktura vedle teploty
a relativni vzdusné vlhkosti. Entomopatogenni houby mohou byt velice dilezitym piirozenym
Cinitelem v populacich skiidct hospodatskych plodin a vhodnym prostfedkem naptiklad
k vymyceni populaci msic, tfasnének, larev dvoukiidlého hmyzu Skodicich na kofenech
a housenek (Coombs, Coombs 2003).

Nejkritictejsi fazi vyvojového cyklu predstavuje kli€eni konidii. Konidie ve fazi
kli¢eni potiebuji relativni vzdusnou vlhkost nad 90 % a teplotu v rozmezi 20 — 30 °C. Naroky
na relativni vzdus$nou vlhkost nejsou tak vysoké pouze pii pruniku patogena do téla hostitele.
Spory nékterych entomopatogennich hub zvladaji prezivat kratkodobé i teploty vyssi kolem

40 — 45 °C a jiné druhy naopak i dlouhodobé zmrazeni (Tanada, Kaya 1993).

2.3.3 Faktory ovliviiujici vyvoj a u¢innost entomopatogennich hub

Utinnost a probéh infekce hmyzu, zpasobenych entomopatogennimi houbami
nejvyraznéji ovliviyji faktory biotické a abiotické. Mezi faktory biotické patii fyziologické
podminky hostitele, patogena a hostitelska rostlina. Mezi faktory abiotické patii relativni
vzdus$na vlhkost, teplota, slune¢ni zafeni a pida. VSechny tyto faktory ovliviuji kliceni
konidii, pronikani hyf pfes kutikulu hostitele, prortistani houby na povrch téla hostitele

I nasledujici Sifeni hub do prostredi (Drummond et al. 1987; Inglis et al. 2001).

Biotické faktory
Patogen

Patogenita je urcitd schopnost patogena vyvolat onemocnéni v zavislosti na celé fade
faktori. Mezi tyto faktory patfi naptiklad fyziologie houby (produkce enzymi a toxint),
fyziologie hostitele (obranné mechanismy) a Zivotni prostfedi. Patogenita hub je zaloZzena na
vztahu hostitel — patogen a jejich vzajemné kompatibilité. Kompatibilita je ovlivnéna
schopnosti patogena rozpoznat dané¢ho hostitele a piekonat jeho obranné mechanismy.
Entomopatogenni houby maji $iroké spektrum hostiteld. Tyto spektra se vSak 1i§i v zavislosti
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na jednotlivych druzich hub. Velice dilezitd je kompatibilita virulentnich kmenti hub
s cilovym hostitelem. V opa¢ném ptipadé nedochazi k infekci populace hmyzu. Napiiklad
Beauveria bassiana a Metarhizium anisopliae maji Siroky hostitelsky okruh z mnoha fadu
¢lenovcu a Aschersonia aleyrodis ma schopnost vyvolat infekci jen u nékterych druhii molic
(Inglis et al. 2001).

Hostitel

Propuknuti infekce houbového onemocnéni u populaci hmyzu ovliviiuje cela fada
faktori. Do téchto faktort patii jak fyziologické, tak i morfologické faktory. Jedna se
napiiklad o vyzivu Sktudce, genetické zalozeni, vyvojové stadium, hustotu populace a tlak
vngjSiho prostfedi. VSechny tyto faktory mohou vytvofit urCity tlak na populace hmyzu
a podpotfit tak rozvoj infekce houbového onemocnéni diky vétsi nachylnosti populaci hmyzu.
Kazda etapa vyvojového cyklu hmyzu je rizné nachylna k infekci. Z tohoto diivodu jsou

larvy a kukly hmyzu nejcastéji infikovanym stadiem (Feng et al. 1985).

Hostitelska rostlina

Rostliny produkuji celou $kalu chemickych latek, pomoci kterych maji schopnost
ovliviiovat nachylnost $kiidci k houbovému onemocnéni ¢i plsobit na zivotnost konidii.
Zavisi to na biologické aktivité, na koncentraci chemickych latek a jejich charakteru.
Hostitelské rostliny diky rtstu, morfologii a produkci chemickych latek mohou piimo ¢i

nepiimo ovliviiovat i€innost entomopatogennich hub (Butt 2002).

Abiotické faktory
Teplota

Teplota patii mezi jeden z nejvyznamnéjSich faktorti ovliviiujicich vyvojovy cyklus
aucinnost entomopatogennich hub. Optimalni teplotni podminky se 1iSi podle druhu
entompatogennich hub. Vét§iné druhtt hub vyhovuje teplotni rozmezi 20 °C — 25 °C, ale
k infekci miize dochazet i pfi teplotach nizsich 15 °C nebo vyssich. Pti teplotach nad 30 °C
dochazi k postupnému zpomaleni rustu a pii teplotach nad 37 °C k jeho Uplnému zastaveni.
Pro houby ptezivajici v plid€ je optimalni teplota zavisla na kmenech entomopatogennich
hub, na druhu a typu ptidy a v neposledni fad¢€ i na pfitomnosti pfirozenych nepiatel (Inglis et
al. 2001). Byla provedena studie na odlisnych izolatech 1. fumosorosea proti molici

B. argentifolii, kde byl posuzovan vliv teplot na jejich u¢innost a rychlost rastu. Izolaty
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pochazely ze dvou odlisnych oblasti (z jihu USA a oblasti zapadni Asie). V USA byly izolaty
odebréany z vihkeé i suché subtropické oblasti a v zapadni Asii z vihké tropicke oblasti. Vyvoj
izolati probihal v pomémné Sirokém teplotnim rozmezi od 8 °C — 35 °C. lzolaty vykéazaly
idealni rast pii teplotach 25 °C —28 °C. Indické kmeny vykazaly nejlepsi odolnost vuci
vysokym teplotéam (Vidal et al. 1997).

Vihkost

Pro kli¢eni konidii entomopatogennich hub je dilezitym a nezbytnym faktorem
relativni vzdus$na vlhkost. Vlhkost podporuje riist entomopatogennich hub, ovlivituje rozvoj
houbového onemocnéni v populacich hmyzu a mé vliv na odolnost hub a jejich piezivani
(Hall 1981). Vétsina entomopatogennich hub potiebuje pro kliceni konidii a rist mycelia
relativni vzduSnou vlhkost nad 90%. V ptipadé€ neptiznivych podminek jsou entomopatogenni
houby schopny vytvofit uvnité té€la hostitele pouze houbové mycelium a saprotrofni fazi
vyvoje dokonlit az =za ptiznivych podminek (Drummond et al. 1987). Vyvoj
entomopatognnich hub lze cilené¢ podpofit v ur¢ité mife napiiklad olejovymi substancemi
pfidanych do kapalného prostfedi konidii. Olej zvySuje pfilnavost hub k télu napadeného

hostitele a podporuje kliceni konidii (Butt 2002).

Slune¢ni zareni

Podstatnym faktorem pro vétSinu entomopatogennich hub je slune¢ni zateni. Slune¢ni
zafeni pasobi na prezivani konidii a jejich uvoliiovani. Vlivem slunecniho zafeni miize
dochédzet k poskozeni konidii pfedev$sim ultrafialovym zatenim. Ultrafialové zafeni je
Skodlivéjsi nez infracervené a viditelné zateni (hlavné paprsky UVB spektra, 285 — 320nm),
které plisobi Skodlivé na chromozomalni strukturu DNA vSech mikroorganismi. (Ignoffo,
Garcia 1978). Oproti tomu pfirozené slunecni zafeni pozitivné ovliviiuje odolnost
entomopatogennich hub. Dilezitym faktorem je i pigmentace konidii. Méné pigmentované
konidie vykéazaly niz8i odolnost vici slune¢nimu zafeni nez konidie S vyS$Sim obsahem
pigmentu. Citlivost entomopatogennich hub na slunec¢ni zateni je odlisna podle druhu. Mezi
nejméné odolné houby proti slune¢nimu zafeni patii B. bassiana a |. fumosorosea. Mnohem

vyssi odolnost prokazaly konidie M. flavoviridae (Ignoffo 1992).
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2.4 NejvyznamnéjSi druhy entomopatogennich hub
2.4.1 Houby rodu Isaria a Paecilomyces

Entomopatogenni houby 1. fumosorosea, I. javanica, I. farinosa a I. tenuipes jsou
nejvyznamnéj$imi druhy rodu Isaria. Zafazuji se do fiSe hub — oddéleni pravych hub s formou
pohlavniho rozmnozovani nebo pomocného oddéleni hub nedokonalych s formou
nepohlavniho roumnozovani. Dfive tyto druhy pattily do rodu Paecilomyces, ale na zakladé
fylogenetickych studii a posuzovanych polyfyletickych vztahti, byly tyto druhy ptfefazeny do
nového rodu Isaria (Luangsa-Ard et al. 2004). Jedna se o polyfagni, akarifagni a nematofagni
druh entomopatogenni houby, kterda ma Siroké hostitelské spektrum. Vyvoldva ndkazy na
zastupcich mnoha fadi hmyzu, jako jsou napiiklad rovnoktidli (Orthoptera), polokiidli
(Hemiptera), trasnokiidli (Thysanoptera), brouci (Coleoptera), dvouktidli (Diptera) a motyli
(Lepidoptera). lIzolaty I. fumosorosea lze ziskat z napadenych t€l hmyzu, vzduchu, vody,
pudy, rostlin i dalSich hub. Vyskytuje se teda v zemédé€lskych i nezemédélskych pidach
I V nadzemnich ¢astech rostlin (Zimmermann 2008). Tato houba je schopna vyvolat houbové
onemocnéni u vice nez 40 druhit hmyzu. NejéastéjSimi hostiteli houby I. fumosorosea
i I. farinosa jsou rtizné druhy msic, molic, Cervci a tfasnének. V Ciné, v oblasti Pekingu byl
vroce 1983 zaznamenan prvni vyskyt entomopatogenni houby I. fumosorosea v populaci
molice sklenikové Trialeurodes vaporariorum. Tento vysoce virulentni kmen prokazal velice
silné epizoocie, které poskodili molici sklenikovou. Dal§i vyznamny vyskyt pfirozené
epizoocie byl zaznamenan na Floridé v populaci molice tabakové Bemisia tabaci
(Osborne et al. 1990). Tento odizolovany kmen dostal oznafeni Apopka 97 podle mista
zachyceni a odizolovani. Na bazi kmene Apopka 97 jsou v sou¢asné dobé vyrabény komercni
biopreparaty (Faria, Wright 2007).

Isaria fumosorosea se vyznacuje tim, Ze na pfirozeném hostiteli i na umélych zivnych
pudach vytvaii bilé vatovité mycelium, které se postupné meéni z bilé barvy do nariiZzovélého
az Sedofialového odstinu. V zavislosti na stupni vyvoje kultury dochazi ke zméné odstinu
barvy houbového mycelia. Veliké mnozstvi konidii pokryva cely povrch téla infikovaného
hostitele a dochazi k pfeméné vatovitého mycelia na prasné. (Landa 2002). I. fumosorosea
tvofi na hyfach pteslenovité uspofadané konidiofory, které jsou vzpiimené 100pum dlouhé,
vpriméru 1,0 — 2,5 pum. Postupné se na kazdém konidioforu vytvaii 3 — 6 fialid
(konidiogennich buné€k). Fialidy maji lahvicovity tvar a vyrazny kréek o praméru 0,5 pm.
Pucenim se z fialid vytvafi konidie ovalného tvaru, které jsou prithledné az mirn€ nartizovélé.

Velikost konidii se pohybuje kolem 2,5 — 4,0 x 1,4 — 2,2 um. Mladsi konidie postupné
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odsouvaji starsi konidie do tvoficich se fetizkd. Retizek mize obsahovat vice nez 50 konidii
(Osborne, Landa 1992).

V priznivych podminkéach se mohou objevit prvni piiznaky onemocnéni u napadeného
hostitele zpusobené houbou Isaria fumosorosea od 48 do 72 hodin. K uplné sporulaci muze
dochadzet 5. — 7. den od zacatku infekce. Pro vyvoj entomopatogenni houby Isaria
fumosorosea je dulezita optimalni teplota 20 az 30 °C, ptfi¢emz 25 °C je nejvhodnéjsi a pfi
teplotach nad 30 °C dochazi ke zpomaleni az Gplnému zastaveni ristu a vyvoje houby. Pro
cely proces kliceni a uchyceni konidii je podstatna relativni vzdu$na vlhkost nad 95 % po
dobu 10 — 12 hodin (Vidal et al. 1997).

Isaria fumosorosea ma infekéni cyklus ve srovnani s jinymi druhy entomopatogennich
hub podstatné rychlejsi. Napiiklad s druhem Lecanicillium muscarium ma Isaria fumosorosea
dobu infekéniho cyklu kratsi o 1 — 3 dny a druh Aschersonia aleyrodis ma dobu infekéniho
cyklu delsi o 4 — 7 dni (Landa, Jiranovéa 1988).

2.4.2 Houby rodu Beauveria (Vuillemin)

Mezi nejvyznamnéj$i druhy rodu Beauveria patii B. bassiana, B. tenella,
B. brongniartii. Jedna se Siroce polyfagni druhy hub béZzné se vyskytujici v pudé, kde
zpuisobuji onemocnéni pidniho hmyzu. Parazutuji na stadiich hmyzu, kterd v pidé pouze
prezimuji nebo bézné ziji. Beauveria bassiana ma schopnost vyvolat onemocnéni na
zastupcich z fadt rovnoktidlych (Ortoptera), brouk (Coleoptera) a motylu (Lepidoptera)
(Humber 1997). Nakazy zpusobené druhy rodu Beauveria jsou oznafovany jako ,,bilé
muskardiny” z divodt portstani nakazeného jedince husté bilym mycelium (Weiser 1966).

Beauveria bassiana ma bilé, postupné svétle zluté az nacervenalé kolonie. Na
vzdusném myceliu se utvareji konidiogenni buniky s kulatou ¢i lahvicovitou bazalni ¢asti.
Na kazdé konidiogenni buiice se utvari rachys (apikalni ¢ast), kde jsou konidie uspotadané
v cik-cak formaci (Zimmermann 2007). Neptehradkované konidie se nachazeji na kazdém
zubu rachysu. Konidie jsou velké 2 — 3 x 2 — 2,5 um. Jsou kulovitého az elipsoidniho tvaru.
Konidie s konidiofory vytvareji pii plné sporulaci bilé shluky podobajici se bavinénym
mickim (Humber 1977).

Cela tada faktoru, jako jsou relativni vzduSna vlhkost, optimalni teplota, vyvojové

stadium, vnimavost hostitele 1 kutikularni lipidy maji vliv na rozvoj infek¢niho onemocnéni
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a kliceni konidii. Optimalni teplota pro rist B. bassiana je 23 — 26 °C a relativni vzdusna
vihkost 80 — 100 %. Pfi teploté 50 °C spory hynou za pouhych 10 minut (Zimmermann 2007).

Infekci zpispobuji konidie klicenim po piichyceni ke kutikule hmyzu. Houby se
dostavaji do t¢la nejCasteji pres méne sklerotizované ¢asti téla hostitele. Dalsimi moZznosti
pronikdni houby do téla hostitele jsou ptfes Ustni otvor a stievo, pfes stigmata hmyzu
a pohlavni organy. Pocatek houbového onemocnéni vznikd v misté¢ kontaktu, kdy dojde
k nabobtnani spory a vypusténi klicku, ktery pronikne do t¢la hostitele (Weiser 1966). Houba
Beauveria bassiana produkuje sekundarni metabolit nazyvany beauvericin, ktery oslabuje
imunitni systém hostitele. Uvniti téla napadeného hostitele dochazi k tvorbé ovalnych
blastospor, které vytvareji husté mycelium. To zpisobuje postupnou mumifikaci téla.
V koneéné fazi dochazi k proristani hyfovych vldken na povrch téla hostitele, kde se utvaii

vzdu$né mycelium s novymi konidiemi (Landa et al. 2007).

2.4.3 Houby rodu Lecanicillium spp.

Lecanicillium spp., diive znamé pod nadzvem Verticillium lecanii, jsou velmi rozsifené
entomopatogenni houby. Do rodu Lecanicillium spp. je zahrnuto 15 druhd, znichz
nejvyznamngéjsi je Lecanicillium lecanii. Houby rodu Lecanicillium maji Siroké spektrum
hostitelt, jako jsou hadatka, bezobratli, rostliny 1 houby. NejCastéji vSak parazituji na
mSicich, ¢ervcich a molicich spadajicich do fadu stejnoktidlych. Kmeny Lecanicillium lecanii
s véts§imi sporami vyvolavaji infekéni onemocnéni u molic, zatimco kmeny s malymi sporami
zpusobuji infekci pfevazné mSic. Jednd se o Siroce polyfagni druh patogena, ktery ma
schopnost se zivit 1 odumfelymi organickymi materidly (Hall 1976).

Pro kliceni spor a rist mycelia je dilezitd optimalni teplota 15 — 25 °C a relativni
vzdusnd vlhkost 85 — 90 %. Konidie drzi pii sobé diky mucilagenni hmoté. Mucilagenni
hmota zvySuje schopnost konidii pfichytit se 1épe k télu hostitele. Nejsnaze se infikuji nymfy
niz§ich instarti. K infekénimu onemocnéni hmyzu dochézi hyfami, které pronikaji pies
kutikulu napadeného jedince. Uvnitf téla dochazi k poskozeni vnitinich organd a naslednému
usmrceni hostitele. Lecanicillium lecanii vytvaii bilé az krémové mycelium. Konidiofory maji
podlouhly, uzky, lahvicovity tvar a vytvareji se na vzdusném myceliu. Konidiofory maji
preslenovité uspofddani, jsou tvofeny postupné a mohou proti sob& vyristat i 2, 3 az

4 konidiofory z jednoho mista. Nové vytvofené konidie odsouvaji star§i konidie do shlukd.
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Shluky konidii jsou v koneéné fazi sporulace pokryty mucilagenni hmotou udrzujici
kompaktni tvar kone¢ného utvaru (Hall 1985).

Entomopatogenni houby rodu Lecanicillium spp. béhem vyvojového cyklu produkuji
kyselinu dipikolinovou a bassianolide, coz jsou insekticidni toxiny. Tyto druhy hub maji
mykoparaziticky status. Jsou schopny parazitovat dokonce i na padli a rzich (Kavkova,
Curn 2005).

2.4.4 Houby rodu Metarhizium

Do rodu Metarhizium nalezi 5 druhti hub: Metarhizium anisopliae, M. flavoviridae,
M. album, M. brunneum a M. guizhouense. U rodu Metarhizium zname pouze anamorfni
stadia. Vyjimka je jen u druhu M. taii, ktery ma telemorfu. Kmeny M. anisopliae vsSak ztratili
schopnost pohlavni reprodukce (Driver et al. 2000).

Entomopatogenni houba Metarhizium anisopliae byla poprvé odizolovana
z vrubounovitého brouka Anisoplia austriaca (listokaz pSeniény) a podle toho dostala
pojmenovani. Rod Metarhizium se nachazi jak v zeméd¢lskych tak i nezemédélskych padach
a Vv lesnich ekosystémech mirného pasma. Jedna se o Siroce polyfagni druh houby. Houba
M. anisopliae vyvolava houbové onemocnéni u vice nez stovky druhit hmyzu z riznych fadua.
Nejcastéji parazituje na fadech hmyzu polokiidlych, rovnoktidlych, dvouktidlych, brouk,
blanoktidlych a motyld. Vyskyt M. anisopliae je témér po celém svété véetné mirného pasu
| tropt.

Infekéni onemocnéni je zplsobené piimym prunikem pies kutikulu hostitele nebo
prostrednictvim stiev. Nakazy zptisobené houbami rodu Metarhizium jsou oznacovany jako
,»zelené muskardiny®. Produkuji toxiny nazyvané destruxiny, které maji insekticidni ucinky.
Infikovani jedinci poristaji tmavé zelenym, hustym myceliem. Infekéni onemocnéni je lehce
rozpoznatelné béhem nékolika dni po smrti napadeného jedince. T¢€lo hostitele je zprvu
pokryto myceliem bilé barvy, které se postupné zbarvuje do barvy zelené podle stupné
sporulace (Weiser 1966).

Optimalni teplota pro rist a vyvoj mycelia houby M. anisopliae je 20 — 25 °C.
Konidiofory jsou bohaté vétvené v kompaktnich shlucich. Konidie vélcovitého tvaru jsou
tvofené v fetizkdch a jejich velikost dosahuje az 9 pum. Jsou jednobunécné, vejCité Ci

cylindrické (Humber 1977).
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2.5 Vybrané druhy mykoparazitickych hub

Mykoparazitick¢é houby se fadi k pfirozenym neptatelim fytopatogenich hub, které
zpusobuji rtizna onemocnéni rostlin. Jejich aktivita se projevuje pouze v tésné asociaci
mykoparazita a hostitele (Okrouhld 1993). Mykoparazitické houby byly poprvé popsany roku
1800 mykology, ktefi se zabyvali studiem chorob rostlin (Veseld 1986). V soucastnosti je
znamo kolem 1000 — 2000 druhti mykoparazitickych hub, které maji schopnost napadat az
2500 druhta jinych hub (Prokinova 1996). Zajem o pusobeni patogenii a mikroorganismu
vzrostl az v poslednich letech, kdy doslo k nartistu pouzivani chemickych pesticidu.

Mykoparazitické houby se rozd€luji na dva druhy. Prvnim druhem jsou parazité
napadajici pudni patogen, piedevs§im zrodu Pythium, Fusarium a Rhizoctonia. DalSim
druhem jsou parazité napadajici patogeny na nadzemnich castech rostlin (naptiklad
Ampelomyces quisqualis parazitujici na patogenu zpusobujici padli travni). Nékteré druhy

mykoparazitickych hub maji pfiznivy vliv na rist a vyvoj rostlin (Sejketov 1982).

2.5.1 Druh Clonostachys rosea f. catenulata

Clonostachys rosea f. catenulata je saprotrofni houba vlaknitého charakteru.
Vyskytuje se piirozené v pudé a nebo na patogenech na rostlinnych zbytcich. Vyznacéuje se
produkei gliotoxinu s fungistatickymi u¢inky a enzymu chitindzy a 1,3 - glutanazy. Pomoci
enzymu chitinazy je potlacen rust hub Fusarium spp. a 1,3 — glutanaza siln¢ potlacuje rust
hub Pythium spp. i Fusarium spp.. Nejvyssi Géinnost byla prokazana proti listovym
chorob&m, u sklenikové zeleniny a bylin.

Optimalni teplota pro rGst houby Clonostachys rosea f. catulata je 25 — 28 °C.
Minimalni teploty pro sporulaci jsou v rozmezi 4 — 8 °C a maximum pro spoulaci houby je 29
°C. Houba Clonostachys rosea f. catenulata se rozmnozuje nepohlavné konidiemi nebo
pohlavné pomoci askospor. Dale produkuje dva typy konidioforti. Konidiofory jsou bohaté¢
vétvené, nesouci S§tihlé, podlouhlé fialidy. Konidiofory obou typti nesou konidie
jednobunééné, elipsovité, zelené barvy a asimetrického tvaru. Konidie josu velké 5 -7 x 3 —
4 um (Smid 2011).
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2.5.2 Druh Coniothyrium minitans

Houba Coniothyrium minitans je Gzce specializovany mykoparazit, ktery infikuje
a degraduje sklerocia hub z odd¢leni Ascomycota, rodu Sclerotinia. C. minitans ma schopnost
parazitovat sklerocia fytopatogennich druhti hub Sclerotinia sclerotiorum, S. trifoliorum,
S. minor a S. cepivorum, neni vSak schopna infikovat sklerocia hub nalezejicich do oddéleni
Basidiomycota (Gerlagh et al. 1996). Gerlagh et al. (1996) prokazal, ze houba C. minitans je
schopna infikovat i sklerocia houby Botrytis cinerea.

Poprvé byla popsana v roce 1947 v Kalifornii. Houba zpocatku vytvaii slabé,
chomackovité mycelium svétlé barvy, které se stava postupné hustéjsi, zrnitéjsi diky tvorbé
pyknid. Ke konci sporulace dochdzi ke zmén¢ barby na tmavé hnédou az cernou. Houbové
mycelium vytvaii obrovské mnozstvi pyknid. Ty jsou rozmisténé volné mezi hyfami
a uspotradané do fetizki. Pyknidy se skladaji z n¢kolika vrstev. Maji hladky povrch a kulaty
az ovalny tvar o pruméru 150 -600 um.

Rozpoznani hostitele podporuje lektin, ktery je obsazen v hydrofobnich pyknosporach
C. minitans. Povrch pyknospor je tedy velice dilezity z hlediska ¢asného rozpoznani
infekéniho onemocnéni vyvolaného houbou C. minitans. Pyknospory jsou uvolfiovany do
pudy a okoli z degradovanych sklerocii. Mlze se Sifit i ristem mycelia v pudé. Houba
C. minitans ma schopnost piezivat teplotu pady pod 0 °C, tudiz snadno pieziva v pudé béhem
zimniho obdobi. Houba C. minitans mutize ptezivat v pud¢ i n¢kolik let. Uvadi se neschopnost
houby rist v neobdélanych pidach, kde neni schopna se Zivit z organického materidlu (Smith
et al. 1999).

Mykoparazitickd houba C. minitans pronika do hostitele pomoci penetra¢nich hrott,
Které se utvaieji na vrcholovych castech hyf. Pfimo pies pigmentovanou vrstvu a nebo
nepiimo v misté poSkozeni sklerocia. Optimalni podminky pro parazitaci sklerocii
ptredstavuji teploty v rozmezi 5 — 25 °C a relativni vzdusna vlhkost nad 95 %. Pii teplotach
nad 30 °C dochazi k pozastaveni rastu mycelia. Houba piijima ziviny z rozpadlych hyf houby
S. sclerotinia nebo z rozpadlého sklerocia. Nasledné se zacinaji utvafet pyknidy, ze kterych se

v mucilagenni hmot¢ uvoliuji pyknospory (Bennet et al. 2006).

2.6 Kultivace vlaknitych hub
Vlédknité houby lze pomérné jednoduse péstovat v Cistych kulturach na definovanych

zivnych pidach, které mohou mit tekuty nebo pevny chrakater. Houby maji vybornou
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schopnost rust velmi dobfe na levnych a jednoduchych médiich. Je to dano tim, ze fada
entomopatogennich hub patticich do fddu Hyfomycetes jsou fakultativnimi patogeny. Diky
Sirokému hostitelskému okruhu a schopnosti ristu na zminénych médiich se stavaji
entomopatogenni houby vybornymi kandidaty pro komer¢ni vyuziti (Goettel, Inglis 1997).
Dulezitym ptfedpokladem pro trzni realizaci a vyvoj biopreparatl predstavuji
velkokapacitni biotechnologie. Biotechnologie zajistuji prostiednictvim fakultativnich
parazitli produkci blastospor a konidii, coZ jsou jednotky vyvolavajici infek¢ni onemocnéni.
Konidie jsou velmi podobné blastosporam. Lisi se pouze Sitkou stény, kterou maji konidie
siln€j$i. Pro produkci blastospor, mycelia a v mensi mife i konidii se vyuziva submerzni
kultivace (kultivace v tekuté zivné pidé€). Pro vyrobu vhodného biopreparatu je potfebny
vysoce virulentni kmen. V ptipadé produkce velkého mnozstvi konidii, je mozné vyuzit
i levngjSich pfirozenych substratl. Mezi levnéj$i substraty patéi naptiklad kroupy, ryze,

obiloviny ¢i otruby (Butt 2002; Goettel, Inglis 1997).

2.7 Biopreparaty na bazi vybranych entomopatogennich hub

Standardni biopreparaty podl€haji slozitému procesu hodnoceni, ve kterém musi
spliovat fadu kvalitativnich a kvantitativnich kritérii. Garance druhu a kmene patogena, podil
aktivnich a doplikovych slozek v biopreparatu a maximalni ptipustna kontaminace patii mezi
klicové parametry kvality. Mezi kvantitativni kriteria patii pocet infekénich jednotek,

kli¢ivost konidii a pocet kolonie tvoficich jednotek (Anonym 5).

Biopreparaty na bazi houby Isaria fumosorosea
PreFeRal® WG a PreFeRal™

Spole¢nost Certis USA LLC vyrdbi mykoinsekticidni ptipravky pod obchodnim
ndzvem PreFeRal® WG a PreFeRal™. Kazdy piipravek je distribuovan jinou spolednosti.
Prvni ptipravek PreFeRal® WG distribuuje spole¢nost Biobest Belgium N. V. po celé Evrop¢.
Druhy ptipravek PreFeRal™ je distribuovan spole¢nosti SePro  po USA (Faria,
Wraight 2007).

Ptipravky PreFeRal jsou biologickymi insekticidy, které obsahuji 20 % aktivni slozky
druhu Isaria fumosorosea kmen Apopka 97 a 80 % pfipravku tvofi inertni slozka obsahujici
smacedla, nutri¢ni slozku, a UV protektanty, které podporuji riist a vyvoj entomopatogennich
hub. Pfipravky se pouzivaji pro snizovani populaci zejména molic, ale obecné vykazuji
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vysokou ucinnost proti sklenikovym skiidcim. Kmen Apopka 97 je vysoce virulentni kmen,
ktery miize vyvolat infekéni onemocnéni u vSech vyvojovych stadii.

Pripravek PreFeRal® WG obsahuje minimalng CFU (,,kolonie tvofici jednotky) 2x10°
zivotaschopnych spor v 1 gramu pfipravku a druhy ptipravek PreFeRal™ obsahuje minimalné
CFU 1 x 10° zivotaschopnych spor v 1 gramu p¥ipravku. Pfipravky se vyuZivaji k ochrang
rajéat, okurek nebo okrasnych rostlin proti $kodlivym Einitelim. Ptipravky PreFeRal® WG
i PreFeRal™ nabyvaji nejvyssi ucinnosti pii relativni vzdusné vlhkosti ve skleniku nad 80 %
a teploté 20 — 28 °C po dobu minimalné 12 hodin denné. Aplikace téchto ptipravkl zajistuje
pokryti nejen vrchni strany listt, ale i spodnich stran.

Pii aplikaci pfipravki je kliCovym faktorem dostate¢né mnozstvi vody a pH vody
v rozmezi pH 4 az pH 7. Na sazenice se doporucuje aplikovat pfipravek rozpustény v 1 000
litrech.ha™* a na vzrostlé rostliny je doporu¢ené mnozstvi 2 000 — 3 000 litré.ha™. Objem vody
se lisi podle rustové faze péstovanych rostlin. Aplikace se provadi v pozdnich odpolednich
hodinach pii prvnim naznaku vyskytu Skodlivych ¢initel. Fungicidni pfipravky se mohou
aplikovat minimaln¢ 7 dni po aplikaci piipravki PreFeRal, aby nechochazelo ke snizovani

jejich ucinnosti (Anonym 6).

NoFly™ WP

Mykoinsekticidni ptipravek koncipovan na bazi kmene FE 9901. Ptipravek vyrabi
Spanélska spole¢nost Futureco Bioscince pod obchodnim nazvem NoFly™ WP. Biopreparat
se sklada z 18 % aktivni slozky a 82 % tvoii sloZka inertni, kterd obsahuje UV protektanty,
smacedla a nutriéni slozku pro podporu ristu a vyvoje houbového mycelia. V 1 gramu
ptipravku je obsaZzeno minimalné 2x10° CFU (,.kolonie tvofici jednotky”). NoFly™ WP je
urcen pro ochranu rostlin proti tfdsnénkdm, molicim, ¢ervciim a mSicim. Pfipravek je ucinny
proti v§em fazim vyvojového cyklu hmyzu a nevykazuje zadné negativné ucinky na uzite¢ny

hmyz.

Biopreparaty na bazi houby Metarhizium anisopliae
Met52 EC

Biopreparat je pouzivan jako ucinny bioinsekticid vyrobeny na zakladé emulgovaného
koncentratu. Vyuziva se jak v integrované, tak i biologické ochrané rostlin. Pfipravek se
vyuziva zejména proti molicim, roztocim a tfasnénkam Skodicich na sklenikové zeleniné,
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jako jsou rajcata, papriky, cukety a dalsi. Diky sporam suspendovanych v emulgovaném oleji

je ptipravek vhodny na postiik pidy (Anonym 7).

B1O-Blast

Mykoinsekticidni pfipravek na bézi kmene SEF1 vyrdbény firmou EcoScience
Corporation sidlici v USA. Piipravek vhodny pro pouziti jak v zeméd€lstvi, tak
i v domacnosti. Vyrobek je zaméfen na likvidaci $§vabi, termitt a much. Infikovani jedinci

roznasi ndkazu diky sporam uchycenych na jejich téle dale do hnizda. K usmrceni jedinct

dochazi béhem 4 az 10 dnd (Quarles 1995).

Biopreparaty na bazi houby Beauveria bassiana
Mycotrol O®

Biologicky insekticid vyroben na bazi kmene Gha se vyuziva pro snizovani populaci
Sirokého spektra hmyzu. Nejcastéji napada larvalni stadia molic, tfasnének, mer, Cervci,
broukiim a mSic. Ptipravek slouzi pro ochranu sklenikovych rostlin a vykazuje vysokou
ucinnost 1 proti velmi rezistentnim kmentim, diky vétSimu poctu zivotaschopnych spor. Spory
uchycené na téle hostitele produkuji enzymy, které rozpoustéji kutikulu hmyzu a dochazi tak
k proniknuti do téla a zacinajicimu ristu mycelia. Spravna aplikace ptfipravku se milzZe

ucinnosti rovnat i chemickym insekticidim (Anonym 8).

Biopreparaty na bazi mykoparazitické houby Coniothyrium minitans
Contans® WG

Fungicidni postiikovy piipravek obsahujici spory parazitické houby Coniothyrium
minitans vyuzivany k ochrané rostlin. Aplikuje se zejména na slune¢nice, fepku olejku,
zeleninu, okrasné rostliny, tabdk, 1é¢ivé a aromatické rostliny proti napadeni hlizeckou mensi
(Sclerotinia minor) nebo hlizeckou obecnou (Sclerotinia sclerotiorum). Spory houby
C. minitans paraziuji na sklerociich Skodlivych Cciniteli a v pomérné kratké dobé jsou

rozkladany. Provadi se jak podzimni, tak i jarni aplikace ptipravku (Anonym 9).
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2.8 Trh mikrobialnich pesticidi

2.8.1 Evropsky trh mikrobialnich pesticidi v Evropé

V roce 2000 dosahoval prodej biopreparati, ktery zahrnoval mikroorganismy,
makroorganismy 1 feromony, ¢astky ve vysi 97 milionl dolarQ, coz ¢ini 2 % z celkového
evropského trhu s pesticidy. Kazdorocni narist prodeje je odhadovan na 11,7 %. V roce 2007
to znamenalo obrat ve vys$i 210 miliont dolard. Obrovsky narust prodeje byl zaznamenan
u produktii na bazi entomopatogennich hlistic a entomopatogennich virti (bakulovirti). V roce
2004 dosahoval prodej v Evropé 31 milionti dolard. V tomto prodeji byly zahrnuty
biopreparaty na bazi hub, bakterii i virG. Podle vysledka prodeje bylo v roce 2005 docileno
Castky 135 miliont dolard (Ravensberg 2010). Lisansky (1997) dokonce tvrdi, ze vysoky
potencidl prodeje neustale vzrista a v roce 2015 by mohlo byt dosazeno prodeje ve vysi 200
miliond dolart. Spanélsko, Francie a Italie patii k nejvét§im individualnim evropskym trhiim

s biopesticidy

2.8.2 Trh mikrobialnich pesticidi v Nizozemsku

Udaje o pouziti piipravkil na ochranu rostlin poskytuje sdruzeni agrochemickych
spole€nosti se sidlem v Nizozemsku. Informace zahrnuji mnozstvi spotfebovanych t¢innych
latek v kg.

V Nizozemsku se ro¢ni prodej biologickych pesticidii pohybuje ve vysi 5 — 6 milioni
€. Celkovy prodej pesticidii je odhadovan na 330 miliond €. V poslednich letech dochézi
K ubytku vyuzivani entomopatogennich bakterii v dusledku vyvoje novych chemickych
ptipravkt. Nizozemsko se fadi na 4. — 5. misto na evropském trhu s biopesticidy (Nefyto
2008).

Silné a slabé stranky vyuziti biopesticida

Silné a slabé stranky patii na seznam faktord urcujicich Uspéch ¢i netspéch pouziti
biopesticidti. Usp&né pouziti biopesticidti zavisi jak na produktu, tak i na podminkéach
prostiedi pfi aplikaci na cilové Skodlivé organismy. Na SWOT analyzu (slabé, silné stranky,
ptilezitosti, ohrozeni) jsou odkazovany vnitini a vngj$i faktory. Poskytuje vétsi ptehled

0 produktu a vice informaci, které zvySuji Sanci pro dosazeni tispéchu. SWOT analyza slouzi
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k identifikovani vnitinich a vnéjSich faktori danych produktl, které maji kladny ¢i zaporny
vliv na uspésné pouziti. Kazdy vyrobek by m¢l mit sestaven samostatnou SWOT analyzu.
Biopesticidy maji fadu silnych stranek, diky kterym je mozné je vyuzivat v bézné
praxi. Obsahuji i fadu nedostatku, které mohou byt postupné pieménovany ve stranky silné.
Ptikladem jsou uzs$i hostitelska spektra, kterd zabezpecuji bezpecné pouzivani. Diky témto

vlatnostem je mozné kombinace s pfirozenymi neptateli (Ravensberg 2010).
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3. CILE DIPLOMOVE PRACE

Cile diplomove préce jsou shrnuty v nasledujicich péti bodech.

1. Hodnoceni  zakladnich  rdstovych  parametrd  entomopatogennich  hub
a mykoparazitické houby Clonostachys rosea f. catenulata na rtznych druzich

umélych zivnych pad.

2. Vliv teploty na rust a vyvoj entomopatogenni houby Isaria fumosorosea v kombinaci
s entomopatogennimi  houbami Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae

a Lecanicillium muscarium.
3. Vliv teploty na rist a vyvoj entomopatogenni houby Isaria fumosorosea v kombinaci
s mykoparazitickymi druhy hub Coniothyrium minitans a Clonostachys rosea

f. catenulata.

4. Uginnost entomopatogennich hub a mykoparazitické houby Clonostachys rosea

f. catenulata na larvach potemnika mouéného Tenebrio molitor.

5. Vypracovani strategie biologické ochrany rostlin pii pouZiti entomopatogenni

houby Isaria fumosorosea v kombinaci s jinymi druhy uzite¢nych druht hub.
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4. MATERIAL A METODIKA

4.1 Kmeny entomopatogennich hub pouzZivané v pokusech

V  pokusech Dbylo testovino 6 vybranych kmend entomopatogennich
a mykoparazitickych hub. Vybranymi druhy entomopatogennich hub byly Isaria
fumosorosea, Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae, Lecanicillium lecanii
a mykoparazitické houby Clonostachys rosea f.catenulata a Coniothyrium minitans.
Pouzivané kmeny entomopatogennich hub pochazely z mykologické sbirky katedry specialni
produkce rostlinné, Zemé&délska fakulta, Jihoeska univerzita v Ceskych Budgjovicich.
Kmeny jednotlivych druhti hub jsou dlouhodob¢ uchovavany v mrazaku pfi teploté¢ -20 °C ve

formée alginatovych pelet s biomasou ptislusného kmene.

Isaria fumosorosea

V pokusech byl vyhradné pouzit kmen PFR Apopka 97, ktery byl poprvé odizolovan
v roce 1987 na Floridé. Referencni kmen je uloZen v americké sbirce mikroorganismil pod
oznacenim ATCC 20874. Kmen PFR Apopka 97 je G€innou slozkou biopreparatu PFR97™
20 % WDG firmy Certis Llc. USA. Tento kmen je i v Evropé, Belgii pod obchodnim ndzvem
PreFeRal ™ a PreFeRal® WG. Kmen byl reizolovan z biopreparatu a jako &ista kultura byl

pouzivan v pokusech.

Beauveria bassiana

Kmen entomopatogenni houby Bba 1101 byl odizolovan z dospélce lykozrouta
smrkového v roce 2004 na lokalité Prameny Vltavy, Narodni park Sumava. Izolace kmene
z dospélce lykozrouta smrkového Ips typographus byla provedena pomoci metody selektivni
zivné pudy na bézi fungicidni slozky dodine. Cista kultura kmene byla imobilizovana do

alginatovych pelet, které jsou uchovéany ve sbirce.

Lecanicillium muscarium

Kmen entomopatogenni houby Lecanicillium muscarium I9 byl odizolovan z dospélct
lykozrout smrkovych odchycenych pomoci feromonovych lapac¢h na izemi Narodniho parku
Sumava a CHKO Sumava. Kmen je uchovavan ve formé alginatovych pelet v mykologické

shirce.
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Metarhizium anisopliae
Entomopatogenni houba M. anisopliae kmen F-52 je G¢innou slozkou biopreparatu
Met52. Pro experimentalni Géely byl kmen reizolovan z biopreparatu v roce 2009. Referencni

typovy kmen F-52 je ulozen v americké sbirce mikroorganismti pod oznac¢enim ATCC 90448.

Clonostachys rosea f. catenulata
Kmen mykoparazitické houby C. rosea f. catenulata J 1446 je na trhu soucasti
biopreparatu PrestopMix finské firmy Verdena. Kmen byl reizolovan z tohoto piipravku a pro

pokusy byla pouzivana ¢ista kultura kmene.

Coniothyrium minitans

Kmen mykoparazitické houby C. minitans byl odizolovany z pidy pomoci metody
prekolonizace (Precolonization plate technice) za vyuziti mycelia a sklerocii fytopatogenni
houby Sclerotinia sclerotiorum. Kmen byl ¢istén pomoci zivné pidy PDA a jako Cista kultura

je uchovavan v mykologické shirce.

4.2 Kultiva¢ni média

V pokusu zaméfeného na vliv zivné pudy na rist, vyvoj a produkci spor byly pouzity
tfi druhy Zivnych pud. Zivné pady byly pfipravovany z polotovarti od firmy (HiMedia
Laboratories Pvt. Ltd., Indie). Z polotovard bylo médium pfipraveno tak, ze se pfislusné
mnozstvi média uvedeného na obale ptidalo do pfedepsaného mnozstvi destilované vody.
Zivna ptda se po diikladném promichéani vlozila do autoklavu a pti 121 °C se sterilovala po
dobu 15 minut. Po vychladnuti na 60 °C se média rozlévala ve flow-boxu (Biohazard Flow
box, Schoeller Instruments) do sterilnich plastovych Petriho misek o priméru 90 mm. Po
vychladnuti médii byly Petriho misky ulozeny do plastovych sacku do doby, nez byly pouzity

pro vlastni pokus.

PDA (Potato Dextrose Agar)

Bramborova pida je univerzalni médium, které se sklada z bramborové infuse

a dextrozy, kterd podporuje rist hub. Agar je pfidavan jako ztuzujici latka. Do média se

pfidava urcité mnozstvi sterilni kyseliny vinné nebo antibiotika, diky kterym dochazi ke

snizeni pH média a dochazi k inhibici mnozZeni bakterii. Z polotovaru je pfipravené médium
tak, ze se 39 g rozpusti v litru destilované vody.
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Slozky zivné ptidy PDA

g. 1"

Bramborova infuse od 200 g
Dextroza

Agar

Ph

4,0 = (4 g odpovidaji 200 g infuzi z brambor)
20,0

15,0

5,6 £ 0,2 pti 25°C

CDA (Czapek Dox Agar)

Zivna ptida CDA je semi-syntetické medium, které se b&zné pouziva pro kultivaci hub

a acidofilnich organismi. Médium obsahuje dusi¢nan sodny, ktery je zdrojem dusiku

a sachardzy, ktera je jedinym sacharidem poskytujicim uhlik a energii. Médium obsahuje

razné soli, které jsou dilezité pro rist a vyvoj mikroorganismut. Z polotovaru je pfipravené

médium tak, Ze se 49 g ptipravku smichd s jednim litrem destilované vody.

Slozky zivné pidy CDA g. 1"

dusi¢nan sodny 2,0

chlorid sodny 0,5

glycerfosfat hote¢naty 0,5

siran zeleznaty 0,01

siran draselny 0,35

Sachar6za 30,0

Agar 12,0

pH 6,8 + 0,2 pii 25 °C

SDA (Sabouraud Dextrose Agar)

Zivna puda SDA je uréena pro kultivaci hub, kvasinek a plisni. Mykologické peptony

poskytuji dusikaté slouceniny a dextréza slouZzi jako zdroj energie. Vysoky obsah dextrozy

anizké pH podporuje rust hub. Z polotovaru je pfipravené médium tak, ze se 65 g rozpusti

v litru destilované vody.
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Slozky zivné pudy SDA g. 1"

Dextréza 40,0
Mykologicky pepton 10,0
Agar 15,0
pH 56+0,2

4.3 Populace potemnika moucného Tenebrio molitor

V pokusech byla pouzita populace T. molitor udrzovana pomoci kontinualniho chovu
udrzovaného v konstantnich podminkach (termostat, 25+1°C, fotoperioda 16/8). V pokusu
zaméteného na Gcinnost entomopatogennich hub a houby C. rosea f. catenulata na larvy byly
pouzity synchronizované larvy stejného instaru. Larvy byly z chovu vybirany té€sné pied

zalozenim pokusu.

4.4 Imobilizace hub do alginatovych pelet

Vsechny druhy hub pouzité v diplomové praci jsou dlouhodobé uchovavany ve forme
suchych alginatovych pelet ve shirce na katedie specialni produkce rostlinné ZF JU
v Ceskych Budgjovicich.

Alginatové pelety tvofila suspenze konidii hub/kment ve 2 % alginatu sodném (firma
Sigma-Aldrich s.r.0.) doplnéna jemné mletymi sterilnimi pSeni¢nymi otrubami. Pfipravena
smés kazdého kmene byla nakapavana do sterilniho roztoku chloridu vapenatého (0,25M
CaCl2). V roztoku CaCL2 se tvotily pelety, které byly v roztoku ponechany po dobu 90
minut, aby doslo k jejich diikkladnému vytvrzeni. Po 90 minutach byly pelety slity a nasledné
suseny pomoci aktivniho proudu vzduchu ve flow-boxu. Po dukladném vysuSeni se
alginatové pelety vlozily do plastovych lahviéek a do doby pouziti byly ulozeny v mrazicim
boxu pfi teploté -20 °C. Vitalita biomasy hub imobilizovane v suchych peletach je ovéfovana
tak, ze se suché pelety umisti do sterilni vlhké komirky na povrch vlhkého filtra¢niho papiru.
Pelety pii vysoké vlhkosti poutaji vodu (dochazi k nabobtnani) a po 5 — 7 dnech doch&zi na
povrchu pelet ke sporulaci kmenti hub. Konidie se z vysporulovanych pelet ptenaseji pomoci

inokula¢ni klicky na povrch standardniho Zivného media PDA (,,Potato Dextrose Agar”).
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4.5 Kultivace matecnych kultur hub a priprava suspenzi

Entomopatogenni a mykoparazitické houby byly kultivovany na zivné padé PDA ve
form¢ separacnich Car pomoci jednorazové, sterilni inokula¢ni klicky. Petriho misky
S jednotlivymi druhy hub byly nésledné ulozeny do termostatu a kultivovany po dobu 10-14
dni pii teploté¢ 25 °Cx1 °C. Takto ziskané kultury jednotlivych kmeni byly vyuzivany pro
experimentalni ucely.

Suspenze jednotlivych druhii hub/kmenti byly ziskany smytim plné vysporulovanych
kultur sterilnim roztokem 0,05 % Tween 80. Ziskané suspenze byly nasledné piefiltrovany
ptes sterilni gazu, aby byly ziskané homogenni suspenze spor bez shlukli mycelia kment.
U kazdé suspenze houby/kmene byl spocitan titr pomoci pocitaci komtrky — hemocytometru
(Neubauerova vylepsena komirka). Titr byl po usazeni spor v hemocytometru pocitdn pomoci
optického mikroskopu. Finalni koncentrace spor byla zjiSténa na zaklad¢ vypoctu pfi pouziti
priméra z dvou opakovani (dolni a horni pocitaci pole komurky). U vétSiny pokust byly
zékladni suspenze spor adjustovany fedénim na titr 1,00 x 10" nebo 1,00 x 10° v 1 ml.

U jednotlivych pokusti budou uvedeny pouzité koncentrace spor v 1 ml.

4.6 In vitro testy
Radialni rast a vytéZnost spor

U vybranych kmeni jednotlivych druhii entomopatogennich hub byl sledovan radidlni
rist a produkce spor. Pro hodnoceni ristu stfedovych kultur byly pfipraveny suspenze
jednotlivych kment o titru 1,00 x 10° spor 1 ml. V ramci t&chto in vitro testdl byly zaloZeny
dva hlavni experimenty.

Prvni experiment byl zaloZen na zaznamenani riistu a produkce spor stfedovych
kultur na riznych Zivnych piidach po 21 dnech. Na stfed kazd¢ agarové plotny (PDA, SDA
a CDA) byla nanesena suspenze testovaného kmene ve form¢ kapky pomoci sterilni 1 pl
inokula¢ni klicky. Pro kazdy kmen a kazdou zivnou padu bylo pfipraveno 8 opakovani. Po
zaschnuti kapek byly Petriho misky vlozeny v plastovych safcich do termostatu
temperovaného na 251 °C a misky byly kultivovany po dobu 21 dni. Radialni rust byl
hodnocen po 7, 14 a 21 dnech tak, Ze u jednotlivych kmend kazdé sttedové kultury byly
méfeny dva na sebe kolmé primeéry. Nasledné byla u kazdé varianty spocitdna primeérna
hodnota a nasledné ze zjisténych priméra byla vypocitana plocha kultury. Vytéznost spor
jednotlivych kment byla stanovena tak, ze se stiedova kultura po 21 dnech kultivace vytizla

z zivného média a s adekvatnim mnozstvim vody byla homogenizovdna pomoci mixeru.
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V ziskané suspenzi byla spocitana produkce spor pomoci pocitaci komurky - hemocytometru
(Neubauerova vylepsena komiirka). Ze ziskanych ¢iselnych udaji byla vypocitana primérna
hodnota mnozZstvi spor a po pfepoctu plochy jedné sttedové kultury byla vypocitana produkce
spor na mm?. Pomoci tohoto udaje lze porovnavat produkci spor u jednotlivych kment
jednotlivych druht entomopatogennich hub resp. mykoparazitické houby.

Druhy experiment byl zaloZzen na kompatibilité entomopatogenni houby Isaria
fumosorosea s vybranymi dalsimi druhy entomopatogennich hub (B. bassiana, M. anisopliae
a L. muscarium) a mykoparazitickych hub (C. rosea f. catenulata a C. minitans). Ziskana
suspenze kmene PFR 97 houby I. fumosorosea byla vzdy s kazdym druhem/kmenem houby
inokulovana stiidavé pomoci sterilni inokula¢ni kli¢ky na plotnu zivné ptidy PDA s pomoci
pfedem piipravené predlohy. Pro kaZzdou dvojici byly pfipraveny dvé varianty po dvou
opakovani (prvni variantu ,,dvojici tvofily misky, kde byl na stfed misky inokulovan kmen
PFR 97 a druhou variantu ,,dvojici* tvorily misky, kde byl na stfed inokulovan jiny kmen jiné
houby, viz. schéma). Po zaschnuti kapek byla jednotliva opakovani pro kazdou kombinaci
hub vloZena do plastovych sackii a kultivovana v riiznych teplotach 15 °C, 23 °C a 25 °C.
Hodnoceni probihalo po 7 a 10 dnech u variant, které byly kultivovany ve 23 °C a 25 °C a po
14 a 21 dnech u variant, které byly kultivovany v 15 °C. U kazdé varianty se z kazdé misky
pocital radialni rust narostlych kolonii jednotlivych druhti uvnitt ¢tverce znazornéného ve
schématu. U kazdé kolonie houby byly opét méteny dva na sebe kolmé pruméry, tj. pro jeden
kmen byl z jedné sady méten radialni rtst u 13 kolonii a z druhé sady 12 kolonii a naopak
tomu bylo u druhého kmene v ramci kompatibility. Ze zjisténych hodnot byla spocitana

primérna hodnota na jednu kolonii, a nasledn& byla stanovena plocha kolonie na mm?.

Ptedloha pro nanaseni suspenzi hub stfidavé ve formé kapek
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Vytéznost spor byla hodnocena tak, Ze se jednotlivé kolonie jedné houby/kmene opét
vyfizly (13 kolonii resp. 12 kolonii) a homogenizovaly se v mixéru s adekvatnim mnozstvi
vody. Vytéznost druhé houby v kombinaci byla stanovena taktéz. Pomoci pocitaci komirky
byl stanoven titr v 1 ml a nasledn¢ byl stanoven primérny pocet spor na 1 kolonii. Vytéznost
spor byla nasledné vydélena plochou kultury a tak byla ziskdna produkce spor jednotlivych
druhi/kment hub na mm? kolonie pro dany druh/kmen z pfipravenych interakei a riiznych
podminek kultivace. Hodnota produkce spor na mm? umoziuje zjistit vliv entomopatogenni

houby I. fumosorosea na rist a vyvoj ostatnich druhii hub v jejich vzajemné interakci.

4.7 In vivo testy
Standardni laboratorni biotest na larvach potemnika moué¢ného

Standardni laboratorni biotest se hodnoti na zdkladé FDGI stupnice (Fungus
Development and Growth Index). V pokusu se v nékolika dennich intervalech hodnoti pritb¢h
vyvoje nakazy a mortalita testovanych jedinct. Stupnice FDGI rozliSuje jednotlivé faze
vyvoje houby a prubéh nakazy rozdéluje do 7 fazi vyvoje onemocnéni. Kazda faze vyvoje
onemocnéni je oznacena prislusnym indexem (viz. tabulka).

Na zacatku pokusu byly pfipraveny sterilni desticky, kdy kazda desticka obsahovala
12 komiirek. Na dno kazdé komurky byly vloZeny 2 sterilni filtraéni papirky o rozméru 2 x 2
cm navlhéené 0,15 ml sterilni destilovanou vodou. Takto pfipravené vlhké komurky byly
ptipraveny pro kazdou variantu testovanych druhti/kment hub.

V pokusu byla sledovana ucinnost entomopatogennich hub na larvy potemnika
moucného T. molitor. Larvy byly ziskany z laboratorniho chovu. Pted vlastnim pokusem byly
larvy povrchové sterilovany 1 % roztokem Sava a nasledné tfikrat proplachnuty v destilované
vodé aumistény na sterilni filtraéni papir. Larvy byly naméafeny po dobu 3 sekund do
suspenzi hub o standardnim titru 1,00 x 10" spor v 1 ml. Viechny larvy byly po namog&eni
v danych suspenzich osuSeny na filtraCnim papiru pfed néslednym uloZenim do vlhkych
komirek. Po odstranéni pfebytecné suspenze byly larvy umistény jednotlivé do ptipravenych
komirek. Pro kazdou variantu byly zaloZeny 3 komurky (3x12). V kontrolni varianté byly
larvy naméceny po dobu 3 sekund ve sterilnim roztoku 0,05% Tween 80 a néasledné vlozeny
do vlhkych komirek. Komirky naplnéné larvami byly vloZeny do igelitovych sackl
aulozeny do termostatu vytemperovaného na pozadovanou teplotu 25+1 °C. Hodnoceni

pribéhu vyvoje onemocnéni u larev bylo provadéno pomoci svételného mikroskopu 4., 5., 6.
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a 11. den. V pokusech byla hodnocena mortalita larev, jedinci usmrceni bez ptiznaku
houbového napadeni a jedinci se zjevnymi piiznaky houbové infekce. VSechny larvy byly
ohodnoceny pfislusnym indexem FDGI a nasledné byl spocitdn primérny index na jednu

larvu.

Tabulka 1: Hodnotici indexova stupnie biotestu FDGI

0 nepiitomnost jakychkoli pfiznakti ndkazy
0,5 pritomnost melaniza¢nich skvrn viditelnych na povrchu téla hostitele
1,0 index vyjadiujici smrt hostitele
1,5 prvni zjevny rist jednotlivych vldken mycelia na téle hostitele
2,0 tvorba kompaktniho mycelia na povrchu téla hostitele
2,5 sporulace (tvorba novych spor) na povrchu téla hostitele
3,0 pln¢ vysporulované mycelium na povrchu téla hostitele

4.8 Statisticka analyza

Data z pokusu zaméfeného na produkci spor vlaknitych druht hub na riiznych zivnych
pudach a zarovenl data zaméfena na radidlni rGst a vytéznost spor jednotlivych druht
entomopatogennich a mykoparazitickych hub v kombinaci s druhem Isaria fumosorosea byla
podrobena analyze rozptylu (ANOVA). Rozdily mezi stfednimi hodnotami byly porovnany
pomoci Tukeyho testu (P < 0,05). Déle byly pouZity popisné statistiky pro hodnoceni praméra
a smérodatnych odchylek. Statistické analyzy byly hodnoceny pomoci softwaru pro Statistika
12 (StatSoft Inc.).

4.9 Vyuzivana technika p¥i pokusech

Pro potiebu sterilnich podminek byl vyuzivan flow-box BIOHAZARD (KRD firma).
Pti tvorbé originalni fotodokumentace byl pouzit digitalni fotoapardt Canon EOS 300D
Digital a pti vyhodnocovani pokusu byl pouzit svételny mikroskop a binokularni mikroskop
znacky Olympus.
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5. EXPERIMENTALNI CAST A VYSLEDKY

5.1 Vliv umélé zivné pidy na rust a vytéZnost spor stiedovych kultur riznych druhi

vlaknitych hub

Z&kladni Gdaje k pokusu:

e suspenze kmen@ vldknitych hub o standardnim titru 1,00 x 10’ v 1 ml byla nanesena
pomoci inokulaéni klicky ve formé kapky do stiedu Petriho misky s umélym zivnym
médiem PDA, SDA a CDA v 6 opakovanich pro kazdou variantu

e po zaschnuti kapky byly Petriho misky vlozeny v plastikovych saccich do termostati,
které byly vytemperovany na 25 °C

e u stfedovych kultur byl hodnocen radialni rtst po 7, 14 a 21 dnech

e vytéznost spor kment byla hodnocena po 21 dnech

Graf 1: Porovnani radidlniho rtstu stfedovych kultur entomopatogennich hub a mykoparazitické
houby C. rosea f. catenulata na riznych zivnych padach v ¢ase (7., 14., 21. den; 25 °C)
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7.den ‘14.den‘21.den

I. fumosorosea B. bassiana M. anisopliae L. muscarium C.rosea f. catenulata

mPDA =SDA ~ CDA

Po 7 dnech na zivné pidé PDA vytvotila nejvétsi sttedovou kulturu houba C. rosea
f. catenulata, ostatni druhy hub vytvofily ve srovnani polovi¢ni nebo jest¢ mensi kultury. Na
zivné pudé SDA a CDA byl zaznamenan obdobny trend. Nicméné, znacné rozdily byly
zaznamenany u jednotlivych druhd kultivovanych na riznych médii. Houba I. fumosorosea
vytvarela na vSech typech médii pfiblizné stejné kultury. Druhy B. bassiana, M. anisopliae
aL. muscarium tvorily nejvétsi kultury na zivné pidé SDA, zatimco druh C. rosea

f. catenulata tvoii nejvétsi kulturu na CDA.
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Tabulka 2: Porovnani vlivu zivnych ptd na plochu kultury vybranych druhti entomopatogennich druht
hub a mykoparazitické houby C. rosea f. catenulata (7., 14., 21. den inkubace, 25+1°C).

PDA SDA CDA

7.den 14. den 21. den 7.den 14. den 21.den 7.den 14. den 21.den

427,61 1225,42 2619,35 494,15 1463,48 2485,05 427,61 1661,90 3019,07

1. fumosorosea
+17,40 +31,02 +65,10 +19,46 +102,97 +194,37 +17,40 +41,72 +68,87
247,45 980,53 2492,42 377,26 1680,01 2514,59 340,88 2042,82 4310,53
B. bassiana
+11,90 +111,81 +186,88 +9,33 +52,81 +76,70 +31,74 +72,70 +183,17
346,36 1491,87 3084,34 418,49 1240,98 1809,56 203,16 975,91 2687,83
M. anisolpliae
+19,05 +51,85 +101,72 +17,91 +67,08 +74,62 +12,49 +40,34 +128,93
403,52 1446,58 2906,52 504,05 1272,39 2455,68 247,45 1555,28 2835,29
L. muscarium

+16,66 +43,18 +65,75 +18,88 +54,05 +43,27 +16,64 +34,95 96,27

829,58 2680,17 3903,62 702,94 1051,13 1298,87 916,84 3578,47 4737,60
C. rosea f. catenulata
+39,51 +153,14 +55,37 +44,53 +54,64 +47,89 +36,80 +92,05 +76,20

Po 14 dnech wvytvofila ze vSech sledovanych druhli nejvétsi kulturu opét
mykoparazitickd houba C. rosea f. catenulata. Tento druh rostl nejlépe na zivné pidé CDA,
kde plocha kultury dosahla 3578,47 mm?. Na Zivné pidé PDA vytvofila houba kulturu o 25 %
mensi a na SDA az o 70 % mensi kulturu. Druh L. muscarium rostl témét shodné na Zivné
pudé¢ PDA a CDA. Druh B. bassiana vytvofil nejmensi kulturu na zivné pudé PDA, ve
srovnani s kulturou na SDA. Nejvétsi kolonie B. bassiana byla zaznamenana na CDA.

Entomopatogenni houba I. fumosorosea vytvofila po 21 dnech nejvétsi kolonie na
zivné pudé CDA (3019,07 mmz). Rast stfedovych kultur tohoto druhu byl na dalSich Zivnych
piidach ve stejny den hodnoceni vyrovnany (PDA 2619 mm?) a (SDA 2485,05 mmd).
Obdobné vysledky byly po 21 dnech dosazeny u houby B. bassiana. Druhy M. anisopliae
a L. muscarium vytvofily vétsi sttedové kultury na zivném médiu PDA oproti obéma druhtim
hub (I. fumosorosea a B. bassiana). Na médiu PDA houba M. anisopliae zformovala kulturu
o velikosti 3084,34 mm? oproti zivnému médiu SDA, kde kolonie dosahovaly velikosti
pouhych 1809,56 mm?. Jedind houba L. muscarium méla rist kolonii na viech Zivnych
médiich pomérné vyrovnany. Na pidé PDA houba vytvofila kolonie o velikosti 2906,52 mm?,
na CDA 2835,29 mm? a na pidé SDA kolonie o néco mensi (2455,68 mm?). Mykoparaziticka
houba C. rosea f. catenulata vykazala nejvétsi rust kolonii na zivném médiu CDA. Na této
zivné pidé dosahovaly kolonie velikosti 4737,60 mmz, oproti zivné pudé¢ SDA, kde se

velikost kolonii pohybovala okolo 1298,87 mm?.
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Tabulka 3: Vytéznost spor sttedovych kultur vlaknitych hub kultivovanych na riznych umélych

zivnych ptdach
PDA SDA CDA
Primeér+ Tukey Primeér+ Tukey Primeér+ Tukey
smodch HSD smodch HSD smodch HSD
F =191,40; df =2,3;
1. fumosorosea 5,05+0,47E+05 Bd 2,31+0,12E+05 Cd 1,21+0,04E+06 Aa
p = 0,0007
F =70,20; df =2,3;
B. bassiana 6,08+0,10E+06 Aa 5,12+0,65E+06 Ab 1,53+0,00E+05 Bc
p = 0,0030
F =221,85; df =2,3;
M. anisolpliae 3,31+0,18E+06 Bb 4,28+0,17E+06 Aa 2,65+0,11E+05 Cc
p =0,0006
F =96,58; df =2,3;
L. muscarium 1,25+0,08E+06 Bc 1,86+0,09E+06 Ac 4,85+0,21E+05 Cb
p =0,0019
C. rosea f. 124+001E+06  Ac  500:0,00E+02  Bd  1,14+0,05E+05 cd F=33286, df=2.3;p=
catenulata 0,0003

F=230,83; df =4,5; p=
0,0000***

F=434,34; df =4,5, p =
0,0000

F=458,73; df =4,5;p =
0,0000

A,B,C.. priméry v fadce se stejnym pismenkem nejsou statisticky rozdilné (ANOV A metoda, a.=0,05; Tukey HSD test)
a,b,c.. praméry ve sloupci se stejnym pismenkem nejsou statisticky rozdilné (ANOVA metoda, a=0,05; Tukey HSD test)
*** yypocet analyzy rozptylu, davajici informaci o priikaznosti mezi sledovanymi parametry

Houba I. fumosorosea (kmen PFR 97) dosahla nejvétsi produkce spor na 1 mm? po 21
dnech na Zivné piidé CDA (1,21 x 10°), coz odpovidalo i velikosti stiedové kultury na tomto
médiu (3019,07 mm?). Produkce spor u tohoto druhu byla statisticky priikazna (F = 191,40; df
=2,3; p = 0,0007). Vytéznosti druht M. anisopliae a L. muscarium jsou vyrovnané
a statisticky prikazné na vSech typech zivnych pud (M. anisopliae F = 221,85; df =2,3; p =
0,0006 a L. muscarium F = 96,58; df =2,3; p = 0,0019). Druh B. bassiana kmen | 101 vykazal
nejvétsi produkei spor 6,08 x 10° na 1 mm? na pidé PDA, na které dosahla houba plochy
kultury jen 2492,42 mm? (F = 70,20; df =2,3; p = 0,0030). Naopak, nejmensi produkce byla
zaznamenana na zivné pudé¢ CDA, kde vytéznost byla pouze 1,53 x 10° spor na 1 mm?,
zatimco kultura doséhla plochy o velikosti 4310,53 mm? Druh L. muscarium kmen 19
vyprodukoval nejvétsi mnozstvi spor na padeé SDA (1,86 X 10° na mm?). I u tohoto druhu byl
zaznamenan prukazny rozdil v tvorbé spor na testovanych médii (F = 96,58; df =2,3; p =
0,0019). Produkce na této zivné padée, tj. PDA, vykazovala v produkci vSech vlaknitych hub
statisticky prikazné rozdily (F = 230,83; df =4,5; p = 0,0000). Mykoparazitickd houba
Clonostachys rosea f. catenulata vyprodukovala nejvice spor na Zivné piidé PDA (1,24 x 10°
na mmz), zatimco radiélni rast byl nejvice podpofen na zivném médiu CDA (4737,60 mmz).
Opét byl zaznamenan statisticky priikazny vliv zivné pidy na tvorbu spor po 21 dnech

inkubace (F = 332,86; df =2,3; p = 0,0003).
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Produkce spor na zivné piadé SDA byla nejvétsi u druhu B. bassiana kmene 1101 (4,28
x 10° spor na 1 mm?) oproti ostatnim druhiim hub (F = 434,34; df =4,5; p = 0,0000). Pfi
hodnoceni zivné pidy PDA bylo zjisténo, ze nejvétsi produkci spor vyprodukovala opét
houba B. bassiana. Ostatni druhy hub produkovaly spory v rozmezi od 5,05 x 10° az 3,31
x 10® spor na mm? kultury. Na Zivné piadé CDA vyprodukoval kmen PFR 97
entomopatogenni houby I. fumosorosea nejvétsi mnozstvi spor, ostatni druhy vykazovaly
mensi produkei o polovinu nebo o cely fad. Vysledky jsou statisticky pritkazné jak u zivné
pudy PDA (F = 609,6; df =5,6; p = 0,0000), tak i u zivné pidy CDA (F = 458,73; df =4,5; p =
0,0000).

5.2 Kompatibilita mezi entomopatogenni houbou 1. fumosorosea a vybranymi druhy

entomopatogennich a mykoparazitickych hub

Cilem testu bylo zjistit kompatibilitu riznych druhdi entomopatogennich
a mykoparazitickych druhti hub ve vzajemné interakci s druhem Isaria fumosorosea. Ugelem
vyzkumu je zjistit, zda lze z praktického hlediska v ramci biologické ochrany rostlin aplikovat
houbu 1. fumosorosea v “tank mixu“ sjinym druhem entomopatogennich nebo

mykoparazitickych druh, aniz by se vzajemné v prostfedi nepfizniveé ovliviiovaly.

5.2.1 Vliv entomopatogenni houby Isaria fumosorosea na rist a vyvoj dalSich

entomopatogennich a mykoparazitickych hub v jejich vzajemné interakci p¥i 25 °C

Zakladni udaje k pokusu:

e Suspenze spor kmeni PFR 97 (l. fumosorosea) x 1101 (B. bassiana), 19
(L. muscarium), BIO 1020 (M. anisopliae), Prestop (C. rosea f. catenulata)
a C. minitans o standardnim titru 1,00 x 10° v 1 ml

e dvojice hub byly stfidavé nanaSeny na plotnu zZivné piidy PDA s pomoci piedem
pfipravené predlohy.

e Po zaschnuti kapek byly Petriho misky uloZeny v saccich do termostatu a kultivovany
pfi teploté 25 °C

e Hodnoceni radidlniho riistu a vytéznosti spor bylo provedeno po 7 a 10 dnech

e Pro kazdou dvojici byly pfipraveny 2 varianty, kazda méla dvé opakovani

45



Isaria fumosorosea versus Beauveria bassiana

Tabulka 4: Hodnoceni ristu a produkce spor entomopatogenni houby I. fumosorosea v interakci
s houbou B. bassiana (hodnoceni 7., 10. den, teplota 25°C)

HSD HSD HSD HSD

7.den Tukey 10.den Tukey 7.den Tukey 10.den Tukey
Ifr* 102,35+10,62 c 106,91+14,42 b Ifr* 6,96+0,28E+05 b 1,82+0,09E+06 b
Bba 110,46+12,62 b 111,90+11,77 b Bba 1,29+0,06E+06 a 3,24+0,16E+06 a
Ifr+Bba 158,59+11,84 a 162,26+14,11 a Ifr+Bba 6,37+0,37E+05 b 1,38+0,30E+06 b
Bba+Ifr 36,1045,39 d 37,70+7,76 c Bba+Ifr 1,85+0,46E+05 c 1,04+0,10E+06 b
F=1127,75; df=3,96; F=847,38; df=3,96; F=105,062; df=3,4; F=28,7044; df=3,4;

p=0,0000*** p=0,0000 p=0,0003 p=0,0036

* hodnota I. fumosorosea v kontrolni varianté je stejna pro vSechny testované druhy hub
** a b,c.. praméry ve sloupci se stejnym pismenkem nejsou statisticky rozdilné (ANOV A metoda, a.=0,05; Tukey HSD test)
*** yypocet analyzy rozptylu, davajici informaci o priikaznosti mezi sledovanymi parametry

Entomopatogenni houba 1. fumosorosea vytvotila po 7 dnech v kontrolni varianté
kolonie o velikosti 102,35 mm? (hodnota |. fumosorosea v kontrolni varianté je stejnd pro
vSechny testované druhy hub). V kontrolni varianté vytvorila houba B. bassiana kultury
0 plose 110,46 mm?. Ve vzajemné interakci, kdy byly oba druhy hub sttidavé kultivovany na
povrch zivné pudy PDA, doslo k vyznamnym rozdilim. Houba I. fumosorosea mé¢la negativni
vliv na rist kolonii houby B. bassiana. Kolonie B. bassiana byly veliké v priméru pouze
36,10 mm?, zatimco |. fumosorosea vytvofila kolonie o velikosti 158,59 mm?. Jak je patrné,
houba I. fumosorosea vytvofila v interakci daleko vétsi kolonie nez v kontrolni varianté, coz
je déano tim, ze méla vétsi prostor pro svij rist. Po 10 dnech byly velikosti kolonii obdobné
a trend zachovan. Doslo k minimalnimu nértstu kolonii a to pouze o nékolik mm. Tento jev je
dany tim, ze kolonie se jiz po 7 dnech téméf dotykaly a nemély jiz prostor pro svij rust.
Nejvétsi rozdil byl zaznamenan opét v interakci houby |. fumosorosea s drunem B.bassiana,

kde potlacenim druhé jmenované houby méla I. fumosorosea vétsi prostor pro svij rust.

Po 7 dnech vyprodukovala houba I. fumosorosea v kontrolni variant& 6,96 x 10° spor
na 1 mm? ahouba B. bassiana 1,29 x 10° spor na 1 mm?. Ve vzajemné interakci byla
produkce houby I. fumosorosea téméi shodna s kontrolni variantou i pfesto, ze tvofila
v interakci s B. bassiana vétsi kolonie, zatimco houba B. bassiana kvili potlaceni svého ristu
vytvotila v kombinaci s I. fumosorosea o fad mensi mnozstvi spor, nez v kontrolni variantg.
Po 10 dnech doslo k narustu poctu spor u vSech testovanych variant. V kontrolnich variantach

doslo ke dvojnasobnému mnoZstvi spor na mm?. Stejny jev nastal i u produkce spor houby
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I. fumosorosea kultivované v interakci s B. bassiana. U této kombinace |. fumosorosea versus
B. bassiana doslo ke stimulaci produkee spor na 1 mm?. Druh B. bassiana vyprodukoval o ¥ad

vice spor nez ve stejné varianté po 7 dnech hodnoceni.

Isaria fumosorosea versus Metarhizium anisopliae

Tabulka 5: Hodnoceni ristu a produkce spor entomopatogenni houby I. fumosorosea v interakci
s houbou M. anisopliae (hodnoceni 7., 10. den, teplota 25°C)

HSD HSD HSD HSD

7.den Tukey 10.den Tukey 7.den Tukey 10.den Tukey
Ifr* 102,35+10,62 b 106,91+14,42 b Ifr* 6,96+0,28E+05 b 1,82+0,09E+06 b
Man 78,66+17,34 c 84,01+10,80 c Man 2,14+0,05E+06 a 2,60+0,07E+06 a
Ifr+Man 193,49+17,46 a 196,44+17,31 a Ifr+Man 3,01+0,34E+05 c 1,10+0,08E+06 c
Man+Ifr 18,11+3,34 d 20,42+3,58 d Man+Ifr 6,69+0,46E+04 d 4,40+0,22E+05 d
F=1423,42; df=3,96; F=1633,50; df=3,96; F=780,155; df=3,4; F=182,065; df=3,4;

p=0,0000*** p=0,0000 p=0,0000 p=0,0001

* hodnota I. fumosorosea v kontrolni varianté je stejna pro vSechny testované druhy hub
** a b,c.. praméry ve sloupci se stejnym pismenkem nejsou statisticky rozdilné (ANOVA metoda, a.=0,05; Tukey HSD test)
*** yypocet analyzy rozptylu, davajici informaci o priikaznosti mezi sledovanymi parametry

Houba M. anisopliae vytvorila v kontrolni variant& plochu o velikosti 78,66 mmZ.
Houba |. fumosorosea vytvofila v kontrolni varianté kolonii o plose 102,35 mm?® Ve
vzajemné interakci obou druhéi hub doflo ze strany kultur I. fumosorosea (193,49 mm?)
k velmi vyraznému potladeni riistu kolonii houby M. anisopliae (18,11 mm?). Tento jev miize
byt zptisoben rychlou kolonizaci prostfedi houbou |. fumosorosea nebo ptipadnou produkci
sekundarnich metaboliti vylu¢ovanych houbou I. fumosorosea do média a tim doslo
Kk ovlivnéni ristu druhu M. anisopliae. Obdobné velikosti kultury byly zaznamenany 10. den.

Nejvétsi rozdil v nartstu kolonii byl zaznamenan u kontrolni varianty M. anisopliae.

Kolonie I. fumosorosea vyprodukovaly v kontrolni variant& 6,96 x 10° spor na 1 mm?®.
Kontrolni varianta M. anisopliae mé&la produkci daleko v&tsi, tj. 2,14 x 10° spor na 1 mm?.
V kombinaci hub I. fumosorosea a M. anisopliae byly zjistény vyrazné rozdily v produkci
spor u obou druhti. Houba I. fumosorosea vyprodukovala v kombinaci s M. anisopliae po
7 dnech 3,01 x 10° spor na 1 mm?. Naopak houba M. anisopliae v kombinaci s 1. fumosorosea
vykézala produkei spor nizsi az o 96 % (6,69 x 10* spor na 1 mm?) ve srovnani s kontrolni

variantou.
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Isaria fumosorosea versus Lecanicillium muscarium

Tabulka 6: Hodnoceni ristu a produkce spor entomopatogenni houby I. fumosorosea v interakci
s houbou L. muscarium (hodnoceni 7., 10. den, teplota 25 °C)

HSD HSD HSD HSD
7.den Tukey 10.den Tukey 7.den Tukey 10.den Tukey
Ifr* 102,35+10,62 a 106,91+14,42 a 1fr* 6,96+0,28E+05 b 1,82+0,09E+06 c
Lmu 90,27+11,43 b 92,25+10,63 b Lmu 2,53+0,11E+06 a 4,54+0,24E+06 b
Ifr+Lmu 108,13+19,20 a 112,23+10,89 a Ifr+Lmu  9,27+0,37E+05 b 1,60+0,13E+06 c
Lmu+Ifr 92,72+5,72 b 98,08+10,30 b Lmu+ifr  2,04+0,13E+06 a 5,79+0,00E+06 a
F=21,13; df=3,96; F=28,58; df=3,96; F=96,247; df=3,4; F=210,858; df=3,4;
p=0,0000*** p=0,0000 p=0,0003 p=0,0001

* hodnota I. fumosorosea v kontrolni varianté je stejna pro vSechny testované druhy hub
** a,b,c.. praméry ve sloupci se stejnym pismenkem nejsou statisticky rozdilné (ANOV A metoda, a=0,05; Tukey HSD test)
*#%* yypocet analyzy rozptylu, davajici informaci o prukaznosti mezi sledovanymi parametry

Velikost kolonii I. fumosorosea v kontrolni variants je 102,35 mm? a L. muscarium
V kontrolni varianté 90,27 mm?. V interakci obou druhti hub nedochazelo k ovlivnéni ristu
kolonii. Obé& houby vytvofily ve vzajemné kombinaci téméf stejné kultury jako v kontrolnich
variantach. Tento trend si oba druhy hub zachovaly i v ¢ase. Z hlediska vytéznosti jsou
vysledky obdobné.

Houba 1. fumosorosea vyprodukovala po 7 dnech v interakci s L. muscarium veétsi
mnozstvi spor nez v kontrolni varianté, nicméné navyseni produkce bylo pouze o tfetinu.
Houba L. muscarium vyprodukovala v kombinaci s 1. fumosorosea mensi pocet spor nez
Vv kontrolni varianté, nicméné¢ mnoZstvi bylo témét srovnatelné. Po 10 dnech vyprodukovala
houba 1. fumosorosea o n&co vice spor v kontrolni varianté (1,82 x 10° spor na 1 mm?) nez
v interakci s houbou L. muscarium (1,60 x 10° spor na 1 mm?). Oproti 7. dni vyprodukovala
houba L. muscarium 10. den v&tsi pocet spor v interakci s I. fumosorosea (5,79 x 10° spor na
1 mmz) neZ v kontrolni varianté, kde vytéZnost spor byla pouze 4,54 x 10° spor na 1 mm?Z.

Tyto dva druhy hub se vzajemné negativné neomezuji jak v rastu, tak v produkci spor.
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Isaria fumosorosea versus Coniothyrium minitans

Tabulka 7: Hodnoceni ristu a produkce spor entomopatogenni houby I. fumosorosea v interakci
s houbou C. minitans (hodnoceni 7., 10. den, teplota 25 °C)

HSD HSD HSD HSD

7.den Tukey 10.den Tukey 7.den Tukey 10.den Tukey
Ifr* 102,35+10,62 b 106,91+14,42 b Ifr* 6,96+E+05 a 1,82+0,09E+06 a
Cmi 37,0746,98 c 58,83+10,46 c Cmi 0,00+0,00 b 6,57+0,00E+05 b
Ifr+Cmi 164,42+11,35 a 194,23+22,29 a Ifr+Cmi 3,23+E+05 b 7,23+0,15E+05 b
Cmi+lfr 19,21+1,68 d 21,05+3,53 d Cmi+lIfr 0,00+0,00 b 2,68+0,10E+03 c
F=2932,44; df=3,96; F=1325,25; df=3,96; F=558,376; df=3,4; F=273,149; df=3,4;

p=0,0000%*** p=0,0000 p=0,0000 p=0,0000

* hodnota I. fumosorosea v kontrolni varianté je stejna pro vSechny testované druhy hub
** a,b,c.. priméry ve sloupci se stejnym pismenkem nejsou statisticky rozdilné (ANOVA metoda, a=0,05; Tukey HSD test)
*#%* yypocet analyzy rozptylu, davajici informaci o prukaznosti mezi sledovanymi parametry

Entomopatogenni houba |. fumosorosea vytvoiila v kontrolni varianté kolonie
o velikosti 102,35 mm? v 7 dnech. Mykoparaziticka houba C. minitans vytvofila kolonie
o plose 37,07 mm? V kombinaci t&chto dvou hub doslo ze strany druhu |. fumosorosea
k vyraznému nartstu kolonii o 61 % (164,42 mm?) oproti kontrolni variants, ¢imz doglo
k silnému potlageni riistu kolonii houby C. minitans (19,21 mm?). Pfi hodnoceni v 10 dnech
nedoSlo u entomopatogenni houby I. fumosorosea k zadnym velkym zménam v kontrolni
variant&, zatimco houba C. minitans vytvofila kolonie o 21 mm? v&t3i nez v kontrolni variant.
V kombinaci obou druhii hub nedoSlo k Zddnym velkym zménam oproti hodnoceni po
7 dnech. Rust kolonii C. minitans byl potlacen houbou I. fumosorosea i v 10 dnech, kde
I. fumosorosea v kombinaci vytvorila kolonie o plose 194,23 mm?, coZ je 029 mm? vice ne

v 7 dnech hodnoceni.

Produkce spor houby I. fumosorosea byla v 7 dnech 6,96 x 10° na 1 mm? v kontrolnf
varianté, zatimco produkce spor houby C. minitans nebyla zjisténa z divodu nemoznosti
vyhodnoceni, kvili nizké sporulaci houby pfi teploté 25 °C. V kombinaci obou druhti byla
vyhodnocena pouze produkce spor druhu I. fumosorosea, ktera &inila 3,23 x 10° spor na
1 mm?. V 10 dnech vyprodukovala v kontrolni variant& houba I. fumosorosea 1,82 x 10° spor
na 1 mm?, coZ je o 161 % vice spor nez v 7 dnech. Druh C. minitans vyprodukoval 6,57 x 10°
spor na 1 mm? v kontrolni variant&. V kombinaci |. fumosorosea vyprodukovala 7,23 x 10°
spor na 1 mm?, zatimco houba C. minitans pouze 2,68 x 10°, coz je aZ o dva fady méné nez

Vv kontrolni varianté.
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Isaria fumosorosea versus Clonostachys rosea f. catenulata

Velikost kolonii houby 1. fumosorosea byly v kontrolni variantd 102,35 mm? a druh
C. rosea f. catenulata vytvofil kolonie o ploe 82,03 mm? v 7 dnech hodnoceni. V interakci
se velikost kultur houby I. fumosorosea prilis nelisila (110,07 mm?) oproti kontrolni variantg,
zatimco druh C. rosea f. catenulata vytvofil kolonie 0 41 mm? vét§i nez v kontrolni variants.
Po 10 dnech byly velikosti kolonii obdobné jak v kontrolnich variantach, tak i v interakci
obou druhii. Tyto dva druhy se vzajemné nijak neovliviiuji a aplikace téchto dvou druhii miize

mit pfiznivé ucinky.

Tabulka 8: Hodnoceni ristu a produkce spor entomopatogenni houby I. fumosorosea v interakci
s houbou C. rosea f. catenulata (hodnoceni 7., 10. den, teplota 25 °C)

HSD HSD HSD HSD

7.den Tukey 10.den Tukey 7.den Tukey 10.den Tukey
Ifr 102,35+10,62 c 106,91+14,42 c Ifr 6,96+0,28E+05 a 1,82+0,09E+06 a
Clo 82,03+10,08 d 88,45+13,68 d Clo 2,36+0,04E+03 c 9,72+0,49E+05 b
Ifr+Clo 110,07+12,21 b 114,13+11,32 b I1fr+Clo 4,06+0,15E+05 b 7,93+0,65E+05 b
Clo+Ifr 123,04+12,73 a 127,52+15,08 a Clo+Ifr 7,40+0,16E+03 c 1,48+0,34E+05 c
F=109,92; df=3,96; F=69,25; df=3,96; F=454,780; df=3,4; F=119,9911; df=3,4;

p=0,0000*** p=0,0000 p=0,0000 p=0,0002

* hodnota I. fumosorosea v kontrolni varianté je stejna pro vSechny testované druhy hub
** a,b,c.. praméry ve sloupci se stejnym pismenkem nejsou statisticky rozdilné (ANOV A metoda, a=0,05; Tukey HSD test)
*#* yypocet analyzy rozptylu, davajici informaci o prikaznosti mezi sledovanymi parametry

Druh I. fumosorosea vyprodukoval v kontrolni varianté 6,96 x 10> spor na 1 mm?
ahouba C. rosea f. catenulata 2,36 x 10° spor na 1 mm? v 7 dnech. V kombinaci obou hub
byly produkce spor na piiblizné stejné Grovni. Vyrazné rozdily v produkeci spor nastaly az po
10 dnech hodnoceni. V 10 dnech se produkce spor houby I. fumosorosea Vv kontrolni varianté
zvysila o cely ¥ad na 1,82 x 10° spor na 1 mm? a produkce C. rosea f. catenulata az o dva
tady na 9,72 x 10° spor na 1 mm? oproti hodnoceni v 7 dnech. V interakci byly produkce spor

obou druhti hub o néco niZsi neZ v kontrolnich variantach.

Porovnani rustu kolonii a produkce spor entomopatogennich a mykoparazitickych
druhi hub v interakci s houbou Isaria fumosorosea po kultivaci pri 25 °C

V grafu byl sledovan vliv houby I. fumosorosea na rist, vyvoj a produkci spor riznych

druhtt vlaknitych hub ve vzajemné interakci. Prvni sloupec v grafu znazoriiuje velikost
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kolonii a produkci spor I. fumosorosea. Druhy sloupec znazorfiuje velikost a produkei spor
jednotlivych druhti hub v interakci s I. fumosorosea.

U vsech druht vlaknitych hub je patrné, Ze je houba I. fumosorosea vice ¢i méné
ovliviiovala nejen ve velikosti kolonii, ale i v produkci spor. Vyrazny vliv sledovanych
parametrti byl zaznamenan u druhtt M. anisopliae, B. bassiana a C. minitans. U téchto druht
byl vyrazné potlacen rast ziejmé v dusledku toho, ze houba I. fumosorosea kolonizovala
rychleji prostiedi, poptipadé produkovala nezadouci sekundarni metabolity, které potlacily
jejich rist.

Graf 2: Porovnani plochy kultury a produkce spor v mm? entomopatogennich a mykoparazitickych
druhti hub v interakci s houbou Isaria fumosorosea (7. den, 25 °C)
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Z divodu pomalejsiho ristu a vyvoje vSechny zminéné druhy produkovaly daleko
mén¢ spor nez houba I|. fumosorosea. Konkrétné, druh I. fumosorosea vytvoiil nejvétsi
kolonie v kombinaci s houbou M. anisopliae, kde diky rychlé kolonizace prostiedi potlacil
znatelné rast houby M. anisopliae. Tento poznatek se projevil i ve vytéznosti spor, kde druh
I. fumosorosea vykazal o néco nizsi produkci spor oproti kontrolni varianté, zatimco produkce
spor u druhu M. anisopliae byla nizsi az 0 96 %. V kombinaci s houbou B. bassiana vytvotila
houba 1. fumosorosea oproti kontrolni varianté podstatné vétsi kolonie, coz mélo za nasledek
opét potlaceni rustu houby B. bassiana, diky rychlé kolonizaci prostfedi. Vytéznost spor se
udruhu I. fumosorosea pohybovala na stejné Grovni, zatimco u druhu B. bassiana byla

v

zaznamenana vytéznost spor vyrazné nizsi, stejn¢ jako u druhu M. anisopliae a C. minitans.
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U druht L. muscarium a C. rosea f. catenulata nedoslo k tak vyraznym rozdilim.
Houba I. fumosorosea nikterak neovlivnila rist a vyvoj houby L. muscarium. Ob& houby
vytvotily ve vzajemné kombinaci témét stejné kultury. Druh L. muscarium naopak
vyprodukoval vétsi mnozstvi spor ve vzajemné interakci s |. fumosorosea. Z grafu je patrne,
ze mykoparaziticka houba C. rosea f. catenulata vytvorila ve vzajemné interakci vétsi kolonie
nez |. fumosorosea, nicméné produkce spor byla ve prospéch kmene PFR 97 druhu

I. fumosorosea.

Graf 3: Porovnani plochy kultury a produkce spor v mm?® entomopatogennich a mykoparazitickych
druhti hub v kontrolni varianté versus v interakci s houbou Isaria fumosorosea (7. den, 25 °C)
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V grafu je zndzornén znatelny rozdil v rastu a produkei spor jednotlivych druhti hub
v interakci s houbou I. fumosorosea. Prvni sloupec ukazuje produkci jednotlivych druhti hub
V kontrolni varianté, to znamend, ze byl kazdy druh podle Sablony kultivovan na Petriho
misku samostatné. Z kontrolnich misek bylo patrné, Ze sdm sebe druh neovliviiuje a vSechny
narostlé kolonie na Petriho misce jsou rovnomérné narostlé. Druhy sloupec vykazuje rist
jednotlivych druhti hub ve vzajemné kombinaci s |. fumosorosea. U téchto kmenu jiz vlivem
tohoto druhu dochazi k negativnimu nebo pozitivnimu ovlivnéni jejich rastu potazmo
produkce spor. Zajimava kombinace je |. fumosorosea a L. muscarium, kde L. muscarium
vykazal vysokou produkci spor nejen ve svékontrolni varianté, ale i v interakci
s I. fumosorosea. Nicmén¢, v kontrolni varianté vyprodukoval kmen 19 houby L. muscarium
vice spor. Vyrazny rozdil v produkci spor byl zaznamenan u kmene BIO 1020, kde
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v kontrolni varianté vyprodukoval téméf o dva fady vice spor nez v interakci. Podobné
vysledky byly zjistény u kmene 1101 houby B. bassiana. U mykoparazitickych hub jsou
produkce jak v kontrolnich variantach, tak i v interakcich téméf identické, i piesto, Ze jsou

zaznamenany rozdily ve velikosti kultur.

5.2.2 Vliv entomopatogenni houby Isaria fumosorosea na rast a vyvej dalSich

entomopatogennich a mykoparazitickych hub v jejich vzajemné interakcei p¥i 23 °C

Zakladni udaje k pokusu:

e Suspenze spor kmenti PFR 97 (l. fumosorosea) x 1101 (B. bassiana), 19 (L. lecanii),
BI10O 1020 (M. anisopliae) a Prestop (C. rosea f. catenulata) o standardnim titru 1,00 x
10°v1ml

e dvojice hub byly stfidavé nanaseny na plotnu zivné pudy PDA s pomoci predem
ptipravené piedlohy.

e Po zaschnuti kapek byly Petriho misky uloZzeny v sa¢cich do termostatu a kultivovany
pfi teploté 23 °C

e Hodnoceni radidlniho ristu a vytéZnosti spor bylo provedeno po 7 a 10 dnech

e Pro kazdou dvojici byly pfipraveny 2 varianty, kazda méla dvé opakovani

Po 7 dnech vyprodukovaly kolonie I. fumosorosea 3,70 x 10° spor na 1 mm?
v kontrolni varianté. Kontrolni varianta B. bassiana méla produkei spor vétsi (1,12 x 10° na
1 mm?). V kombinaci byla produkce spor houby I. fumosorosea o n&co nizsi nez v kontrolni
varianté, zatimco kolonie B. bassiana vyprodukovaly vice spor oproti kontrolni varianté
| pfesto, ze rust kolonii byl znatelné potlacen. Po 10 dnech doslo k nartistu spor v obou
kontrolnich variantach. Vyrazny pokles produkce spor byl zaznamenan u kolonii B. bassiana,

kdy vyt&znost byla pouze 6,44 x 10° spor na 1 mm? oproti kontrolni variantg.
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Isaria fumosorosea versus Beauveria bassiana

Tabulka 9: Hodnoceni ristu a produkce spor entomopatogenni houby I. fumosorosea v interakci
s houbou B. bassiana (hodnoceni 7., 10. den, teplota 23 °C)

HSD HSD HSD HSD

7.den Tukey 10.den Tukey 7.den Tukey 10.den Tukey
Ifr* 108,92+11,34 c 115,22+10,26 c 1fr* 3,70+0,13E+05 c 1,02+0,02E+06 b
Bba 153,26+19,17 b 159,53+13,07 b Bba 1,12+0,05E+06 b 2,89+0,08E+06 a
Ifr+Bba 162,62+11,88 a 165,91+14,87 a Ifr+Bba 1,76+0,21E+05 c 7,42+0,38E+05 c
Bba+Ifr 43,94+6,24 d 48,88+4,59 d Bba+Ifr 1,93+0,27E+06 a 6,44+0,06E+05 c
F=850,36; df=3,196; F=1100,43; df=3,196; F=34,0547; df=3,4; F=538,065; df=3,4;

p=0,0000*** p=0,0000 p=0,0026 p=0,0000

* hodnota I. fumosorosea v kontrolni varianté je stejna pro vSechny testované druhy hub
** a,b,c.. praméry ve sloupci se stejnym pismenkem nejsou statisticky rozdilné (ANOV A metoda, a=0,05; Tukey HSD test)
*#%* yypocet analyzy rozptylu, davajici informaci o prikaznosti mezi sledovanymi parametry

Isaria fumosorosea versus Metarhizium anisopliae

Tabulka 10: Hodnoceni ristu a produkce spor entomopatogenni houby |. fumosorosea v interakci
s houbou M. anisopliae (hodnoceni 7., 10. den, teplota 23°C)

7.den TTJieDy 10.den T'_l{lskg)y 7.den Tl-LIJSkeDy 10.den Tl-LIJSkeDy
Ifr* 108,92+11,34 b 115,22+10,26 b 1fr* 3,70+0,13E+05 b 1,02+0,02E+06 b
Man 83,97+10,64 c 84,93+10,70 c Man 1,20+0,03E+06 a 2,13+0,13E+06 a
Ifr+Man 162,17+11,76 a 166,39+15,32 a Ifr+Man 1,31+0,08E+05 c 5,52+0,81E+05 c
Man+Ifr 17,94+3,02 d 19,34+3,59 d Man+Ifr 2,76+1,10E+04 d 2,37+0,11E+04 d
F= 1804,50; df=3,196; F= 1583,05; df=3,196; F=902,630; df=3,4; F=141,8494; df=3,4;
p=0,0000%*** p=0,0000 p=0,0000 p=0,0002

* hodnota I. fumosorosea v kontrolni varianté je stejna pro vSechny testované druhy hub
** ab,c.. praméry ve sloupci se stejnym pismenkem nejsou statisticky rozdilné (ANOV A metoda, a.=0,05; Tukey HSD test)
*** yypolet analyzy rozptylu, davajici informaci o pritkkaznosti mezi sledovanymi parametry

Po 7 dnech I. fumosorosea vytvorila kolonie o velikosti 108,92 mm? v kontrolni
varianté a houba M. anisopliae kultury o plose 83,97 mm?. V kombinaci obou druhii vytvofila
. fumosorosea kolonie o 53 mm? v&tsi. Houba I. fumosorosea vyuzila dostateéného prostoru
pro svuj rust, ¢imz zpusobila potlaceni rustu kolonii druhu M. anisopliae, ktery tak vytvofil

kultury o velikosti pouhych 17,94 mm?. Po 10 dnech byly hodnoty rlstu témét srovnatelné.

Kolonie I. fumosorosea vyprodukovaly po 7 dnech hodnoceni v kontrolni varianté
3,70 x 10° spor na 1 mm? Produkce spor houby M. anisopliae byla podstatné vyssi.

V interakci obou druhui byla vytéznost druhu I. fumosorosea o néco nizsi (1,31 x 10° spor na
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1 mm?) ve srovnani s kontrolni variantou. Znatelny rozdil byl zaznamenan v produkci druhu
M. anisopliae, ktery v kombinaci dosahl vyt&Znosti jen 2,76 x 10* spor na 1 mm?. Houba
I. fumosorosea diky silné kolonizaci prostfedi potladila nejen rust kolonii, ale nepiiznivé
ovlivnila i produkci spor M. anisopliae. Po 10 dnech doslo v kontrolnich variantach k nartstu
vytéznosti u obou druhti testovanych hub. V kombinaci byla opét zaznamenana o néco nizsi

produkce spor M. anisopliae oproti hodnoceni v 7 dnech.

Isaria fumosorosea versus Lecanicillium muscarium

Tabulka 11: Hodnoceni ristu a produkce spor entomopatogenni houby I. fumosorosea v interakci
s houbou L. muscarium (hodnoceni 7., 10. den, teplota 23 °C)

HSD HSD HSD HSD

7.den Tukey 10.den Tukey 7.den Tukey 10.den Tukey
Ifr* 108,92+11,34 b 115,22+10,26 b Ifr* 3,70+0,13E+05 b 1,02+0,02E+06 c
Lmu 91,07+7,04 c 97,07+11,00 c Lmu 3,64+0,17E+06 a 5,32+0,09E+06 a
Ifr+Lmu 127,16+15,99 a 137,55+12,62 a Ifr+Lmu 5,31+0,03E+05 b 6,21+0,74E+05 c
Lmu+Ifr 111,15+11,47 b 114,23+13,07 b Lmu+Ifr  3,18+0,54E+06 a 3,50+0,32E+06 b
F=153,35; df=3,196; F=45,97; df=3,196; F=37,6203; df=3,4; F=165,1037; df=3,4;

p=0,0000*** p=0,0000 p=0,0022 p=0,0001

* hodnota I. fumosorosea v kontrolni varianté je stejna pro vSechny testované druhy hub
** a,b,c.. priméry ve sloupci se stejnym pismenkem nejsou statisticky rozdilné (ANOV A metoda, a=0,05; Tukey HSD test)
*#* yypocet analyzy rozptylu, davajici informaci o prukaznosti mezi sledovanymi parametry

Druh 1. fumosorosea po 7 dnech vytvofil v kontrolni varianté¢ kolonie o velikosti
108,92 mm?. Kolonie L. muscarium dosahly plochy 91,07 mm? v kontrolni variantg.
V kombinaci doslo k nardstu kolonii obou testovanych druhii. Houba |. fumosorosea
v kombinaci vytvorila kolonie o 18 mm? v&tsi ne v kontrolni variant& a druh L. muscarium
kultury o 20 mm? v&tsi oproti kontrolni varianté. Po 10 dnech oba druhy rostly rovnom&mé
jak v kontrolnich variantach, tak i v kombinacich. Tyto dva druhy se vzajemné nijak
neovliviiuji. Aplikace téchto dvou hub je pfizniva piedev§im proti Skidcim Skodicich
zejména na listech, kdy L. muscarium je schopna infikovat msice a |. fumosorosea je schopna

potlacit navic i populace svilusek.

Po 7 dnech vyprodukovala houba 1. fumosorosea 3,70 x 10° spor na 1 mm? a druh
L. muscarium 3,64 x 10° spor na 1 mm? v kontrolni variants. Ve vzdjemné interakci byla
produkce houby I. fumosorosea vyssi (5,31 x 10° spor na 1 mm?) a kolonie L. muscarium

mély produkci naopak nizsi (3,18 x 10° spor na 1 mm®) oproti kontrolni variants. Po 10 dnech
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hodnoceni byly vytéznosti v kombinaci obdobné, jen o néco vyssi nez v 7 dnech a jedina
zména nastala u druhu |. fumosorosea, ktera méla produkci spor v 10 dnech 1,02 x 10° spor na

1 mm?, coZ je vytéznost nizsi nez v 7 dnech.

Isaria fumosorosea versus Clonostachys rosea f. catenulata

V kontrolni variant§ vytvorila I. fumosorosea kolonie o velikosti 108,92 mm? a druh
C. rosea f. catenulata kultury velké 117,21 mm? v 7 dnech. V kombinaci se I. fumosorosea
rozrostla natolik, Ze vytvofila kolonie o velikosti 176,51 mm? a zptisobila tim potladeni riistu
kolonii C. rosea f. catenulata, kterd vytvofila kolonie o ploe pouhych 73,72 mm? Po

10 dnech byly hodnoty obdobné.

Tabulka 12: Hodnoceni ristu a produkce spor entomopatogenni houby |. fumosorosea v interakci
s houbou C. rosea f. catenulata (hodnoceni 7., 10. den, teplota 23 °C)

HSD HSD HSD HSD

7.den Tukey 10.den Tukey 7.den Tukey 10.den Tukey
Ifr* 108,92+11,34 c 115,22+10,26 c 1fr* 3,70+0,13E+05 a 1,02+0,02E+06 a
Clo 117,21+12,07 b 123,13+14,37 b Clo 9,26+0,74E+02 c 6,87+0,26E+04 c
1fr+Clo 176,51£13,72 a 178,03+16,33 a Ifr+Clo 2,41+0,35E+05 b 5,89+0,18E+05 b
Clo+Ifr 73,72+11,10 d 88,00+12,03 d Clo+Ifr 1,31+0,05E+03 c 3,41+0,08E+04 c
F=609,48; df=3,196; F=386,50; df=3,196; F=99,3065; df=3,4; F=1230,078; df=3,4;

p=0,0000%*** p=0,0000 p=0,0003 p=0,0000

* hodnota I. fumosorosea v kontrolni varianté je stejna pro vSechny testované druhy hub
** a,b,c.. praméry ve sloupci se stejnym pismenkem nejsou statisticky rozdilné (ANOV A metoda, a=0,05; Tukey HSD test)
*** yypocet analyzy rozptylu, davajici informaci o priikaznosti mezi sledovanymi parametry

V kontrolni varianté po 7 dnech vyprodukovala houba I. fumosorosea 3,70 x 10° spor
na 1 mm? a druh C. rosea f. catenulata jen 9,26 x 10 spor na 1 mm?. V kombinaci obou
druhd byla vytéznost |. fumosorosea témeét srovnatelna, zatimco druh C. rosea f. catenulata
méla vytéznost o néco vyssi (1,31 x 103Sp0r nal mmz) neZ v kontrolni varianté. Po 10 dnech
byla v kontrolnich variantach produkce spor vyssi u obou druhii, kdy I|. fumosorosea
vyprodukovala 1,02 x 10° spor na 1 mm? a druh C. rosea f. catenulata méla vytéznost 6,87 x
10* spor na 1 mm?, coz je az o dva tady vice nez v 7 dnech hodnoceni. V kombinaci se zvysila
produkce spor predeviim u houby C. rosea f. catenulata, ktera vyprodukovala 3,41 x 10* spor

na 1 mm?, zatimco produkce spor I. fumosorosea byla srovnatelna.
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Porovnani riustu kolonii a produkce spor entomopatogennich a mykoparazitickych
druhi hub v interakci s houbou Isaria fumosorosea po kultivaci p¥i 23 °C

Graf 4: Porovnani plochy kultury a produkce spor v mm? entomopatogennich a mykoparazitickych
druhti hub v interakci s houbou Isaria fumosorosea (7. den, 23 °C)
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Pfi kultivaci hub ve 23 °C nebyly zaznamenany vyrazné rozdily v rustu kolonii
u vldknitych hub. Rozdil ve velikosti kolonii byl zaznamendn pouze u kombinace
I. fumosorosea versus C. rosea f. catenulata. Druh I. fumosorosea vytvofil vice nez
dvojnasobné vétsi kolonie. Obdobné vysledky byly i v produkci hub. Rozdil byl zaznamenan
u kombinace I. fumosorosea versus B. bassiana, kde druh B. bassiana vyprodukoval vice spor
pti kultivaci v této teploté nez pii 25 °C. Produkce spor houby I. fumosorosea byla o néco
niz8i nez v kontrolni varianté. U kombinace houby |. fumosorosea a druhu L. muscarium

nedoslo opét k vyraznému ovlivnéni.
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Graf 5: Porovnani plochy kultury a produkce spor v mm? entomopatogennich a mykoparazitickych
druhti hub v kontrolni varianté versus v interakci s houbou Isaria fumosorosea (7. den, 23 °C)
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Pfi porovnani kontrolnich variant jednotlivych druhti hub s variantami ve vzajemné
interakci s 1. fumosorosea pii 23 °C byly zaznamenany stejné vysledky jako u 25 °C.
K rozdilim doslo opét u kombinace I. fumosorosea versus C. rosea f. catenulata. Houba
B. bassiana v kombinaci s houbou I. fumosorosea vytvorila mnohem mensi kolonie, ale tento
poznatek nemél zadny vliv na produkci spor. V kombinaci I. fumosorosea s houbou
M. anisopliae bylo taktéz zaznamenano potlaceni ristu houby M. anisopliae, ale ve srovnani
s B. bassiana byla ovlivnéna produkce spor. Produkce M. anisopliae byla az o dva fady nizsi
nez v kontrolni varianté. Rist kolonii houby L. muscarium v interakci s houbou
I. fumosorosea byl srovnatelny a oba druhy hub se vzajemné vyrazné neovliviwuji. Produkce
L. muscarium z obou variant, jak kontrole, tak v interakci byly témé&f vyrovnané.
Mykoparazitickd houba C. rosea f. catenulata vytvofila v kombinaci s houbou I. fumosorosea

mensi kolonie oproti kontrolni varianté.
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5.2.3 Vliv entomopatogenni houby Isaria fumosorosea na ruast a vyvej dalSich

entomopatogennich a mykoparazitickych hub v jejich vzajemné interakci p¥i 15 °C

Zakladni udaje k pokusu:

e Suspenze spor kmenti PFR 97 (I. fumosorosea) x 1101 (B. bassiana), 19 (L. lecanii),
BIO 1020 (M. anisopliae), Prestop (C. rosea f. catenulata) a C. minitans
o standardnim titru 1,00 x 10° v 1 ml

e dvojice hub byly stfidavé nanaSeny na plotnu zivné pidy PDA s pomoci pfedem
ptipravené piedlohy.

e Po zaschnuti kapek byly Petriho misky ulozeny v sac¢cich do termostatu a kultivovany
pfti teploté 15 °C

e Hodnoceni radidlniho ristu a vytéznosti spor bylo provedeno po 14 a 21 dnech

e Pro kazdou dvojici byly ptipraveny 2 varianty, kazda méla dvé opakovani

Isaria fumosorosea versus Beauveria bassiana

Tabulka 13: Hodnoceni ristu a produkce spor entomopatogenni houby I. fumosorosea v interakci
s houbou B. bassiana (hodnoceni 14., 21. den, teplota 15 °C)

HSD HSD HSD HSD
14.den Tukey 21.den Tukey 14.den Tukey 21.den Tukey
Ifr* 70,78+7,46 c 74,66+6,55 c Ifr* 4,76+0,13E+06 a 9,21+0,50E+06 a
Bba 108,86+10,15 a 109,85+6,94 b Bba 5,14+0,20E+05 c 3,26+0,29E+06 b
Ifr+Bba 97,36+9,67 b 117,87+9,91 a Ifr+Bba 4,23+0,07E+06 b 4,07+0,11E+06 b
Bba+Ifr 57,77+7,23 d 59,41+7,44 d Bba+Ifr 6,62+0,13E+05 c 3,96+0,06E+06 b
F=355,81; df=3,196; F=625,41; df=3,196; F=897,775; df=3,4; F=87,287; df=3,4;
p=0,0000*** p=0,0000 p=0,0000 p=0,0004

* hodnota I. fumosorosea v kontrolni varianté je stejna pro vSechny testované druhy hub
** ab,c.. praméry ve sloupci se stejnym pismenkem nejsou statisticky rozdilné (ANOVA metoda, a=0,05; Tukey HSD test)
*** yypocet analyzy rozptylu, davajici informaci o prikaznosti mezi sledovanymi parametry

Entomopatogenni houba lIsaria fumosorosea vytvotila po 14 dnech hodnoceni
v kontrolni variant® kolonie o velikosti 70,78 mm? (hodnota I. fumosorosea v kontrolni
varianté je stejna pro vSechny testované druhy hub) a druh B. bassiana kolonie o plose
108,86 mm?. V kombinaci téchto druhti doglo k nartistu kolonii |. fumosorosea, ktera
vytvofila kultury o velikosti 97,36 mm?, &imz doslo ke kolonizaci prostiedi a potladeni ristu
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houby B. bassiana (57,77 mm?). Houba |. fumosorosea méa nepfiznivy vliv na rist kolonii
B. bassiana. Po 21 dnech byly velikosti kolonii v kontrolnich variantdch obdobné. Rozdil byl
znatelny pouze v kombinaci, kde 1. fumosorosea vytvofila kultury v&tsi o 43 mm? oproti
kontrolni varianté. Plocha kultury kontrolnich kolonii i kolonii hub ve vzajemné interakci je
statisticky prikazna (viz. tabulka).

Kolonie I. fumosorosea vyprodukovaly v kontrolni varianté po 14 dnech hodnoceni
4,76 x 10° spor na 1 mm? a kolonie B. bassiana 5,14 x 10° spor na 1 mm?. V kombinaci byla
vytéznost houby I. fumosorosa snizena o 12 % oproti kontrolni varianté, zatimco druh
B. bassiana vyprodukoval v kombinaci 0 29 % vice spor na 1 mm? neZ v kontrolni variants.
Po 21 dnech hodnoceni byla vytéznost spor houby I. fumosorosea v kombinaci o 56 % nizsi
oproti kontrolni varianté, zatimco B. bassiana vyprodukovala v kombinaci o 17 % vice spor
nez v kontrolni varianté. I ptesto, Ze u kmene I 101 houby B. bassiana byl znateln¢ potlacen
rast kolonii, diky rychlé kolonizaci prostfedi houbou I. fumosorosea, tak tento poznatek nema
vliv na produkci spor diky stimulaci produkce obou druhii hub. Vytéznost spor u kontrolnich

kolonii i kolonii hub ve vzajemné interakci je statisticky priikazna (viz. tabulka).

Isaria fumosorosea versus Metarhizium anisopliae

Tabulka 14: Hodnoceni ristu a produkce spor entomopatogenni houby |. fumosorosea v interakci
s houbou M. anisopliae (hodnoceni 14., 21. den, teplota 15°C)

HSD HSD HSD HSD

14.den Tukey 21.den Tukey 14.den Tukey 21.den Tukey
Ifr* 70,78+7,46 b 74,66+6,55 b Ifr* 4,76+0,13E+06 a 9,21+0,50E+06 a
Man 61,81+6,14 c 67,39+9,35 c Man 1,02+0,04E+06 c 2,23+0,06E+06 c
IfrtMan  104,52+11,06 a 117,09+9,47 a Ifr+Man  3,20+0,20E+06 b 6,91+0,55E+06 b
Man+Ifr  10,76+3,20 d 12,72+2,83 d Man+Ifr  1,68+0,22E+04 d 3,00+0,25E+05 c
F=1304,46; df=3,196; F=1579,89; df=3,196; F=305,829; df=3,4; F=121,0319; df=3,4;

p=0,0000*** p=0,0000 p=0,0000 p=0,0002

* hodnota I. fumosorosea v kontrolni varianté je stejna pro vSechny testované druhy hub
** ab,c.. praméry ve sloupci se stejnym pismenkem nejsou statisticky rozdilné (ANOV A metoda, a=0,05; Tukey HSD test)
*** yypocet analyzy rozptylu, davajici informaci o prikaznosti mezi sledovanymi parametry

Druh I. fumosorosea vytvotil v kontrolni variant¢ po 14 dnech hodnoceni kolonie
o plose 70,78 mm? a houba M. anisopliae kolonie o velikosti 61,81 mm?. V kombinaci obou
druhii hub doglo k naristu kultur I. fumosorosea az na velikost 104,52 mm?®. Entomopatogenni
houba 1. fumosorosea siln¢ kolonizovala prostiedi a tim potlacila rust kolonii houby
M. anisopliae, ktera vytvotila kolonie o velikosti pouhych 10,76 mm?. Po 21 dnech hodnoceni
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nedoslo v kontrolnich variantach k zadnym velkym zménam. Oba druhy rostly rovnomérné.
Pouze v kombinaci obou druhti byl zaznamenan dal$i nardst kolonii I. fumosorosea az na
117,09 mm?, coz jsou kultury vétsi o 56 % oproti kontrolni varianté.

Kolonie 1. fumosorosea vyprodukovaly v kontrolni variant po 14 dnech 4,76 x 10°
spor na 1 mm? a druh M. anisopliae dosahl vyt&znosti 1,02 x 10° spor na 1 mm?. V kombinaci
obou druhti byla produkce spor I. fumosorosea na srovnatelné drovni s kontrolni variantou,
zatimco M. anisopliae vyprodukoval jen 1,68 x 10* spor na 1 mm?. Niz§i produkce spor
M. anisopliae byla zapfi¢inéna silnou kolonizaci prostiedi druhem I. fumosorosea. Po 21
dnech vyprodukovaly oba dva druhy v kontrolnich variantach dvojnasobné mnozstvi spor na
1 mm? oproti hodnoceni po 14 dnech. Druh I. fumosorosea silnou kolonizaci prostedi potlagil
nejen rast kolonii M. anisopliae, ale tento efekt byl prokazan i u vytéznosti spor, kde

M. anisopliae vyprodukovalo o 87 % mén¢ spor nez v kontrolni variantg.

Isaria fumosorosea versus Lecanicillium muscarium

Tabulka 15: Hodnoceni ristu a produkce spor entomopatogenni houby I. fumosorosea v interakci
s houbou L. muscarium (hodnoceni 14., 21. den, teplota 15 °C)

HSD HSD HSD HSD
14.den Tukey 21.den Tukey 14.den Tukey 21.den Tukey
Ifr* 70,78+7,46 c 74,66+6,55 c 1fr* 4,76+0,13E+06 a 9,21+0,50E+06 a
Lmu 82,50+7,04 b 86,25+10,85 b Lmu 7,29+0,36E+05 c 1,33+0,05E+06 c
Ifr+Lmu 66,90+6,18 d 68,16+7,89 d Ifr+Lmu 3,86+0,09E+06 b 5,77+0,13E+06 b
Lmu+Ifr 93,45+6,97 a 108,82+9,41 a Lmu+Ifr 6,45+0,27E+05 c 9,94+0,35E+05 c
F= 147,49; df=3,196; F=201,22; df=3,196; F=648,537; df=3,4; F=226,283; df=3,4;
p=0,0000*** p=0,0000 p=0,0000 p=0,0001

* hodnota I. fumosorosea v kontrolni varianté je stejna pro vSechny testované druhy hub
** a,b,c.. pram@ry ve sloupci se stejnym pismenkem nejsou statisticky rozdilné (ANOV A metoda, 0.=0,05; Tukey HSD test)
*** yypocet analyzy rozptylu, davajici informaci o prikaznosti mezi sledovanymi parametry

Entomopatogenni houba 1. fumosorosea vytvofila v Kontrolni varianté¢ Kkultury
o velikosti 70,78 mm? a druh L. muscarium kolonie o plofe 82,50 mm?® po 14 dnech
hodnoceni. V interakci byly kolonie I. fumosorosea o néco malo mensi (66,90 mm?) neZ
v kontrolni varianté a naopak L. muscarium vytvofilo kultury o néco vétSi ve srovnani
s kontrolni variantou. Po 21 dnech nedoslo v kontrolnich variantach k zadnym velkym

zméndm. Oba druhy rostly rovnomémé v rozmezi nékolika mélo milimetri. Pouze
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v kombinaci houba L. muscarium vytvofila kolonie o 22 mm? vétsi nez v kontrolni variantg.
Druh L. muscarium kmen 19 mirn¢ potlacil rist kmene PFR 97 houby I. fumosorosea.
Produkce spor houby I. fumosorosea byla v kontrolni varianté po 14 dnech 4,76 x 10°
na 1 mm? druh L. muscarium vyprodukoval 7,29 x 10° spor na 1 mm?. V kombinaci houba
. fumosorosea méla vyt&znost o néco malo niz§i (3,86 x 10° spor na 1 mm?) nez v kontrolni
varianté. Obdobné na tom byl i druh L. muscarium, ktery v kombinaci vyprodukoval také
0 néco méné spor (6,45 x 10° na 1 mm?) oproti kontrolni varianté. Po 21 dnech hodnoceni
byla zaznamenana u houby I. fumosorosea produkce spor v kontrolni varianté vétsi o téméf
50 % oproti hodnoceni ve 14 dnech. V kombinaci obou druhii hub nebyl tak velky rozdil

v produkci spor. Obdobné na tom byla vytéznost houby L. muscarium.

Isaria fumosorosea versus Coniothyrium minitans

Tabulka 16: Hodnoceni ristu a produkce spor entomopatogenni houby |. fumosorosea v interakci
s houbou C. minitans (hodnoceni 14., 21. den, teplota 15 °C)

HSD HSD HSD HSD

14.den Tukey 21.den Tukey 14.den Tukey 21.den Tukey
Ifr* 70,78+7,46 b 74,66+6,55 b Ifr* 4,76+0,13E+06 a 9,21+0,50E+06 a
Cmi 65,77+6,53 c 66,73+8,18 c Cmi 5,35+0,06E+05 c 1,31+0,05E+06 c
Ifr+Cmi 150,64+10,92 a 157,71+12,09 a I1fr+Cmi 2,34+0,13E+06 b 3,04+0,06E+06 b
Cmi+lfr 57,308,20 d 59,44+7,98 d Cmi+lfr 6,10+0,56E+05 c 1,05+0,11E+06 c
F=1295,45; df=3,196; F=1286,40; df=3,196; F=425,767; df=3,4; F=216,6247; df=3,4;

p=0,0000*** p=0,0000 p=0,0000 p=0,0001

* hodnota I. fumosorosea v kontrolni varianté je stejna pro vSechny testované druhy hub
** a,b,c.. praméry ve sloupci se stejnym pismenkem nejsou statisticky rozdilné (ANOV A metoda, a=0,05; Tukey HSD test)
*#* yypocet analyzy rozptylu, davajici informaci o prukaznosti mezi sledovanymi parametry

Kolonie houby 1. fumosorosea vyprodukovaly v kontrolni variants 4,76 x 10° spor na
1 mm? po 14 dnech hodnoceni a druh C. minitans 5,35 x 10° spor na 1 mm?. V interakci byla
produkce spor houby I. fumosorosea o n&co nizsi (2,34 x 10°por na 1 mm?) nez v kontrolni
variant¢ a naopak kolonie houby C. minitans vyprodukovaly v kombinaci vice spor (6,10 x
10° na 1 mmz) oproti kontrolni varianté. Po 21 dnech houba I. fumosorosea méla produkci
spor oproti kontrolni variant¢ podstatné nizsi (3,04 x 10° na 1 mmz). Vytéznost druhu
C. minitans byla v kombinaci srovnatelna s kontrolni variantou. V kombinaci obou druht
dochéazi ze strany houby I. fumosorosea k mirnému potlaéeni ristu kultur druhu C. minitans.
Tento jev vSak nemél vliv na produkci spor houby C. minitans.
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V kontrolni varianté vytvotila po 14 dnech hodnoceni houba I. fumosorosea kolonie
o velikosti 70,78 mm? a druh C. minitans kultury o plode 65,77 mm?. V kombinaci obou
druhd vytvotila I. fumosorosea kolonie o 113 % vétsi (150,64 mmz) nez v kontrolni varianté
ahouba C. minitans vytvofila 0 8 mm® mensi kultury oproti kontrolni variants. Kolonie
I. fumosorosea se rozrostly natolik, ze pro kolonie C. minitans to mélo nepfiznivy vliv, co se
tyCe nedostatku prostoru pro svij rast. Pfi hodnoceni po 21 dnech byl rist kolonii

v kontrolnich variantach i v kombinacich pomérn¢ srovnatelny.

Isaria fumosorosea versus Clonostachys rosea f. catenulata

Tabulka 17: Hodnoceni ristu a produkce spor entomopatogenni houby I. fumosorosea v interakci
s houbou C. rosea f. catenulata (hodnoceni 14., 21. den, teplota 15 °C)

HSD HSD HSD HSD

14.den Tukey 21.den Tukey 14.den Tukey 21.den Tukey
Ifr* 70,78+7,46 c 74,66+6,55 c Ifr* 4,76+0,13E+06 b 9,21+0,50E+06 a
Clo 89,43+7,81 b 93,48+7,79 b Clo 2,08+0,17E+05 c 1,28+0,05E+06 c
I1fr+Clo 64,58+5,34 d 71,74+8,39 c Ifr+Clo 5,67+,017E+06 a 4,98+0,01E+06 b
Clo+Ifr 149,46+13,97 a 153,31+12,38 a Clo+Ifr 9,46+0,89E+04 ¢ 4,33+0,06E+05 c
F=864,38; df=3,196; F=861,75; df=3,196; F=771,690; df=3,4; F=255,099; df=3,4;

p=0,0000%*** p=0,0000 p=0,0000 p=0,0001

* hodnota I. fumosorosea v kontrolni varianté je stejna pro vSechny testované druhy hub
** a,b,c.. praméry ve sloupci se stejnym pismenkem nejsou statisticky rozdilné (ANOV A metoda, a=0,05; Tukey HSD test)
*** yypocet analyzy rozptylu, davajici informaci o prikaznosti mezi sledovanymi parametry

Entomopatogenni houba C. rosea f. catenulata vytvofila v kontrolni varianté kultury
0 plose 89,43 mm? a kolonie druhu I. fumosorosea dosahly velikosti 70,78 mm? po 14 dnech
hodnoceni. V kombinaci obou druhd se znatelné¢ rozrostly kolonie houby C. rosea
f. catenulata, kterd vytvotila kolonie velké 149,46 mm?, &imz byl potlacen rast kultur houby
I. fumosorosea, ktera tak vytvofila kolonie 0 6 mm? mensi oproti kontrolni varianté. Po
21 dnech byly hodnoty obdobne.

Houba I. fumosorosea vyprodukovala v kontrolni varianté po 14 dnech 4,76 x 10° spor
na 1 mm? a druh C. rosea f. catenulata 2,08 x 10° spor na 1 mm? Vyt&nost houby
. fumosorosea byla v kombinaci o ndco malo vétsi (5,67 x 10° spor na 1 mm?) oproti
kontrolni varianté, zatimco druh C. rosea f. catenulata vyprodukoval v interakci méné spor
(9,46 x 10 na 1 mm?) nez v kontrolni varianté. Po 21 dnech hodnoceni byla produkce spor
houby I. fumosorosea témét o 50 % nizsi nez v kontrolni varianté. Druh C. rosea f. catenulata
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dosahl produkce jen 4,33 x 10° spor na 1 mm?, coZ je o necely fad méné nez byla zjisténa

vytéznost v kontrolni variant (1,28 x 10° spor na 1 mm?).

Porovnani rustu kolonii a produkce spor entomopatogennich a mykoparazitickych
druhi hub v interakci s houbou Isaria fumosorosea po kultivaci p¥i 15 °C

Graf 6: Porovnani plochy kultury a produkce spor v mm? entomopatogennich a mykoparazitickych
druhti hub v interakci s houbou 1. fumosorosea (14. den, 15 °C)
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Pti kultivaci hub ve vzijemné interakci pii 15 °C byl zaznamenan rist ve prospéch
houby 1. fumosorosea v kombinaci s B. bassiana, M. anisopliae a C. minitans. Naopak,
v kombinaci s L. muscarium a C. rosea f. catenulata v ristu zaostavala, nicméné velikost
kolonii byla srovnatelna s kontrolni variantou. Produkce spor u I. fumosorosea byla vyrazna
ato v kombinaci se vSemi ostatnimi druhy hub. Houba B. bassiana a C. minitans vytvofily
v kombinaci s 1. fumosorosea srovnatelné¢ velké kolonie a vyprodukovaly témét stejné
mnozstvi spor. Srovnatelné mnozstvi spor vyprodukovala i houba L. muscarium i piesto, ze
méla vyrazné vétsi kolonie nez B. bassiana a C. minitans. Nejmensi kolonie vytvofila houba
M. anisopliae v kombinaci s I. fumosorosea a zaroven vyprodukovala i velmi nizky pocet
spor. Mirné potlaceni rustu kolonii houby I. fumosorosea bylo zaznamenano ze strany
C. rosea f.catenulata. Tato mykoparaziticka houba vytvofila v kombinaci mnohem vétsi

kolonie nez I. fumosorosea. Druh C. rosea f. catenulata vyprodukoval v interakci vyrazné
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malé mnozstvi spor. Vytéznost houby |. fumosorosea byla v kombinaci s C. rosea

f. catenulata o néco malo vét$i nez v kontrolni varianté.

Graf 7: Porovnani plochy kultury a produkce spor v mm? entomopatogennich a mykoparazitickych
druhti hub Vv kontrolni varianté versus v interakci s houbou Isaria fumosorosea (14. den, 15 °C)
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Pii kultivaci hub v 15 °C byly zaznamenany rozdily v ristu vlaknitych hub v kontrolni
varianté versus vzajemné interakci s |. fumosorosea. V produkci spor takové rozdily nebyly
patrné. Rozdil v obou variantach byl zaznamenan pouze u M. anisopliae, kde byla vétsi
produkce zaznamenana V kontrolni varianté, coz bylo dano i velikosti kultur. Houba
M. anisopliae vytvotila v kombinaci s druhem I. fumosorosea podstatné¢ mensi kultury oproti
kontrolni varianté. Rust kultur B. bassiana byl ze strany houby I. fumosorosea znatelné
potlacen ve srovnani s kontrolni variantou. Rozdil ve velikosti kultur se vSak nikterak
neprojevil na vytéznosti spor houby B. basisana.

Velikost kolonii houby L. muscarium v kontrolni varianté byla téméf srovnatelna jako
kolonie v kombinaci s I. fumosorosea. Obdobny poznatek byl zaznamenan u mykoparazitické
houby C. minitans. Druh C. rosea f. catenulata sice v kombinaci s houbou I. fumosorosea
vytvofil podstatné véEtsi kolonie oproti kontrolni varianté, ale produkce spor byly na

srovnatelné Urovni.
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5.3 VIliv entomopatogennich hub a mykoparazitické houby C. rosea f. catenulata na

larvach potemnika moué¢ného T. molitor

Cilem tohoto experimentu bylo zjistit u¢innost entomopatogennich hub
a mykoparazitické houby C. rosea f. catenulata na larvy potemnika mouc¢ného T. molitor
s cilem zaznamenat mortalitu v populaci larev a zaroven zaznamenat index vyvoje patogena

na jeho hostiteli.

Tabulka 18: Ug¢innost entomopatogennich hub a mykoparazitické houby C. rosea f. catenulata na
larvy T. molitor (kumulovana mortalita %)

4. den 5. den 6. den 11. den
pramér+ mortalita pramér+ mortalita pramér+ mortalita pramér+ .
mortalita %
smodch % smodch % smodch % smodch
Kontrola 0,03+0,13 2,78 0,03£0,13 2,78 0,06+0,26 2,78 0,06+0,26 2,78
1. fumosorosea 1,14+0,07 61,10 1,82+0,14 94,45 2,56+0,18 94,45 3,00+0,00 100
B. bassiana 0,83+0,72 58,33 1,47+0,29 97,22 2,00+0,37 100 2,83+0,37 100
M. anisopliae 0,93+0,23 83,33 1,49+0,12 100 2,00+0,13 100 2,89+0,04 100
L. muscarium 0,00+0,00 0,00 0,01+0,07 0,00 0,04+0,10 0,00 0,82+0,04 41,67
C.roseaf | 6064013 | 556 0,1120,26 5,56 014:033 | 556 0,1940,17 833
catenulata

V kontrolni varianté byla dosaZena mortalita larev ve vysi 2,78 % ve vSech dnech
hodnoceni. V prubéhu biotestu byla nalezena pouze jedna mrtva larva. Houba 1. fumosorosea
kmen PFR 97 zpuasobil uz ve ctvrtém dni hodnoceni pomémé vysokou umrtnost larev
(61,10 %). V patém a Sestém dni hodnoceni doslo k navySeni kumulované mortality na
94,44 %. Po 11 dnech byla zaznamenana u kmene PFR 97 uz 100 % kumulovana mortalita
v populaci larev. Larvy oSetfené kmenem | 101 houby B. bassiana vykéazaly po 4 dnech
kumulovanou mortalitu 58,33 %, nésledujici den se kumulovana mortalita navysila témé&f
040 %. Po 6 dnech doslo jiz ke 100 % mortalité larev T. molitor. Entomopatogenni houba
M. anisopliae kmen Bio 1020 byl vysoce u¢inny na larvy T. molitor. Tento kmen vykéazal
vyznamne napadeni larev uz ve ¢tvrtém dni hodnoceni, kdy kumulovana mortalita dosahla jiz
83,33 %. Ke 100 % kumulované mortalité doslo jiz po 5 dnech biotestu. Houba L. muscarium
kmen 19 v prvnich tfech po sobé¢ jdoucich dnech biotestu nevykazal zadnou G¢innost na larvy
potemnika mou¢ného. Nicméng, po 11 dnech zpusobil kmen 19 mortalitu témét u poloviny

oSetienych larev T. molitor (41,67 %). Mykoparaziticka houba C. rosea f. catenulata
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vykazala nizkou mortalitu larev ve v8ech hodnocenych dnech. V prvnich dnech hodnoceni
zpusobila houba C. rosea f. catenulata kumulovanou mortalitu 5,56 % a v poslednim 11. dni

hodnoceni byla zaznamenana pouze o necelé 3 % vétsi kumulovana moralita (8,33 %).

Graf 8: Vliv entomopatogennich hub a mykoparazitické houby C. rosea f. catenulata na stav populace
potemnika mou¢ného T. molitor po 4 dnech biotestu
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Ve 4. dni hodnoceni vykazala nejvys$$i ucinnost na larvach T. molitor houba
M. anisopliae, kde byla zjiSténa kumulovana mortalita larev ve vysi 83,33 %. V ramci
kumulované mortality bylo v populaci larev zaznamenano 75 % mrtvych a 8,33 %
infikovanych jedincu, ktefi byly porostli jiz vlakny entomopatogenni houby M. anisopliae.
V populaci larev infikovanych houbou I. fumosorosea se po 4 dnech objevila infekce jiz na
vice nez 60 % larev. Na povrchu infikovanych jedinci byl uZz zaznamenan rist mycelia.
Obdobny pribéh vykazoval i druh B. bassiana kmen 1101, kde pfevazovaly v ramci
kumulované mortality téz infikovani jedinci (52,78 %). V populaci po oSetieni B. bassiana
bylo pouze 5,55% mrtvych jedinci. Oproti pfedchazejicim druhtim houba L. muscarium
nevykazala zadnou ucinnost na larvach T. molitor a mykoparaziticka houba C. rosea
f. catenulata vykazala velmi nizkou mortalitu larev ve vSech hodnocenych dnech
srovnatelnou s kontrolni variantou.

Po 11 dnech od zalozeni biotestu vykazaly druhy 1. fumosorosea, B. bassiana

a M. anisopliae 100 % kumulovanou mortalitu larev T. molitor. Na vSech larvach byla
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zaznamenana zjevnd infekce. VSechny tyto druhy hub byly na povrchu larev plné
vysporulovany. Uéinnost entomopatogenni houby L. muscarium byla zaznamenana témét
u poloviny oSetfenych larev T. molitor (41,67 %) a u vSech larev byl zaznamenan rust
patogena na jejich téle. Oproti pfedchazejicim testovanym druhiim entomopatogennich hub
vykazala mykoparazitick4 houba C. rosea f. catenulata po 11 dnech velmi nizkou t¢innost.
Kumulovana mortalita larev naoCkovanych mykoparazitickym druhem doséhla pouhych
8,33 %, kde byli infikovani pouze 3 jedinci.

Graf 9: Vliv entomopatogennich hub a mykoparazitické houby C. rosea f. catenulata na stav
populace potemnika mouc¢ného T. molitor po 11 dnech biotestu
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5.4 Strategie biologické ochrany rostlin pii pouZiti entomopatogenni houby lsaria

fumosorosea v kombinaci s jinymi druhy uZite¢énych druhi hub

Biopreparaty na bazi hub mohou byt pouzity v rdmci dvou strategii. Prvni pouziti,
tzv. ,inokulativni strategie”, by bylo ve sklenikovych podminkach proti hmyzim Sktadcim,
ktefi jsou schopni se v daném prostfedi velmi mnozit. V tomto prostiedi by byla vyuzita
kombinace houby I. fumosorosea s druhem L. muscarium. Jak je znamo houba I. fumosorosea
ma status mykoparazita. Z tohoto divodu lze doporucit kombinaci houby I. fumosorosea
s mykoparazitickymi druhy hub pro péstitele, kteti péstuji zeleninu a okrasné kvétiny

V pidnim substratu ve skleniku. Druha ,,inundativni strategie* by spocivala v kombinaci
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biopreparati na bazi vldknitych druhtt hub v polnich podminkach, zejména proti padnim

Skiidciim a patogentim rostlin.

Pro praktické aplikace v ramci jednotlivych strategii 1ze doporucit nebo nedoporucit

niZe uvedené kombinace:

I. fumosorosea x L. muscarium: Aplikace téchto dvou hub v ,tank-mixu® je pfizniva.
Entomopatogenni houba I. fumosorosea a L. muscarium se nijak neomezuji v prostoru ani
produkci spor, naopak by mohly spoleéné navysit G€innost proti nékterym Skidcim
nadzemnich casti rostlin. Tato kombinace vSak neni vhodna pro aplikace do piidniho

prostfedi. Zejména pak druh L. muscarium, ktery neni primarné ptidnim druhem.

I. fumosorosea x C. rosea f. catenulata: Kombinace téchto druhti hub by byla vhodna pro
aplikaci do pudy a to zejména proti pidnim Skidcim a puvodcim onemocnéni rostlin. Sila
této kombinace spociva v tom, ze by pii jedné aplikaci byly vneseny do prostfedi dva druhy
s rozdilnou G¢innosti, tj. kombinace entomopatogenniho druhu s mykoparazitickym druhem.
Efektivni by byla aplikace v teplejsich oblastech nebo do prostiedi sklenikd, z divodu, Ze se
tyto druhy hub neomezuji pii teploté 25 °C. V chladnéjsich oblastech by doslo k lepsi
kolonizaci prostfedi houbou C. rosea f. catenulata, ale jeji rychly rist by nikterak

neovliviioval produkci spor |. fumosorosea.

I. fumosorosea x C. minitans: Aplikace této kombinace velmi zavisi na teploté prostiedi.
Houba I. fumosorosea siln¢ potlacuje rist kolonii C. minitans potazmo i produkci spor pti
25°C. Naopak, vnizsich teplotich houba C. minitans rychleji roste v kombinaci
s I. fumosorosea a produkuje daleko vice spor nez ve vyssich teplotach. I v kontrolni varianté
je prokazano, Ze houba C. minitans preferuje pro svtij rust, vyvoj i produkci spor niz$i teploty.

Opét tato kombinace spor je doporucena do piidniho prostiedi.

I. fumosorosea x M. anisopliae: Houba |. fumosorosea siln¢ potlacila rist kolonii
M. anisopliae, které se promitlo i ve snizené produkci spor. Houba M. anisopliae v kombinaci
s houbou I. fumosorosea se neni schopna v prostfedi rozriistat a tim kolonizovat pudni
prostiedi. Nicméng¢, aplikace samotného druhu M. anisopliae ma zna¢ny vliv na t¢innost proti

pudnim Sktiidcim. V piirod¢ se v ptidé tento druh bézné vyskytuje.

I. fumosorosea x B. bassiana: Kombinace téchto druhti mize ovliviiovat rist a vyvoj druhu

B. bassiana. Houba se bude schopna po aplikace v prostfedi uchytit, ale adaptace bude
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pozvolnd a kolonizace prostfedi bude pomalejsi. Nicméné, je schopna produkovat relativné
vy$§i mnozstvi spor, coz miize v piipad¢ vyskytu piadnich druhii skiidct vést k ptirozené

epizoocii v populaci Skadci.
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6. DISKUZE

Entomopatogenni houby maji znacny potencial v G€inném potlaceni populaci
Skodlivych organismi. Nicméné jejich aplikace muize byt snadno ovlivnéna riiznymi
abiotickymi faktory (teplota, slunecni zafeni, vlhkost) a biotickymi faktory (patogen, hostitel,
hostitelska rostlina). Pfirozené se vyskytuje kolem 750 druhti hub, které mohou infikovat
hmyz nebo roztoCe a desitky druhii mykoparazitickych hub, které parazituji na ptavodcich
onemocnéni rostlin.

Insekticidni pfipravky jsou pouzivany z divodu rychlého potlaceni populaci
Skodlivych ¢initeld, ale tim dochazi ke znecistovani Zivotniho prostiedi a postupné rezistenci
hmyzich Skiadct (Quintela, McCoy 1998). Hmyz je stejné jako jiné organismy nachylny
K riznym onemocnénim zpusobenych viry, bakteriemi, houbami, mikrosporidiemi, poptipadé
hlisticemi. Tyto entomopatogenni mikroorganismy jsou vyuzivany v biologické ochrané
rostlin proti hmyzim $kidctim a jsou neustale intenzivné zkoumany. Na zakladé studii jsou
rozvijeny rizné strategie pouziti uzitetnych mikroorganismu proti Skidcim (Ramanujam
et al. 2014). Napriklad byly zahajeny studie, kde byly pouzity kombinace entomopatogennich
hub spole¢né s letalni davkou chemickych insekticidi. Tim se méla zvysit ucinnost a rychlost
potlaceni populaci $kodlivych organismti. Kombinace houbovych patogent a vybranych
insekticidii prokazaly zvySenou G€innost, coZ by mohlo vést ke snizovani davek insekticidd,
tam kde jsou pouzivany samostatné. Pouziti kombinace hub a insekticidii by tak mohlo vést
k zachovani pocetné&jSich populaci pfirozenych nepfatel, minimalizaci zne¢isténi Zivotniho
prostiedi i ke snizeni moznosti navozeni rezistence u skodlivych organismt (Boman 1980).
V biologické ochrané rostlin existuje mnoho pfipravkil na bazi entomopatogennich resp.
mykoparazitickych organismt proti Skodlivym ¢initelim, nicméné vSak neni zndmo mnoho
poznatkil o jejich vzdjemné interakci.

Jednim z cilu této prace bylo posuzovani jednotlivych druhti entomopatogennich hub
v kombinaci s entomopatogenni houbou Isaria fumosorosea. S houbou I. fumosorosea byly
testovany druhy Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae, Lecanicillium muscarium
a Clonostachys rosea f. catenulata a Coniothyrium minitans. Testovanim jednotlivych
kombinaci vznikla moznost posouzeni rustu a produkce spor hodnocenych druht ve vzajemné
interakci pfi teplotach 15, 23, a 25 °C. VSechny tyto druhy se fadi mezi nejvyznamnéjsi
houbové patogeny, na jejichz bazi jsou vyrabéné biopreparaty proti hmyzim Skidcim nebo
proti pivodciim onemocnéni rostlin. V roce 2000 dosahoval prodej biopreparatl, ktery
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zahrnoval mikroorganismy, makroorganismy i feromony, ¢astky ve vysi 97 miliont dolard.
Podle vysledkt prodeje bylo v roce 2005 docileno ¢astky 135 miliond dolarti a kazdoro¢ni
narust prodeje je odhadovan na 11,7 % (Ravensberg 2010). Lisansky (1997) dokonce tvrdi, Ze
vysoky potencial prodeje neustale vzrusta a v roce 2016 by mohlo byt dosazeno prodeje ve
vysi az 200 miliont dolart. Biopreparaty maji fadu silnych stranek, diky kterym je mozné je
vyuzivat v bézné praxi. Obsahuji i fadu nedostatk, které mohou byt postupné preménovany
ve stranky silné. Prikladem jsou uzsi hostitelska spektra, ktera zabezpeCuji bezpecné
pouzivani. Diky témto vlastnostem je moznd kombinace s pfirozenymi nepiateli (Ravensberg
2010).

V ramci testovani jednotlivych druhii hub bylo zjisténo, ze M. anisopliae ma velmi
dobrou schopnost setrvavat v padnim prostiedi (Greenfield et al. 2016). V kombinaci houby
I. fumosorosea s druhem M. anisopliae vSak doslo k silnému potlaéeni ristu i produkce spor
ze strany . fumosorosea. Z toho vyplyva, ze druh M. anisopliae v kombinaci s houbou
I. fumosorosea se neni schopen v prostiedi rozrustat. V testu kompatibility dopadla houba
M. anisopliae nejhufe ze vSech testovanych druhti vlaknitych hub. Naopak nejlépe se
prokdzala kombinace houby |I. fumosorosea sdruhem L. muscarium, kde nedoslo
k vzajemnému ovlivnéni. Aplikace téchto dvou hub je pfiznivd zejména proti Sktdcim
Skodicich zejména na listech, kdy houba L. muscarium je schopna infikovat nejen molice,
Cervce, ale zejména pak msice (Kim et al. 2010, Ganassi et al. 2010) a I. fumosorosea je
schopna potlacit vedle vSech sklenikovych $kidcd i populace svilusek (Kim et al. 2008;
Fiedler, Sosnowska 2007).

Bitsadze (2015) testoval potencial mykoparazitické houby C. minitans. Zavérem jeho
studie bylo, ze druh C. minitans vykazuje nejvyssi U¢innost pfi teplotnim rozmezi 15 - 23 °C
a se zvySujici se teplotou ucinnost této houby klesa. Tento poznatek byl potvrzen
i v diplomové préci. Pii testovani mykoparazitické houby C. minitans ve vzajemné interakci
s druhem I. fumosorosea bylo zjisténo, ze aplikace této kombinace velmi zavisi na teploté
prostiedi. Houba I. fumosorosea silné potlacuje rist kolonii C. minitans potazmo i produkci
spor pii 25 °C. Naopak, v nizsich teplotaich houba C. minitans rychleji roste v kombinaci
s |. fumosorosea a produkuje daleko vice spor nez ve vyssich teplotach. I v kontrolni varianté
je prokazano, ze houba C. minitans preferuje pro svij rist, vyvoj i produkci spor niz$i teploty.

Dal$im cilem této diplomové prace bylo posouzeni uUc¢innosti vybranych druht
vlaknitych hub na larvach potemnika mou¢ného (Tenebrio molitor). Z vysledk zaméfenych

na ucinnost téchto druh hub vyplyva, ze nejlepsim druhem pro infekci larev Tenebrio
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molitor jsou druhy M. anisopliae, B. bassiana a |. fumosorosea. Pribéh mortality byl
srovnatelny v ¢ase a k vyrazné mortalit¢ larev vlivem téchto druhti dochézelo jiz po 4 dnech.
Lee et al. (2016) tento fakt potvrdili, kdyz provadéli studie ucinnosti druhu B. bassiana téz na
larvach T. molitor pfi teploté 25 °C, kde houba B. bassiana zptsobila 95 % mortalitu larev po
5 dnech hodnoceni. Naopak, entomopatogenni houba L. muscarium byla téméf netéinna
v prvnich dnech experimentu. Po 11 dnech doslo k mortalit¢ dosahujici témét 42 %.
Mykoparazitickd houba C. rosea f. catenulata nevykazala Zadnou ucinnost na larvach
T. molitor. Naopak, prokazala velmi dobrou schopnost napadat oslabené nebo jiz mrtvé
jedince a pfijimat znich Ziviny potfebné pro svij rust a vyvoj. Hodnoceni Gc¢innosti
mykoparazitické houby C. rosea f. catenulata bylo zamérné testovano, protoze pii izolaci
entomopatogennich hub z pudnich vzorkt, které byly realizovany na Katedie specialni
produkce rostlinné, byly izolovany 4 kmeny (ustni sdéleni). Tyto kmeny byly izolovany
z pudnich vzorki pomoci metody ,,Tenebrio bait method*, ktera vyuziva larvy T. molitor jako
zivou navnadu. Vzhledem k této skutec¢nosti, bylo zdmérem oveérit, zda mykoparaziticka
houba C.rosea f. catenulata nema status i houby entomopatogenni. Z vysledkd biotestu
vyplyvé, ze houba neni schopna infikovat primarné larvy T. molitor, ale je schopna velmi
dobie kolonizovat mrtvé larvy, coz ukazuje na jeji velmi dobrou saprotrofni schopnost. Sun
a Liu (2008) zaznamenali téz schopnost houby infikovat zranény ¢i oslabeny hmyz. Ze studii
provadéné v Ciné na larvach zavijeée voskového (Galleria mellonella), byla zjisténa velmi
vysoka u¢innost mykoparazitické houby C. rosea f. catenulata. U tohoto druhu byla zjisténa
mortalita larev ve vys$i 73,3 %, zatimco na larvach potemnika mou¢ného tento druh vykazal
mortalitu pouhych 8,33 %.

Poslednim cilem této prace bylo posouzeni vlivu umélé zivné plidy na rist a vytéZnost
spor sttedovych kultur vybranych druhti vlaknitych hub, kdy vramci zZivnych pud byl
testovan radialni rGst a produkce spor na PDA (Potato dextrose agar), SDA (Sabouraud
dextrose agar) a CDA (Czapek dox agar). Na jednotlivych Zivnych pudach se vybrané druhy
vldknitych hub chovaly rozdiln€. Na zivné pidé CDA vytvotily nejvétsi kolonie houby
I. fumosorosea, B. bassiana a C. rosea f. catenulata. Houby M. anisopliae a L. muscarium
vytvotily nejvetsi kolonie na zivné ptidé PDA. Velikost sttedovych kultur mize predurcit, jak
rychle mohou jednotlivé druhy hub v ptirozenych podminkéach kolonizovat prostiedi. Nejenze
houba I. fumosorosea vytvofila nejvétsi stfedové kultury na zivné pudé CDA, ale
vyprodukovala na ni inejvétsi mnozstvi spor. Druh B. bassiana a C. rosea f. catenulata

vyprodukovaly nejvétsi pocet spor na zivné pidé PDA a druhy M. anisopliae a L. muscarium
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na zivné pidé SDA. Ukazatel vytéZznosti ndam mutize napovedét, jak jsou dualezité nutricni
zdroje v ptirod¢ pro sekundarni produkci spor.

Shrnutim vysledkd dosazenych v diplomové praci lze navysit G¢innost a rychlost
potlaceni $kodlivych organisma vlivem kombinaci entomopatogennich hub nebo kombinaci
entomopatogenni houby I. fumosorosea s mykoparazitickymi druhy hub. Vysledky mohou
mit i praktické doporuceni, které spociva v moznosti aplikace biopreparati na bazi hub
Vv ,.tank-mix“, coz by pomohlo v regulaci ¢etnosti vice druhti Skodlivych organismt. Nicméng,

ne vSechny varianty zkoumané v diplomové praci maji pozitivni efekt.
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7. ZAVERY

v' Kompatibilita mezi entomopatogenni houbou I. fumosorosea a vybranymi druhy

entomopatogennich a mykoparazitickych hub

Nejlépe dopadla kombinace druhu 1. fumosorosea X L. muscarium, ve vSech
testovanych teplotach, kde se prokazalo, ze se tyto dva druhy nijak neomezuji v prostoru
ani produkeci spor. Aplikace téchto dvou hub je pfizniva. U kmene | 101 houby B. bassiana
byl znatelné potlacen rust houby diky rychlé kolonizaci prostiedi houbou I. fumosorosea.
Tento poznatek vsak nema vliv na produkei spor z divodu stimulace produkce obou druhii
hub. Aplikace kombinace I. fumosorosea x B. bassiana je mozna, ale musi se brat v potaz,
ze kolonie B. bassiana se sice budou v prostfedi vyskytovat, ale nebudou mit takovou
schopnost kolonizovat dané prostfedi. Houba 1. fumosorosea potlacuje i1 druh
M. anisopliae, tato suprese se promita i v produkci spor M. anisopliae. Druh M. anisopliae
v kombinaci s I. fumosorosea neni schopen v prostiedi pasobit. Kombinace I. fumosorosea
x C. minitans se nedoporucuje. Houba Isaria fumosorosea potlacuje nejen rust kolonii
C. minitans ale i produkci spor pii teplot¢ 25 °C. Pro rast a produkci spor houby
C. minitans je pfiznivejsi teplota 15 °C. Pii teplot¢ 15 °C vykazuje C. minitans
v kombinaci s I. fumosorosea vyssi produkci spor i velikost kolonii. Aplikace kombinace
I. fumosorosea x C. rosea f. catenulata by mohla mit pfiznivy efekt. Houby se nijak
neomezuji pii teploté 25 °C. Pti této teploté k zadnému potlaceni mezi danymi druhy hub

nedoslo. Vysledky dosazené ve 23 °C byly téméf identické s teplotou 25 °C.

v Vliv umélé Zivné pidy na rist a vytéZnost spor stiedovych kultur riznych druhi

vlaknitych hub

Na riznych Zivnych pidach se vybrané druhy vlaknitych hub chovaly rozdilné. Na
zivné pudé CDA vytvorily nejvétsi kolonie houby |. fumosorosea, B. bassiana a C. rosea
f. catenulata. Houby M. anisopliae a L. muscarium vytvorily nejvétsi kolonie na zivné
pudé PDA. Velikost sttedovych kultur mize predurcit, jak rychle mohou jednotlivé druhy
hub v pfirozenych podminkach kolonizovat prostiedi. Nejenze houba |. fumosorosea
vytvofila nejvétsi sttedové kultury na Zivné ptidé CDA, ale vyprodukovala na ni 1 nejvétsi
mnozstvi spor. Druh B. bassiana a C. rosea f. catenulata vyprodukovaly nejvétsi pocet

spor na zivné puadé PDA a druhy M. anisopliae a L. muscarium na zivné padé SDA.
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Ukazatel vytéznosti ndm mize napoveédét, jak jsou dilezité nutriéni zdroje v ptirod€ pro

sekundarni produkci spor.

v Vliv entomopatogennich hub a mykoparazitické houby C. rosea f. catenulata na

larvach potemnika mou¢ného T. molitor

Z vysledki zaméteného na ucinnost vybranych druhii vldknitych hub vyplyva, zZe
nejlepSim druhem pro infekci larev Tenebrio molitor je druh M. anisopliae, B. bassiana
a l. fumosorosea. Pribéh mortality byl srovnatelny v ¢ase a k vyrazné mortalité¢ larev
vlivem téchto druhd dochazelo jiz po 4 dnech. Naopak, entomopatogenni houba
L. muscarium byla téméf neucinnd V prvnich dnech experimentu. Po 11 dnech doslo
k mortalit¢ dosahujici téméf 42 %. Mykoparaziticka houba C.rosea f. catenulata
nevykazala Zzadnou ucinnost na larvach T.molitor. Naopak, prokazala velmi dobrou

saprotrofni schopnost napadat oslabené nebo jiz mrtvé jedince.
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9. PRILOHY

Graficky list 1: VIliv entomopatogenni houby Isaria fumosorosea na rist a vyvoj
mykoparazitické houby Coniothyrium minitans ve vzajemné interakci
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Interakce mezi |. fumosorosea a C. minitans Interakce mezi C. minitans a |. fumosorosea
pfi kultivaci v 25°C (sted IFR) pti kultivaci v 25°C (sted CMI)



Graficky list 2: Vliv entomopatogenni houby Isaria fumosorosea na rist a vyvoj

vlaknitych hub ve vzajemné interakci
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Graficky list 31: Vliv Zivné pudy na rust stiedovych kultur entomopatogennich hub a
mykoparazitické houby Clonostachys rosea f. catenulata po 21 dnech kultivace

PDA SDA CDA

|. fumosorosea

M. anisopliae

B. bassiana

L. muscarium

C.roseaf.
catenulata




