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Souhrn 

Dizertační práce je zaměřená na problematiku entomopatogenních hub, které 
se mohou využívat v biologické ochraně rostlin. Dizertační práce je sestavena ze dvou 
hlavních částí: 1) podrobné literární rešerše a 2) pěti podkapitol experimentální části 
a výsledků, které obsahují originální publikace s výsledky vlastní výzkumné práce. 

První studie byla zaměřena na izolaci a identifikaci nových kmenů 
entomopatogenních hub z půdních vzorků z České republiky a Izraele a zkoumala 
se také účinnost proti roztoči Rhizoglyphus robini. Celkem bylo z půdních vzorků 
z obou zemí vyizolováno 5 rodů entomopatogenních hub (Metarhizium sp., 
Beauveria sp., Isaria sp., Lecanicilium sp. a Purpureocillium sp.). 
Nej frekventovanější byl rod Metarhizium sp. a to zejména na lokalitách 
v České republice. Nejvyšší účinnost proti roztoči Rhizoglyphus robini byla zjištěna 
u kmenů Metarhizium anisopliae izolovaných z půdních vzorků z České republiky 
a u kmene Metarhizium indigoticum z Izraele. Mortalita po 4. dnech biotestu byla 
téměř 100%. 

Druhá studie se zabývala účinností entomopatogenní houby 
Isaria fumosorosea C C M 8367 proti zavij eči zimostrázovému 
(Cydalimaperspectalis). Houbová infekce byla pozorována většinou u kukel. 
Nicméně mortalita nepřesáhla 60 %, což naznačuje velmi nízkou citlivost 
zavíječe zimostrázového k houbě Isaria fumosorosea C C M 8367. 

Ve třetí podkapitole se řešila problematika závažného škůdce brambor 
mandelinky bramborové. Nejprve byly provedeny laboratorní experimenty, 
kde se vybral virulentní kmen Beauveria bassiana B B A 08 proti tomuto škůdci, který 
byl následně použit v dalších experimentech. Tento kmen byl testován proti dospělcům 
mandelinky bramborové v květináčových pokusech a polních podmínkách. Houba 
byla aplikována samostatně a v kombinaci s entomopatogenními hlísticemi. Ve všech 
experimentech houba snížila počty dospělců mandelinky bramborové, v terénní 
aplikaci až o 30 % v porovnání s kontrolou. 

Čtvrtá studie se věnovala záměrnému obohacení půdního výsevního substrátu 
entomopatogenní houbou Isaria fumosorosea C C M 8367 pro zvýšení supresivity. 
Výsledky ukázaly, že při 20 °C houba úspěšně kolonizovala půdní substrát 
a přetrvávala v něm více jak 6 měsíců i když se průměrná koncentrace mírně snížila 
z 5,89x 104 na 2,76x 104 spor na mililitr substrátu během experimentu. 

Poslední studie testovala efektivitu přenosu entomopatogenní houby 
Isaria fumosorosea C C M 8367 pomocí entomopatogenních hlístic druhu 
Steinernemafeltiae a Heterorhabditis bacteriophora. Výsledky naší studie poprvé 
ukázaly, že šíření konidií i blastospor Isaria fumosorosea je významně posíleno 
přítomností entomopatogenních hlístic. 

Klíčová slova: entomopatogenní houby, biologická ochrana, Rhizoglyphus robini, 
Metarhizium, Isaria, Beauveria, virulence, půdní substrát, hlístice 



Summary 

Ph.D. thesis is focused on the entomopathogenic fungi that can be used 
in biological control. Ph.D. thesis consists of two main parts: 1) a detailed background 
research, and 2) five subchapters of the experimental part and results, which contain 
original publications describing results of my own studies. 

The first study focused on the isolation and identification of new strains 
of entomopathogenic fungi from soil samples collected in garlic and onion fields 
in the Czech Republic and Israel. Furthermore, the efficacy of selected fungal strains 
against the bulb mite Rhizoglyphus robini was tested. A total of 5 genera 
of entomopathogenic fungi (Metarhizium sp., Beauveria sp., Isaria sp., Lecanicilium 
sp. and Purpureocillium sp.) were identified among the soil isolates from both 
countries. The most frequent was the genus Metarhizium sp. especially in sampling 
sites of the Czech Republic. The highest efficacy against Rhizoglyphus robini mites 
was found in Metarhizium anisopliae strains isolated from soil samples collected 
in the Czech Republic and in Metarhizium indigoticum strain from Israel. Mortality 
after 4 days of the bioassay was almost 100%. 

The second study investigated the efficacy of the entomopathogenic fungus 
Isariafumosorosea C C M 8367 against box tree moth (Cydalimaperspectalis). Fungal 
infection was mostly observed in pupae. However, mortality did not exceed 
60%, indicating a very low susceptibility of box tree moth to Isaria fumosorosea 
C C M 8367. 

In the third subchapter, various strains of entomopathogenic 
fungus Beauveria bassiana were tested against the Colorado potato beetle, a serious 
pest of potato. First, laboratory experiments were performed and the most virulent 
strain B B A 08 against this pest was selected and used subsequently in further 
experiments. The strain efficacy against L. decemlineata adults was evaluated in pot 
experiments and under field conditions. The fungus was applied alone and in 
combination with entomopathogenic nematodes. In all experiments, the fungus 
reduced the number of Colorado potato beetle adults by about 30% compared to the 
control. 

The fourth study described enrichment of soil substrate with entomopathogenic 
fungus Isaria fumosorosea C C M 8367 for increasing its suppressivity. The results 
showed that the fungus successfully colonized the soil substrate and remained in it for 
more than 6 months at 20 °C, although the average concentration decreased slightly 
from 5.89><104 to 2.76><104 spores per milliliter of substrate during the experiment. 

The last study described dissemination of Isaria fumosorosea C C M 8367 
spores by nematodes of Steinernema feltiae and Heterorhabditis bacteriophora. 
The results of our study revealed for the first time that the spread of conidia 
and blastospores of Isaria fumosorosea in soil environment is significantly enhanced 
by the presence of entomopathogenic nematodes. 

Key words: entomopathogenic fungi, biological control, Rhizoglyphus robini, 
Metarhizium, Isaria, Beauveria, virulence, soil substrate, nematodes 
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1 Úvod 

V současné době je mnoho škůdců významných zemědělských plodin 
odolných vůči pesticidům. Rezistence populací škůdců se mnohdy neuváženou 
aplikací pesticidů neustále zvyšuje, proto je snaha využívat alternativní metody 
v rámci programů integrované ochrany rostlin. Mezi takové metody patří 
např. biologická ochrana rostlin. Vhodnou ekologickou alternativou 
k širokospektrálním chemickým pesticidům je využívání přirozených nepřátel, 
j ako j sou predátoři, parazitoidi a mikroorganismy mezi které spadají také 
entomopatogenní houby. 

Značný počet mikrobiálních biopesticidů na bázi entomopatogenních hub 
se na celém světě vyvíjí již od 60. let 20. století. Entomopatogenní houby j sou běžnou 
součástí půdy a infikují škůdce ze všech řádů hmyzu, díky čemuž jsou považovány 
za významné biologické agens regulující populace škůdců. Jejich velká výhoda 
spočívá v tom, že nemusí být přijímány potravou, protože jsou schopny proniknout 
přes kutikulu do hostitele a biopreparáty na bázi entomopatogenních hub lze snadno 
vyrobit. Mezi nejběžnější používané druhy entomopatogenních hub v komerčně 
vyráběných mykopesticidech patří: Beauveria bassiana (Balsamo-Crivelli) Vuillemin, 
Metarhizium anisopliae (Metchnikoff) Sorokin, Isaria fumosorosea (Wize) 
Brown & Smith a Beauveria brongniartii (Saccardo) Petch. 

Kromě přímé biologické ochrany proti škůdcům se tyto houby mohou využívat 
také v preventivních aplikačních programech, zejména u okrasných nebo škôlkárskych 
výpěstků, aby poskytly lepší ochranu proti škůdcům. Další výhodou při použití těchto 
mikroorganismů je i absence reziduí v ošetřených kulturách, takže v případě použití 
přípravku na bázi entomopatogenních hub není potřeba dodržovat ochrannou lhůtu. 
To skýtá vysokou přidanou hodnotu zejména v systémech produkce ovoce a zeleniny. 
Nevýhodou použití entomopatogenních hub i ostatních bioagens je jejich závislost 
na podmínkách prostředí (zejména teplota, relativní vzdušná vlhkost a U V záření). 
Tím se použitelnost omezuje pouze na určité klimaticky příznivé areály a prostory jako 
jsou např. skleníky. 

Dizertační práce se věnuje problematice entomopatogenních hub, které 
se mohou využívat v biologické ochraně rostlin. Mezi cíle této dizertační práce patří 
izolace a identifikace nových kmenů entomopatogenních hub z půdních vzorků 
z České republiky a Izraele a následně jejich testování proti roztoči 
Rhizoglyphus robini. Dále byly v této práci testovány vybrané kmeny 
entomopatogenních hub na významných škůdcích zavij eči zimostrázovém 
a mandelince bramborové. Dalším významným cílem práce bylo záměrně inokulovat 
půdní substrát entomopatogenní houbou Isaria fumosorosea C C M 8367 a tím zvýšit 
jeho supresivitu. A posledním cílem této práce bylo otestovat, zdali se může 
entomopatogenní houba Isaria fumosorosea C C M 8367 šířit v prostředí efektivněji 
za pomocí entomopatogenních hlístic. 
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2 Literární přehled 

2.1 Integrovaná ochrana rostlin 

Integrovaná ochrana rostlin (IOR) je systém hospodaření, který upřednostňuje 
přirozenější alternativy ochrany rostlin a zároveň snižuje závislost na pesticidech. Jde 
o přechod mezi konvenčním a ekologickým systémem hospodaření. IOR zahrnuje 
prevenci, monitoring a intervenci (Procházka 2019; Bailey et al. 2010). Termín 
IOR j ako první definovali kalifornští entomologové Stern, van Der Bosch, 
HagenaSmith v roce 1959 jako přístup k potlačování škodlivých organismů 
(Stern et al. 1959). 

2.1.1 Definice integrované ochrany rostlin 

Klasickou a jednu z nejvíce používaných definic charakterizovala organizace 
spojených národů, Food and Agricultural Organization (FAO). Tato definice popisuje 
IOR jako systém regulace četností populací škodlivých činitelů, který využívá všech 
metod regulace četnosti populací škodlivých činitelů s ohledem na ekologické, 
ekonomické, toxikologické a hygienické požadavky, se záměrem udržet populace 
škodlivých činitelů na tolerovatelné úrovni, při preferování a vědomém využívání 
přirozených metod regulace populační hustoty škodlivých činitelů. IOR se zaměřuje 
na růst zdravé plodiny s co nej menším narušením agroekosy stému a podporuje 
přirozené mechanismy kontroly škůdců. 

Agentura pro ochranu životního prostředí (U.S. Environmental Protection 
Agency zkráceně EPA či USEPA) charakterizuje IOR jako účinný a ekologicky citlivý 
přístup v regulaci četnosti populací škodlivých činitelů, který se zaměřuje 
na kombinaci postupů zdravého rozumu. Programy IOR využívají aktuální 
a komplexní informace o životních cyklech škůdců a jejich interakci s prostředím. 
Tyto informace se v kombinaci s dostupnými metodami ochrany před škůdci používají 
k řízení škod škůdců nejúspornějším způsobem a s co nejmenším možným rizikem 
pro lidské zdraví, necílové organismy a životní prostředí. 

V roce 2009 byla přijata členy Evropské Unie směrnice 2009/128/ES, která 
je součástí národní legislativy rostlinolékařského zákona č. 199/2012 Sb. § 5. Podle 
směrnice 2009/128/ES se IOR rozumí „pečlivé zvažování veškerých dostupných 
metod ochrany rostlin a následná integrace vhodných opatření, která potlačují rozvoj 
populací škodlivých organismů a udržují používání přípravků na ochranu rostlin 
a jiných forem zásahu na úrovních, které lze z hospodářského a ekologického hlediska 
odůvodnit a které snižují či minimalizují rizika pro lidské zdraví nebo životní 
prostředí. IOR klade důraz na růst zdravých plodin při co nejmenším narušení 
zemědělských ekosystémů a podporuje přirozené mechanismy ochrany 
před škodlivými organismy". Součástí rostlinolékařského zákona je platná vyhláška 
č. 205/2012 o obecných zásadách IOR. Dodržování obecných zásad IOR je povinné 
pro každého zemědělce Evropské Unie od 01. 01. 2014. Kontrolu dodržování 
obecných zásad IOR v České republice provádí Ústřední kontrolní a zkušební ústav 
zemědělský (UKZÚZ) na základě tzv. kontrolního bodového systému 
(Hnízdil 2014b). 
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Obecné zásady IOR (upraveno podle vyhlášky č. 205/2012 Sb.) 

1. Opatření k zamezení výskytu škodlivých organismů jako střídání plodin, 
používání odolných odrůd, vyvážené hnojení, dodržování hygienických 
opatření a podpora užitečných organismů 

2. Sledování škodlivých organismů dostupnými postupy a nástroji 
3. Rozhodování o provedení opatření na základě vědecky podložených 

prahových hodnot, vztažené vždy na konkrétní oblast, plodinu, termín 
a podmínky 

4. Upřednostňování metod udržitelných biologických, fyzikálních 
a nechemických metod, před chemickými, zajistí-li uspokojivou ochranu 

5. Při nasazení pesticidů používání co nejvíce specifických k danému škodlivému 
organismu s co nejmenšími vedlejšími účinky na lidské zdraví, necílové 
organismy i životní prostředí 

6. Používání pesticidů j en v nezbytném rozsahu 
7. Uplatňování antirezistentních strategií a střídání účinných látek s odlišnými 

mechanismy účinku 
8. Pravidelné vyhodnocování úspěšnosti prováděných opatření 

Hlavním rysem IOR by měla být především komplexnost přístupu při výběru 
způsobu ochrany konkrétního porostu a zejména zvážení a realizování možnosti 
zapojit do systému potlačování škodlivých organismů dostupné přirozené prostředky 
(Hnízdil 2014a). Jedním z přirozených prostředků na doplnění klasické ochrany 
a v některých případech i přímá náhrada chemických přípravků v ochraně rostlin, které 
často vykazují toxický vliv na necílové organismy, vyšší živočichy a člověka, mohou 
být i entomopatogenní houby (Bidochka 2001), které jsou z hlediska environmentálni 
zátěže mnohem přijatelnější, než syntetické pesticidy (St. Leger etal. 1996). 

2.2 Biologická ochrana rostlin 

Populace všech živých organismů v přírodě se snižují pomocí predátorů, 
parazitů, parazitoidů a různých mikroorganismů. Tento proces se nazývá přírodní 
ochrana. Jsou4i škůdci kontrolováni, jedná se o biologickou ochranu (Hajek 2004). 
Biologická ochrana rostlin (BOR) může být definována jako úmyslné využívání 
přirozených nepřátel škodlivých organismů pro jejich potlačení a obvykle zahrnuje 
aktivní lidskou roli (Bale etal. 2007). Biologickou ochranou se rozumí nejen záměrné 
využívání a cílená podpora přirozených nepřátel, ale i záměrné využívání a podpora 
systémů v interakcích „živý proti živému" (Landa 2002). Mezi přirozené nepřátele 
hmyzích škůdců a roztočů patří parazité, parazitoidi a predátoři. Biologická ochrana 
plevelů zahrnuje hmyz (herbivoři) a patogeny. V regulaci patogenů rostlin se uplatňují 
tzv. antagonisté nebo mykoparazité (Hajek, Eilenberg 2018). Eilenberg etal. (2001) 
rozlišuje několik způsobů biologické ochrany rostlin: klasickou biologickou metodu, 
augmentační metodu (která může být dále dělena na inundativní a inokulativní) 
a konzervační metodu. 
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2.2.1 Strategie biologické ochrany rostlin 

Klasická biologická metoda 

Klasická biologická metoda je záměrnou introdukcí exotického biologického 
agens, s cílem zajistit jeho trvalé usídlení v biotopu a tím dlouhotrvající kontrolu 
cílového škůdce (Eilenberg et al. 2001). Tato metoda se používá hlavně proti 
„exotickým" škůdcům, kteří se usadili v nových zemích nebo regionech světa. 
Poměrně malý počet určitého druhu přirozeného nepřítele (obvykle méně než 1 000) 
je shromažďován ze země nebo oblasti původu škodlivého organismu a následně 
inokulován do nového prostředí, kde umožňuje vybudovat úroveň biologické ochrany, 
která může být udržena po velmi dlouhou dobu (Roy et al. 2010; Bale et al. 2007). 
První případ cílené biologické ochrany tohoto typu je doložen z ostrova Mauřicius, 
kam byl v roce 1762 introdukován druh Maj na obecná (Acridotheres tistis) za účelem 
regulace sarančat Nomadacris septemfasciata (Shah, Pell 2003). Tento typ biologické 
ochrany je nejúspěšnější u trvalých plodin (ovocné plantáže, lesy), kde dlouhodobá 
povaha ekosystému umožňuje, aby se interakce mezi škůdci a přirozenými nepřáteli 
plně etablovala v určitém časovém období. Příkladem úspěšné introdukce byl dovoz 
a vypuštění dravého slunéčka Rodolia cardinalis za účelem regulace zavlečeného 
citrusového škůdce červce Icerya buyi ve stredomorské Evropě kolem roku 
1900 (Bale et al. 2007). Dále vypuštění parazitoida Aphelinus mali ve 30. letech 
20. století za účelem regulace zavlečené mšice vlnatky krvavé (Eriosoma lanigerum) 
v jabloňových sadech po celé Evropě (Greathead 1976). Pokud jde o entomopatogenní 
houby, je známa introdukce izraelského kmene obligátního parazita Zoophthora 
radicans proti mšicím Therioaphis trifolii f. maculata škodící na leguminózách 
v Austrálii. Tato entomoparazitická houba přispěla k odvrácení významných 
hospodářských škod (Shah, Pell 2003). 

Inundativní metoda 

Inundativní metoda je záměrné vnesení živého organismu do prostředí, 
ve kterém je předpoklad pro úspěšnou kontrolu početnosti populace škůdce po určitý 
časový úsek. Po vyhubení škůdce přirození nepřátelé hynou (Eilenberg et al. 2001). 
Jde o masové vypuštění přirozeného nepřítele škodlivého organismu s cílem okamžitě 
potlačit četnost škodlivého organismu. Strategie je určena proti jednogeneračním 
škůdcům způsobujících škody na polních plodinách. Inundativní metoda je obvykle 
přechodná a je nutné j i opakovat, někdy více než jednou ročně (Bale et al. 2007). 
Příkladem je vypouštění parazitické vosičky Trichogramma evanescens do populace 
zaviječe kukuřičného (Landa 2002). Tato forma BOR se také označuje jako „aplikace 
biopesticidů", protože většina těchto látek se používá za použití upraveného 
konvenčního zařízení pro aplikaci pesticidů. Mikrobiální patogeny jsou aplikovány 
tímto způsobem. Často jsou produkovány fermentačními procesy, protože je zapotřebí 
obrovské množství inokula k potlačení nežádoucích organismů (Helyer et al. 2014). 
V případě využití entomopatogenních hub se pro tuto metodu používá pojem 
mykopesticid, popř. mykoinsekticid. Příkladem může být použití biopreparátů na bázi 
entomopatogenních hub např. BotaniGard (Beauveria bassiana) proti širokému 
spektru hostitelů využívané v Severní Americe, PFR 97 (Isaria fumosorosea) proti 
mšicím, molicím a svilušce chmelové a komerčně dostupný produkt Met 52 
(Metarhizium anisopliae) (Shah, Pell 2003). 
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Inokulační metoda 

Inokulační metoda je forma BOR, při níž je vneseno velké množství 
přirozených nepřátel, k překrytí populací škodlivých činitelů v řízených podmínkách, 
tj. skleníků a v interiérech spíše než u polních plodin (Helyer et al. 2014). Tato metoda 
je využívána často po období pěstitelského cyklu proti škůdcům, kteří mají více 
generací do roka a vnesení přirozeného nepřítele může být i opakované (Landa 2002). 
Cílem augmentativní strategie je dosáhnout okamžitého ochranného efektu 
(Bale et al. 2007). Příkladem je periodická (týdenní nebo čtrnáctidenní) aplikace 
parasitoidních vosiček Encarsiaformosa do rostlin citlivých na molice. Tato aplikace 
se provádí za účelem ochrany mnoha skleníkových plodin (Helyer et al. 2014). Dále 
se v rámci této metody využívají např. dravý roztoč Phytoseiulus persimilis, 
entomopatogenní bakterie Bacillus thuringiensis, entomopatogenní houba 
Beauveria bassiana a spousta dalších jiných makroorganismů nebo mikroorganismů 
(Driesche, Heinz 2004; Landa 2002). 

Konzervace a podpora přirozených nepřátel 

Konzervační biologická ochrana spočívá v cílené ochraně a podpoře přirozeně 
se vyskytujících druhů nepřátel hmyzích škůdců. Jedná se o podporu populací, které 
se vdaném prostředí již vyskytují, a to tak, aby jejich působením následně došlo 
k udržení populací škůdců na tolerovatelné úrovni (Pell et al. 2010). To může 
zahrnovat rozvoj oblastí, které fungují jako útočiště pro prospěšné organismy, 
poskytování vhodných rostlin a míst pro prezimovaní, časnou produkci pylu a omezení 
širokospektrálních pesticidů (Helyer et al. 2014). V případě entomopatogenních hub 
a jejich podpory je vhodné zvyšovat např. pomocí zavlažování vlhkost, omezit použití 
pesticidů či zajistit dostatek vhodných hostitelů v neobdělávaných biokoridorech, kteří 
mohou dopomoci k bezproblémovému prezimovaní (Shah, Pell 2003). 

2.2.2 Přirození nepřátelé 

Přirozené nepřátele lze definovat jako živé organismy, které se běžně vyskytují 
v přírodě a jsou schopny usmrcovat nebo oslabovat populace jiných organismů 
nebo snižovat jejich reprodukční potenciál (Landa 2002). Přirození nepřátelé 
se v biologické ochraně rostlin dělí na dvě skupiny. Do první skupiny přirozených 
nepřátel spadají makroorganismy (parazité, parazitoidi, predátoři) a druhá skupina 
zahrnuje mikroorganismy (bakterie, viry, hlí štice, houby, prvoci) 
(Hajek, Eilenberg 2018). Většina přirozených nepřátel je vysoce specializovaná 
a napadá pouze jeden nebo několik příbuzných druhů škůdce. Přirození nepřátelé 
se aplikují s cílem regulovat populace škůdců pod ekonomickým prahem škodlivosti, 
zpomalovat a oddalovat vznik jejich rezistence vůči pesticidům a snižovat 
kontaminace životního prostředí (Honěk et al. 2008). Nejúčinnější regulace 
škodlivých organismů je dosažena, pokud má přirozený nepřítel úzký hostitelský 
okruh, synchronní životní cyklus s životním cyklem škůdce a více generací do roka. 
Tyto vlastnosti zajistí vyšší účinnost proti škodlivému organismu (Dreistadt 2007). 
Všechny metody biologické ochrany popsané výše umožňují využít přirozené 
nepřátele proti škodlivým činitelům (Hajek, Eilenberg 2018). 
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Makroorganismy - 1. skupina přirozených nepřátel 

Skupina makroorganismů neboli bioagens je obvykle členěna na základě 
vztahu k dané skupině škůdců, kterou jsou schopni regulovat, na parazity a predátory. 
Často je v rámci této skupiny samostatně vyčleňována kategorie parazitoidů 
(Hajek 2004; Kabíček 2004). Důležitou podmínkou úspěšného uchycení přirozených 
nepřátel je včasná aplikace bioagens na základě pečlivého monitorování výskytu 
škodlivých organismů v porostu. Nejsou-li v ochraně proti škodlivým organizmům 
využívány výhradně jen bioagens, je nutné též zajistit jejich kompatibilitu s jinými 
metodami ochrany rostlin a zejména pak s přípravky chemické ochrany proti škůdcům 
a patogenům. Použití nevhodných pesticidů v systému ochrany dané plodiny či kultury 
může výrazně omezit nebo zcela zničit probíhající regulaci populací škůdců pomocí 
přirozených nepřátel (Kabíček 2004). 

Sirokospektrální pesticidy často zabíjejí vyšší podíl predátorů a parazitoidů 
než škůdce, na něž se vztahují. Kromě okamžitého zabíjení přirozených nepřátel, kteří 
jsou přítomni (kontaktní toxicita), je mnoho perzistentních pesticidů, které zanechávají 
rezidua v půdě. Zbytková rezidua jsou často pro přirozené nepřátele toxická dlouho 
poté, co již nejsou ovlivňováni škůdci. I nízká hladina reziduí pesticidů může narušit 
reprodukci přirozených nepřátel a jejich schopnost lokalizovat a zabíjet škůdce 
(Dreistadt 2007). V případě použití pesticidů nebo mechanického poškození rostlin 
může přirozeného nepřítele na určitou dobu odehnat od populace hostitele nebo jej 
zahubit (Osborne et al. 2004). Distributoři bioagens obvykle spotřebitele informují, 
které přípravky chemické ochrany lze nebo nelze použít při použití konkrétního druhu 
bioagens, aby nedošlo k radikálnímu snížení nebo úplnému vyhubení jeho populace 
(Kabíček 2004). 

Paraziti 

Paraziti jsou organismy, které vytvářejí vzájemné vztahy mezi organismy 
různých druhů. Výhoda parazita je, že žije na úkor druhého organismu nazývaného 
hostitel (Helyer et al. 2014). Paraziti jsou částečně nebo po většinu svého vývoje 
závislí na svém hostiteli a rozdělují se na parazity žijící na povrchu těla, kdy oslabují 
hostitele zvenčí (ektoparazité) nebo je oslabují zevnitř (endoparazité) 
(Honěk et al. 2008). Existují různé typy parazitických vztahů. Obligátní parazité 
nemohou přežít bez svých hostitelů, zatímco fakultativní parazité ano. Paraziti svého 
hostitele mohou oslabovat, nemusí ho vždy usmrtit (Helyer et al. 2014; Landa 2002). 
A z tohoto důvodu nejsou paraziti v biologické ochraně tak významní 
(Navrátilová 2015a). 

Parazitoidi 

Tato skupina makroorganismů patří převážně do řádů blanokřídlí 
(Hymenoptera) a dvoukřídlí (Diptera). Parazitoidi jsou menší než jejich hostitel 
a j sou na svého hostitele vázáni nejen potravně, ale i vývojově (Dreistadt 2007, 
Landa 2002). Znamená to, že celý vývojový cyklus parazitoida nebo jeho část je vázán 
na vývojový cyklus organismu, který je jím regulován (Kabíček 2004). Parazitoidi 
j sou úzce specializovaní na jeden druh nebo rod škodlivého organismu a mohou 
napadat všechna vývojová stádia nebo se úzce specializují na konkrétní stádium. Larvy 
se živí tkáněmi a tělními tekutinami hostitele (Honěk et al. 2008). Vždy nastane smrt 
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hostitele, což je velkým přínosem z hlediska BOR. Parazitoidy lze dále klasifikovat 
na ektoparazitoidy, kteří se vyvíjejí na hostiteli a endoparazitoidy, kteří se vyvíjejí 
z vajíčka uloženého v hostitelském organismu (Helyer et al. 2014). Na hostiteli 
se často živí pouze nedospělé stádium parazitoida a zabije pouze jednoho hostitele, 
dospělci žijí volně a většinou se živí sáním nektaru (Dreistadt 2007). Lokalizace 
hostitele parazitoidy probíhá pomocí chemických podnětů, které produkují sami 
hostitelé nebo napadené rostliny. Pokud parazitoid lokalizuje hostitele, začíná 
s ohledáním a v krátkém časovém úseku buď samička naklade vajíčko do hostitele, 
nebo se jím začne živit (van Lenteren, Woets 1988). Biologické prostředky na bázi 
parazitoidů obsahují převážně kukly. 

Jako klasické příklady používaných parazitoidů lze uvést parazitoidy larev 
molie mšicovníka Eretmocerus eremicus a vosičku Encarsia formosa. Dospělci 
mnoha parazitoidních vosiček se mohou živit také jako predátoři, kdy zabíjejí jeden 
nebo více druhů škůdců a výrazně přispívají k jejich regulaci (Helyer etal. 2014). Mezi 
další významné parazitoidy zařazujeme mšicomary Aphidius colemani a A. ervi proti 
mšicím, parazitoidy vrtalek lumčíka Dacnusa sibirica a Lesknatku Diglyphus isae 
(Hajek 2004; Tichá 2001). V polních podmínkách se využívají drobněnky rodu 
Trichogramma (Hymenoptera: Trichogrammatidae), které svým vzrůstem patří mezi 
nejmenší hmyz na světě. Druhy tohoto rodu jsou známé jako parazitoidi vajíček celé 
řady zástupců řádu motýli (Lepidoptera). V České republice jsou pro použití v ochraně 
rostlin registrovány druhy T. brassicae, T. pintoi a T. evanescens. Ve Švýcarsku byl 
od roku 1975 masově chován druh T. evanescens a od roku 1978 využíván v kukuřici 
proti zavij eči kukuřičnému (Ostrinia nubilalis) (van Lenteren 2012). 

Predátoři 

Predátoři patří také k významným přirozeným nepřátelům členovců 
a j sou zastoupeni v mnoha řádech třídy hmyzu a v některých čeledích roztočů 
(Acarina). Tyto makroorganismy jsou na svou oběť vázány pouze potravně, 
to je odlišuje od parazitů a parazitoidů (Hoffmann, Frodsham 1993). Jejich životní 
strategie se od strategie parazitoidů a parazitů liší i specializací, kdy některé druhy 
parazitoidů jsou převážně specializovaní na úzkou skupinu hostitelů, kdežto predátoři 
mají široký okruh hostitelů, kterými se živí (Osborne et al. 2004). Spotřeba potravy 
je oproti parazitoidům vysoká (Hoffmann, Frodsham 1993). Někteří predátoři mohou 
být polyfágní, kdy napadají široký okruh hostitelů, ale zpravidla preferují potravně 
určitý druh (Navrátilová 2015a). Napadení obvykle probíhá propíchnutím kutikuly 
hostitelského organismu, kdy se poškodí jeho vnitřní orgány a následuje buď vysání 
tělní tekutiny nebo konzumace celého těla hostitele predátorem. U mnoha predátorů 
se kořistí (hostitelem) živí pouze larvální stádium a dospělci přežívají na rostlinné 
potravě jako je rostlinný nektar, pyl nebo medovice hmyzu. U predátorů 
jako jsou např. slunéčka se však larvální i dospělé stádium živí výhradně hostitelem 
(Helyer et al. 2014). Biologické prostředky na bázi predátorů j sou k dostání ve formě 
dospělců. 

Mezi významné predátory využívané v BOR zařazujeme např. bejlomorku 
Aphidoletes aphidimyza, která je predátorem všech běžných druhů mšic, slunéčko 
Cryptolaemus montrouzieri, které se využívá kosmopolitně proti červcům, dravou 
ploštici Klopušku Macrolophus caliginosus a hladěnku Orius laevigatus predátory 
molic, třásněnek, mšic a svilušek (van Lenteren 2012; Moayeri et al. 2006; 
Helyer et al. 2003). Mezi biologické prostředky na bázi dravých roztočů patří 
např. Amblyseius cucumeris napadající třásněnky, Phytoseiulus persimilis, který 
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je hlavním prostředkem biologické ochrany proti svilušce chmelové, dravý roztoč 
Typhlodromuspyri predátor řady škodlivých roztočů (svilušky, hálčivci) (Hajek 2004) 
a Hypoaspis aculeifer roztoč živící se larvami smutnie, muchnic, třásněnek a jiného 
hmyzu a také chvostoskoky a roztoči (Helyer etal. 2003; Zhang 2003). 

Mikroorganismy - 2. skupina přirozených nepřátel 

Jako mikroorganismy jsou označovány organismy, které jsou dobře viditelné 
pouze pod mikroskopem. Některé druhy mikroorganismů jsou schopny vyvolat 
hromadné nákazy škůdců doprovázené zhroucením jejich populací (Tichá 2001). 
Mikroorganismy druhé skupiny přirozených nepřátel se nazývají patogeny. Jedná 
se o mikroorganismy, které způsobují onemocnění škodlivých organismů s jejich 
následným usmrcením. Patogeny parazitují buď přímo na hostiteli nebo uvnitř 
hostitele, kdy dojde v důsledku působení toxinů patogenů k destrukci vnitřních orgánů 
hostitele. Téměř ve všech případech je hostitelský organismus zabit 
(Helyer et al. 2014). Do této skupiny zařazujeme bakterie, houby, viry, hlístice 
a prvoky. Mikroorganismy jsou velmi důležití v BOR proti mnoha druhům škodlivých 
organismů včetně škodlivého hmyzu, hlístic, roztočů, plevele a jiných škůdců 
(Flinte/ al. 1998). Kromě přirozeně se vyskytujících mikroorganismů 
j sou v současnosti některé prospěšné patogeny komerčně vyráběny ve formě 
biopreparátů (Tab. č.l) (Gani etal. 2019; Dara 2018; Nafiu etal. 2014). Biopreparáty 
na bázi mikroorganismů reprezentují velmi rozmanitou skupinu. V současné době 
jsou na trhu biopreparáty na bázi entomopatogenních virů, bakterií, hub a hlístic 
(Landa 2002). 

Použití mikroorganismů poskytuje výrazné výhody oproti mnoha jiným 
metodám ochrany rostlin. Hlavní výhodou využití mikroorganismů je jejich 
bezpečnost vůči životnímu prostředí především kvůli hostitelské specifičnosti těchto 
patogenů. Dále mají mikroorganismy přirozenou schopnost způsobovat epizoocie 
v populacích škůdců, kdy dochází k jejich úplnému zhoroucení (Koul 2011). Mnoho 
patogenů hmyzu je kompatibilních s jinými metodami ochrany rostlin, včetně 
chemických insekticidů. Náklady na vývoj a registraci mikrobiálních insekticidů 
jsou mnohem nižší než náklady na chemické insekticidy. Ve většině případů 
je populace škůdců dlouhodobě regulována. Kultura a aplikace ve velkém měřítku 
je relativně snadná a levná (Kachhawa 2017). 

Entomopatogenní bakterie 

Nej významnější čeledí v BOR j e čeleď Bacillacea, zejména rody Clostridium 
a Bacillus. Doposud bylo izolováno více než 90 druhů bakterií, které vykazují 
patogenitu k hmyzu (Landa 2002). Nej významnej ší bakterií, která j e využívána v BOR 
proti škůdcům z řádu Coleoptera, Lepidoptera a Diptera patří Bacillus thuringiensis 
(Bt). B. thuringiensis je půdní tyčinkovitá bakterie, která tvoří při sporulaci v buňce 
krystal speciální bílkoviny, která se nazývá Cry-protein. Tato bílkovina je toxická 
pro hmyz a nese název 5-endotoxin, tyto toxiny jsou kódovány plazmidy 
B. thuringiensis (Ibrahim et al. 2010). 5-endotoxiny, jsou součástí tzv. krystalu 
(proteinové inkluze), který představuje klíčový prvek toxicity a selektivity 
biopreparátů na bázi tohoto mikroorganismu (Landa 2002). Infekce začíná po pozření 
potravy larvou hmyzu a toxické bílkovinné proteiny se ve střevě hostitele aktivují 
a způsobují rozklad střevní stěny, v jehož důsledku nakažený hmyz hyne na bakteriální 

16 



sepsi (Hajek 2004). Díky této vlastnosti se používá buněk B. thuringiensis jako 
specifického insekticidu. Účinnost B. thuringiensis je dostatečná za teplotních 
podmínek, kdy probíhá aktivní žír housenek. V extrémně horkých dnech se však efekt 
zásahu snižuje (Falta 2018). Biopreparáty na bázi bakterie B. thuringiensis 
jsou pro člověka a užitečné organismy bezpečné a celosvětově jsou to nej rozšířenější 
biopesticidy kompatibilní s životním prostředím (Ibrahim et al. 2010). 

Využíváno je několik poddruhů bakterie B. thuringiensis s odlišným spektrem 
citlivých skupin hmyzu. Poddruhy B. thuringiensis ssp. kurstaki 
a B. thuringiensis ssp. aizawai účinkují proti housenkám motýlů, 
B. thuringiensis ssp. tenebrionis nachází uplatnění proti některým broukům 
(např. květopasu jabloňovému) aB. thuringiensis ssp. israelensis má potenciální 
využití proti dvoukřídlému hmyzu. V ovocnářství se využívají především 
B. thuringiensis ssp. kurstaki a B. thuringiensis ssp. aizawai v ochraně proti 
housenkám a obalečům (Falta 2018). Insekticidní Bt geny byly začleněny do genomu 
významných plodin, což je činí odolnými vůči škůdcům (Ibrahim etal. 2010). Do rodu 
Bacillus sp. patří i další entomopatogenní druhy, např. B. larvae, B. cereus, 
B. laterosporus a B. popilliae (Omkar, Kumar 2016). 

Entomopatogenní hlístice 

Entomopatogenní hlístice jsou půdní organismy, které žijí přirozeně v půdě 
a j sou patogenní k mnoha druhům škodlivých organismů. Svého hostitele lokalizují 
v reakci na oxid uhličitý, vibrace a jiné chemické podněty (Kaya et al. 1993). 
Pro biologickou ochranu jsou nej důležitější entomopatogenní hlístice z čeledi 
Steinernematidae rod Steinernema a Heterorhabditidae rod Heterorhabditis. Oba rody 
jsou asociovány s bakteriemi rodu Photorhabdus a Xenorhabdus 
(Ferreira, Malan 2014). Rody Steinernema a Heterorhabditis patří mezi vysoce 
virulentní obligátní parazity hmyzu (Landa 2002). Infekční juvenilní (3. stádium) 
entomopatogenní hlístice aktivně vyhledávají své hostitele a vstupují do nich přes 
přirozené otvory, j ako j sou ústa, průduchy, konečník nebo intersegmentální membrána 
(Dara 2018). Po kolonizaci hostitele do jeho těla uvolňují z jícnu symbiotické bakterie, 
které způsobí septikémii larev hmyzu. Symbiotické bakterie následně slouží jako 
potrava pro hlístice, které uvnitř těla prodělávají svůj vývojový cyklus. Klíčovým 
mechanismem tohoto parazitizmu je symbiotická asociace entomopatogenních hlístic 
se specifickými bakteriemi, které by jinak nebyly schopné hostitele parazitovat 
(Lacey, Georgis 2012; Bailey et al. 2010). Napadené larvy jsou obvykle usmrcovány 
již během dvou dnů (Navrátilová 2015b). Účinnost je závislá na vlhkosti půdy a její 
teplotě (nad 12 °C). Těžiště využití přípravků je v ošetření substrátů pro sadbu 
(Falta 2018). 

Entomopatogenní houby 

Entomopatogenní houby jsou organismy, které jsou běžnou součástí 
ekosystémů a vyskytuj í se j ak v půdním prostředí, tak i na nadzemních částech rostlin, 
kde způsobují přirozené epizootie v populacích hmyzu (Butt, Goettel 2000). Mají 
široké hostitelské spektrum, proto jsou často využívané v biologické ochraně rostlin. 
Podrobnější charakteristika entom opatogenní ch hub je popsána níže v samostatné 
kapitole. 
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Entomopatogenní mikrosporidie 

Entomopatogenní mikrosporidie jsou extrémně různorodou skupinou 
organismů, které zahrnují kolem 1000 druhů napadajících bezobratlé živočichy včetně 
hmyzu (Brooks et al. 1988). Dříve byly mikrosporidie řazeny mezi prvoky, 
ale na základě porovnávání určitých molekulárních znaků se postupně dospělo 
k názoru, že budou mikrosporidie řazeny mezi houby. Obvykle jsou mikrosporidie 
spefické ke svému hostiteli a vyvolávají pomalé a chronické infekce s obecným 
oslabením hostitele. Hostitel musí mikrosporidie přijmout potravou, aby došlo 
k infekci. Vývoj začíná jednoduchou mikroskopickou buňkou sporoplazmou 
vpravenou do cytoplazmy buňky hostitele dutým vláknem vystřeleným ze spory 
během explozivního klíčení. Sporoplazma roste a mění se ve stadium zvané meront, 
které dále roste, dělí se a postupně dceřinými buňkami zaplňuje hostitelskou buňku, 
což způsobuje infekci hostitele (Vávra 2017). Infekce má za následek snížení vitality, 
životnosti hostitele, plodnosti aje snížen příjem potravy hostitelem (Solter etal. 2000). 
V biologické ochraně se využívá druh Paranosema locustae, který parazituje 
sarančata. Tato mikrosporidie je uměle množena a v USA se její spory používají 
v návnadových prostředcích (Semaspore Bait, Nolo Bait) ke snižování počtu sarančat 
na pastvinách. Kromě jiného nákaza také omezuje u sarančat produkci agregačního 
feromonu, který vede k jejich masovým migracím. Jde o velmi účinný způsob 
biologických metod ochrany, protože mikrosporidie na ošetřené pastvině dlouhodobě 
přetrvávají a jsou vysoce hostitelsky specifické, takže návnada nezasáhne jiné 
organismy. I řada dalších hmyzích mikrosporidií pomáhá regulovat populace 
škodlivého hmyzu, jako např. Nosemapyrausta, efektivně omezující výskyt zaviječe 
kukuřičného (Vávra 2017; Solter et al. 2000). 

Entomopatogenní viry 

V ochraně sadů jsou úspěšně využívány dva druhy entomopatogenních virů 
z čeledi Baculoviridae, a to virus granulózy obaleče jablečného (CpGV) a virus 
granulózy obaleče zimolezového (AoGV). Vznik těchto přípravků můžeme považovat 
zajeden z nej větších úspěchů vývoje metod biologické ochrany ovoce (Falta 2018). 

Entomopatogenní viry čeledi Baculoviridae jsou velké tyčinkovité D N A viry, 
kdy jejich virion je buď samostatně (Granulovirus), nebo ve skupinách (viry jaderné 
polyedrie, Nuclear Polyhedrosis Viruses) obalen bílkovinnou membránou, která 
je zapouzdřena v sekundární proteinové matrici (Omkar, Kumar 2016). Infekce začíná 
po pozření potravy, která obsahuje virové částice. Virus infikuje buňky střeva, a poté 
se šíří do celého těla, kdy je porušena integrita tkání hostitele. Finálním stádiem 
virového onemocnění je úplné ztekucení tělního obsahu hostitele, praskání kurikuly 
a kapénková kontaminace (Bailey et al. 2010). Před smrtí infikované larvy stoupají 
do vyšších pater rostlin, což napomáhá šíření virových částic z mrtvých hostitelů 
do spodních částí rostlin, kde se nacházejí zdraví jedinci. Toto chování napomáhá 
šíření viru a způsobuje infekci u zdravých larev (Dara 2018). Viry jsou pro hostitele 
velmi specifické, vyvolávají onemocnění pouze u jediného druhu hostitele 
(Omkar, Kumar 2016), ale i tak mohou způsobit významné snížení hostitelské 
populace. Během 2-4 dnů virus zasáhne většinu orgánů hostitele a larva přestane 
přijímat potravu. Po úhynu organizmu dojde k uvolnění milionů nových virů 
do prostředí a k infikování dalších larev (Falta 2018). Částice viru se mohou šířit také 
deštěm a jinými organismy (Bailey etal. 2010). 
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Laboratorní testy prokazují, že 1-2 přijaté virové částice na 1 larvu vedou 
k 50% mortalitě v populaci. Účinnost lze proto srovnat s běžnými insekticidy, nutná 
je však přesná signalizace ošetření, kterou směrujeme na počátek líhnutí housenek 
(Falta 2018). Viry z této skupiny způsobují infekce jen u hmyzu a jsou biochemicky 
i geneticky velmi odlišné od virů, které napadají obratlovce, díky čemuž 
jsou považovány za bezpečné pro člověka, jsou také zcela selektivní k necílovým 
organizmům včetně přirozených nepřátel a opylovačů (Bailey et al. 2010). 

Tab. č. 1: Biopreparáty na bázi různých entomopatogenních mikroorganismů 
(upraveno podle Bamisile et al. 2021; Gani et al. 2019; Dara 2018) 

Mikroorganismus Biologický přípravek Hostitel 

Bakterie 

Bacillus, thuringiensis ssp. aizawai 
B. thuringiensis ssp. israelensis 
B. thuringiensis ssp. kurstaki 

B. thuringiensis ssp. tenebrionis 
Poenibacillus popilliae 

Agree W G , XenTari DF 
Mosquito Beater WSP 
CoStar, DiPel ES, Monterey B. t , 
Thuricide 
Lepinox® Plus 
Novodor FC, Milky Spore Powder 

Motýli 
Dvoukřídlí 
Motýli 

Brouci 
Popillia japonica 

Hlístice 

Heterorhabditis bacteriophora 
Steinernema carpocapsae 
S. feltiae 

H. bacteriophora a S. carpocapsae 

Nemasys, Terranem, Nematop, 
Dianem 
Ecomask, NemAttack 
Entonem, Fungus Gnat & Rootknot 
Exterminator, Scanmask, Nemaplus 
Double-Death 

Půdní škůdci 

Houby 

Beauveria bassiana 

Hirsutella thompsonii 
Isaria fumosorosea 
Lecanicillium lecani/muscarium 
L. longisporum 
Metarhizium anisopliae 
M. brunneum 

BotaniGard ES, Mycotrol-ESO, 
Myco-Jaal, Naturalis-L 
A B T E C Hirsutella 
NoFly WP, Pfr-97 W D G 
Phule Bugicide, Mycotal 
Vertalec 
BioCane, Metami, Ory-X 
Met52 E C 

Roztoči, Brouci, 
Dvoukřídlí, 
Stejnokřídlí, 
Blanokřídlí, Motýli, 
Rovnokřídlí, 
Třásnokřídlí 

Paecilomyces lilacinus 
Pochonia chlamydosporia 

MeloConWG 
Pochar 

Fytopatogenní 
hlístice 

Viry 

Granulovirus (GV) 
Cydia pomonella G V 

Nucelopolyhedrovirus (NPV) 
Helicoverpa zea N P V 
Spodoptera exigua 
Lymantria dispar N P V 

C Y D - X , M A D E X HP 

Gemstar L C 
Spod-XLC 
Gypchek 

Motýli 
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2.3 Charakteristika entomopatogenních hub 

V současné době vzrůstá zájem o redukci škodlivých činitelů pomocí 
biologických metod ochrany rostlin. Veliká pozornost je směřována 
i na entom opatogenní houby, které představují jednu z nej významnějších skupin 
přirozených nepřátel prakticky všech druhů škodlivého hmyzu (Landa et al. 2008; 
Roy, Cottrell 2008). Houby žijící s hmyzem v jakémkoli typu vztahu se obecně 
nazývají entomogenní. Mnohé z nich se po dlouhou dobu vyvíjely zároveň se svými 
hostiteli a vznikli tak komenzálové nebo mutualisti, z jiných naopak obligátní nebo 
fakultativní patogeny, jež nejčastěji označujeme jako entom opatogenní houby 
(Kubátová 2017). Entom opatogenní houby jsou nej častějšími původci onemocnění 
hmyzu (Obr. 1) (Sutanto et al. 2021; Lovett, Leger 2017), ale mohou vykazovat také 
akaropatogenní efekt, kdy se podílejí na přirozené regulaci početnosti řady druhů 
roztočů (Pell et al. 2010). 

Entom opatogenní houby jsou jedinečné vtom, že na rozdíl od ostatních 
mikroorganismů, které jsou také schopni vyvolávat onemocnění u hmyzu, nevyžadují 
přímé vstřebání, ale jsou schopny aktivně pronikat skrz epikutikulu hmyzu 
(Pedriny et al. 2007). A ačkoliv tyto houby napadají hmyz prakticky ze všech hlavních 
řádů (Lepidoptera, Coleoptera, Hemiptera, Diptera, Orthoptera, Hymenoptera) 
a mohou též napadat všechna vývojová stádia (Bailey et al. 2010), jednotlivé druhy 
jsou často vůči hostiteli velmi specifičtí a existuje zde tak jen velmi malé riziko 
vzhledem k necílovým organismům (Roberts, Humber 1981). 

Obr. 1: Ukázka napadení entom opatogenní houbou Isaria fumosorosea C C M 8367 
na kukle zavij eče zimostrázového (vlevo) a na dospělci mandelinky bramborové 
(vpravo) 

Z hlediska využití entomopatogenních hub, jakožto součásti biologické 
ochrany rostlin, poskytuje velkou výhodu fakt, že entom opatogenní houby jsou 
naprosto přirozenou součástí půdního prostředí. Půda jako taková jim poskytuje 
ideální podmínky, kde jsou chráněny před extrémními teplotami a slunečním zářením 
a j e také přirozenou lokalitou výskytu potenciálních hmyzích hostitelů (Humber 2008). 
Entomopatogenními houbami lze také půdu (substrát) obohatit. Houby aplikované 
do půdy (substrátu) j i kolonizují a jsou schopny přežívat na alternativním materiálu 
jako je organická hmota nebo mohou saprofyticky růst v rhizosféře (Wang etal. 2005). 
Substráty obohacené entomopatogenními houbami se mohou použít v zahradnictví 
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nebo ve skleníkových kulturách. Výsevní substráty obohacené entomopatogenními 
houbami již i u nás existují a jsou snadno dostupné pro běžné spotřebitele. 

Entom opatogenní houby jsou tak neodmyslitelnou součástí biologické ochrany 
rostlin proti škůdcům. Jako mykoinsekticidy se mohou využívat v zahradnictví, 
lesnictví a zemědělství (Gul etal. 2014). 

2.3.1 Taxonomické zařazení a klasifikace 

Entom opatogenní houby jsou fylogenetický rozmanitou skupinou, 
heterotrofních, eukaryotických, jednobuněčných nebo mnohobuněčných (vláknitých) 
mikroorganismů, které se rozmnožují buď pohlavně (teleomorfní stádium) 
nebo nepohlavne (anamorfní stádium). Některé druhy těchto hub mají teleomorfní 
i anamorfní stádium (Mora etal. 2017). U některých zástupců entom opatogenní ch hub 
není stále známá teleomorfa. Právě nalezení teleomorfních stádií jednotlivých hub 
ajejich fylogenetické zařazení včetně historie jejich vývoje nám může dopomoci 
k pochopení ekologických rolí entomopatogenních hub v přírodě 
(Kaczmarek, Boguš 2021; Shahid et al. 2012). V posledních letech dochází 
k zásadním revizím v oblasti taxonomického zařazení jednotlivých druhů na základě 
testování pomocí molekulárně-biologických metod. Nejzásadnější změny klasifikace 
proběhly u hub spadající do řádu Hypocreales oddělení Ascomycota u anamorfní ch 
stádií jejich zástupců (Tiago et al. 2014; Humber et al. 2009). Klasifikace 
entomopatogenních hub v jednotlivých odděleních říše Fungi je podrobněji popsána 
v Tab. č. 2. 

Pokroky v molekulární biologii vedly k vývoji různých metod detekce 
genetického polymorfismu na úrovni D N A a pomohly nám porozumět genetické 
rozmanitosti a populačním strukturám populací hub (Hibbett et al. 2007). 

2.3.2 Charakteristika významných řádu Hypocreales a Entomophthorales 

Rád Hypocreales sdružuje fakultativní parazity, které je možné kultivovat 
na umělých živných půdách a substrátech, a proto se v současnosti hojně využívají 
ve formě standardních biopreparátů. Lze je také snadno vyizolovat z půdy 
nebo infikovaných hostitelů (Sharma et al. 2021). Do tohoto řádu patří houby 
s širokým hostitelským spektrem, a zařazují se sem významné rody 
entomopatogenních hub jako jsou Beauveria, Hirsutella, Metarhizium, Nomuraea, 
Isaria a Lecanicillium (Shah, Pell 2003). Tyto houby jsou pravděpodobně 
za normálních okolností saprotrofní organismy využívající ke své výživě mrtvou 
organickou hmotu a pouze za vhodných environmentálni ch podmínek jsou schopny 
využívat jako zdroj surovin i exoskelet žijícího hmyzu. Z toho vyplývá, 
že entom opatogenní houby jsou schopny realizovat jak parazitický (v případě 
přítomnosti vhodného hostitele), tak i neparazitický, saprotrofní cyklus 
(Landa et al. 2008; Shah, Pell 2003). De Faria a Wraight (2007) identifikovali 
171 produktů na bázi hub, které se používají jako biopreparáty od šedesátých let, 
většina z nich na bázi Beauveria bassiana, Beauveria brongniartii, 
Metarhizium anisopliae a Isaria fumosorosea. 

Rád Entom ophthorales zahrnuje houby patřící do rodů Conidiobolus, 
Entomophaga, Entomophthora, Erynia, Neozygites a další. Jsou to obligátní parazité, 
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kteří jsou striktně vázáni najeden konkrétní druh živého hostitele, a většinou nejsou 
schopny saprofytismu (Shah, Pell 2003). Jejich vztah s hostiteli se projevuje 
i ve strategii šíření, zatímco fakultativně parazitičtí zástupci Hypocreales nevyvinuly 
žádné speciální strategie šíření. Usmrcení hostitelé zástupci řádu Entomophthorales 
zůstávají zpravidla přichyceni pomocí rhizoidů produkovaných houbou na povrchu 
listu či stébla a spory houby jsou aktivně, na základě rozdílného tlaku mezi konidií 
a konidioforem vymršťovány do prostředí, kde je vyšší šance styku snovým 
potenciálním hostitelem (Kubátová 2017; Bailey et al. 2010; Shah, Pell 2003). 
V případě nevyhovujících podmínek prostředí, popřípadě absence vhodného hostitele 
jsou zástupci Entomophthorales schopni produkovat trvalé zygospory či azygospory, 
které v prostředí dokáží přežít delší období (Shah, Pell 2003). Jelikož jsou zástupci 
řádu Entomophthorales obligátní parazité je velmi komplikované vyvinout 
biopreparáty ne jejich bázi (Bailey etal. 2010). 

Tab. č. 2: Klasifikace entomopatogenních hub v jednotlivých odděleních říše 
Fungi (Upraveno podle Naranjo-Ortiz, Gabaldón 2019; Kubátová 2017) 

Oddělení Rody entomopatogenních hub (příklady) 

Microsporidiomycota 
(Microsporidia) 

Amblyospora, Bacillidium, Campanulospora, Culicosporella, 
Episeptum, Flabelliforma, Geusia, Hazardia, Heterovesicula, 
Microsporidium, Nosema, Orthosomella, Perezia, Pilosporella, 
Pulsispora, Resiomeria, Spherospora, Striatospora, 
Tardivesicula, Toxoglugea, Vairimorpha, Vavraia, Weiseria 

Ascomycota 

Ascosphaera, Cordyceps (anamorfy: Beauveria, Isaria, 
LecanicUlium, Simplicillium), Culicinomyces, Elaphocordyceps 
(anamorfa: Tolypocladium), Hypocrella (anamorfa: 
Aschersonia), Metacordyceps (anamorfy: Pochonia, 
Metarhizium), Moelleriella, Nectria, Ophiocordyceps 
(anamorfy: Hirsutella, Hymenostilbe), Samuelsia, Torubiella 

Entomophthoromycota Basidiobolus, Conidiobolus, Entomophthora, Entomophaga, 
Massospora, Neozygites, Pandora 

Chytridiomycota Myiophagus, Myrmicinosporidium 

Neocallimastigomycota Rozella 

Blastocladiomycota Coelomomyces, Coelomycidium 

Kickxellomycotina Smittium 

Mucoromycotina Sporodiniella 

Zoopagomycotina Zoophagus 

Glomeromycota Rhizophagus 

Basidiomycota Septobasidium, Uredinella 
*Modře jsou označeny nejvýznamnější skupiny entomopatogenních hub. Anamorfy byly v některých 
případech nejdříve popsány jako samostatný taxon. 
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2.3.3 Výskyt a rozšíření 

Entomopatogenní houby jsou všudypřítomné organismy tam, kde jim 
podmínky prostředí umožňují jejich přežití (Jaronski et al. 2007). Tyto houby 
se přirozeně vyskytují v přírodních i zemědělských akroekosystémech, vodním 
prostředí nebo v podzemních nikách (Lovett, Leger 2017; Pell 2007). 
Také se vyskytují druhy hub, které žijí nejen na hmyzu, ale i na mrtvém substrátu 
organických zbytků semen, listí a kůry, další mohou mít vedle parazitického vztahu 
s hostitelem i vztah symbiotický (Weiser 1966). 

2.3.4 Vývojový cyklus 

Houbové patogeny hmyzu využívají různé mechanismy k infikování hostitele. 
K nákaze dochází nejčastěji prostřednictvím houbových spor, které se v prostředí šíří 
různými způsoby jako např. vodou, vzduchem nebo na tělech drobných živočichů 
(Kubátová 2017). 

Životní cyklus entomopatogenních hub se skládá z parazitické fáze (infekce 
hostitele a následná smrt) následované fází saprofytickou (po smrti hostitele). 
Na rozdíl od jiných entomopatogenních organismů (bakterie, viry), které obvykle 
vstupují do těla hostitele pasivně s potravou, jsou entomopatogenní houby schopny 
infikovat svého hostitele nejčastěji přímou penetrací přes jeho exoskelet a kutikulu 
(Augustyniuk-Kram, Kram 2012). K této funkci jsou vybaveny enzymatickým 
aparátem, tvořeným lipázami, proteázami a chitinázami. Tyto enzymy považujeme 
za indikátory virulence (de Carolina Sánchez-Pérez et al. 2014). 

Fáze infekčního cyklu (upraveno podle Zimmermanna 2007a) 

1. Přichycení spor na kutikulu hostitele 
2. Klíčení spor 
3. Produkce apresoria a penetrace do kutikuly 
4. Překonání imunity hostitele 
5. Kolonizace hostitele (tvorba blastospor) 
6. Prorůstání na povrch hostitele, sporulace (tvorba konidií) 

První fází infekčního cyklu je přichycení spor na povrchu hostitele 
(Da Silva et al. 2010; Pedriny et al. 2007). Ulpění konidií na povrchu hostitele 
je jednou z nej důležitějších fází pro úspěšný rozvoj patogena a následně infekce 
(Shahid et al. 2012; Song, Feng 2010). Z tohoto důvodu obsahují konidie některých 
druhů např. adhezivní substance (Lecanicillium lecanii, Aschersonia aleyrodis, 
Hirsutella thompsonii) (Boucias et al. 1991; Boucias et al. 1988). Jiné druhy mohou 
obsahovat hydrofobní konidie se strukturovaným povrchem (Metarhizium anisopliae, 
Beauveria bassiana, Isaria fumosorosea), kdy je přichycení na kutikulu zajištěno 
přímou interakcí mezi dvěma hydrofobními povrchy nebo na základě elektrostatických 
sil (Landa et al. 2008). Morfologie spor, povrchové vlastnosti spor a počátky infekce 
jsou považovány za naprosto zásadní faktory v procesu infekce hmyzího hostitele 
(Hussain et al. 2010). 

Po přichycení konidií na povrch těla hostitele dochází při vhodných 
podmínkách k nabobtnání konidie, kdy se začne tvořit primární klíček (Landa 2002). 
Pro klíčení konidií entomopatogenních hub je spora energeticky dostatečně vybavena, 
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ale od určité fáze naklíčení je nezbytná přítomnost externího zdroje uhlíku 
(Smith et al. 1981). Entomopatogenní houby jsou v prvních fázích vývoje schopny 
využívat chitin a některé mastné kyseliny z povrchových struktur kutikuly hostitele, 
což je naprosto zásadní schopnost pro úspěšný vývoj houby (Feron 1978). Po naklíčení 
produkují konidie infekční strukturu nazývanou apresorium. Apresorium 
s vytvořeným penetračním hrotem vytváří mechanický tlak a kutikulu degradující 
enzymy, přičemž hlavní roli mají enzymy lipázy, proteázy a chitinázy 
(Lovett, St. Leger 2015). Proniknutí do těla hostitele se děje buď přímou penetrací 
do kutikuly nebo prostřednictvím přirozených tělních otvorů, jakými jsou dýchací 
otvory, řitní nebo ústní otvor, vzácně i přes různá poranění (Gillespie et al. 1998). 

Samotná infekce hmyzího hostitele je komplexní proces, kterého 
se bezprostředně účastní látky, které jsou produkovány houbou. Tyto látky usnadňují 
penetraci do hostitelského organismu (Pedriny et al. 2007). Mezi látky produkované 
houbami patří různé toxiny a enzymy, které redukují obranné mechanismy hostitele 
nebo napomáhají houbě se s těmito obrannými mechanismy hmyzu vyrovnat 
(Inglise/a/. 2001). Pro překonání voděodolné svrchní vrstvy, epikutikuly, houba 
využívá lipázy (enzymy ze skupiny hydroláz rozkládající tuky na glycerol 
a absorbovatelné mastné kyseliny). Poté jsou produkovány proteázy, rozkládající 
bílkovinné látky, a chitinázy, degradující chitinový exoskelet (Kubátová 2017). 
Hussain et al. (2010) dávají přímou spojitost virulence konkrétního kmene 
entom opatogenní houby nejen s množstvím spor a rychlostí klíčení, 
ale zejména kutikulou degradujícími enzymy, z nichž za nej významnější považuje 
enzym P r l , což je alkalická serinová proteáza se zbytkem histidinu v aktivním místě. 
Tento enzym uvolňuje peptidy, které sami o sobě indukují jeho další výrobu. 

Po proniknutí patogena do těla hostitele dochází k rychlé kolonizaci 
jednotlivých tělních tkání a orgánů. Pro tuto fázi vývojového cyklu je typický přechod 
vláknitých forem hub na rychle se dělící a pomnožující tělíska tzv. blastospory. 
Blastospory se v hostitelském organismu rychle množí a roznesou se hemolymfou 
po celém organismu (Landa et al. 2008). Infikovaný hmyz jeví různé symptomy 
napadení, pohybuje se nekoordinovaně, přestává přijímat potravu, a nakonec dochází 
k paralýze a úhynu. Po invazi je hmyz usmrcen v důsledku růstu blastospor, produkce 
toxinů, popř. kombinací obojího (Kubátová 2017). 

Po smrti hostitele hyfy entom opatogenní houby kolonizuj í mrtvé tělo a během 
2 až 3 dnů prorostou na povrch mrtvého těla hostitele, kde se vytvoří vzdušné 
konidiofory, které začnou sporulovat, a cyklus je ukončen. Houba přechází 
do saprofytické fáze svého vývoje (Lovett, St. Leger 2015; Clarkson, Charnley 1996). 
Sporulace probíhá běžně na mrtvém hmyzu, ale může se vyskytovat i u živého hmyzu. 
Rozptyl spor může být aktivním nebo pasivním procesem a závisí na vlastnostech spor 
(Tanada, Kaya 1993). Spory se dále šíří do okolí větrem a vodou, a pokud hned 
nepřilnou na nového hostitele, mohou v prostředí přežívat na mrtvých 
mumifikovaných hostitelích nebo v půdě (Augustyniuk-Kram, Kram 2012). 

2.4 Faktory ovlivňující účinnost entomopatogenních hub 

I přes dlouhodobé studium entomopatogenních hub je jejich komerční využití 
a všeobecné přijetí širokou zemědělskou praxi stále limitováno určitými překážkami, 
a to zejména vlhkostními podmínkami v polních podmínkách, slunečním zářením, 
teplotou nebo efektivní formulací do finálního komerčního přípravku (Vega 2008). 
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V souvislosti se zmiňovanými limity je třeba dodat, že rozsah znalostí 
o ekologii a epizoocii entomopatogenních hub je stále nedostatečný (Pell etal. 2010). 
Účinnost entom opatogenních hub je přímo ovlivněna působením abioticky ch 
a biotických faktorů (Jaronski 2007). Proto je velmi důležité najít způsob, jak vliv 
těchto faktorů eliminovat, omezit nebo alespoň předpovědět vhodné aplikační okno 
pro využití preparátů na bázi entomopatogeních hub (Vidal, Fargues 2007). 

2.4.1 Biotické faktory: Interakce houba-hostitel 

Interakce mezi houbou a hostitelem jsou vždy oboustranné. Houbový patogen 
vyvíjí nové, účinnější látky a cesty k infekci hostitele, hostitel stejně intenzivně vyvíjí 
a zdokonaluje své obranné reakce (Jarrold et al. 2007). 

Patogen 

Základní vlastností patogena musí být schopnost vyvolat onemocnění. Tato 
schopnost se nazývá patogenita. Patogenita je závislá na fyziologii hostitele, fyziologii 
a virulenci houby a životním prostředí (Inglis et al. 2001). 

Velmi důležitá je tzv. specifita k hostiteli, která je jedním z hlavních 
hodnocených parametrů organismů nebo biopreparátů používaných v rámci 
biologické ochrany rostlin (Santi et al. 2010). Selektivita některých 
entom opatogenních hub je pravděpodobně dána povrchovými strukturami na těle 
hostitele a jejím chemickým složením (Pedriny et al. 2007). Některé sloučeniny 
jsou při počátečních fázích infekce vyžadovány, protože působí jako stimulátory 
klíčení konidií (Jarrold etal. 2007). Proto mají některé druhy entomopatogenních hub 
široký okruh hostitelů včetně jejich různých vývojových stádií 
(např. Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae a Isaria fumosorosea) nebo mají 
naopak úzký hostitelský okruh, kdy je patogenita omezená jen na úroveň řádů 
(např. Nomuraea rileyi parazituje pouze na larvách motýlů nebo 
Aschersonia aleyrodis, kterájeúzce specializovaná j en namolice) (Landa etal. 2008). 

Hostitel 

Náchylnost hmyzu k entomopatogenním houbám ovlivňují fyziologické 
a morfologické faktory (hustota populace, chování, věk, výživa, genetika, zranění, 
imunita hostitele). Už v první fázi přichycení a klíčení konidií entomopatogenních hub 
na povrchu hostitele jsou známy složky, které dokážou inhibovat jejich klíčení 
(např. kyselina kaprylová) (Jarrold etal. 2007). Bylo dokonce pozorováno, že někteří 
členovci dokáží v případě infekce změnit své termoregulační chování. Jedná 
se především o proteiny tepelného šoku, které se vytvoří v hostiteli po napadení 
houbou, v důsledku čehož infikovaný hmyz zvýší svoji tělesnou teplotu nad normální 
hranici (Lovett, St. Leger2015; Inglis et al. 2001). Ouedraogo et al. (2003) publikovali 
studii, kde prokázali že sarančata stěhovavá (Locusta moratoria), která byla 
infikovaná houbou Metarhizium anisopliae var. acridum byla schopna změnit svou 
termoregulaci. Tam, kde byla změnou prostředí sarančatům umožněna i změna vlastní 
termoregulace, dokázali jedinci úspěšně infekci houbou vzdorovat, zatímco sarančata 
umístěná do stabilního prostředí bez možnosti zvýšit za pomoci externích vlivů svoji 
teplotu, infekci záhy podléhala. To může být způsobeno jak dosažením teploty 
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nevhodné pro růst patogena (Arthurs, Thomas 2001a), tak indukovaným vyvoláním 
imunitní odpovědi hostitele (Ouedraogo et al. 2003). Dalším důležitým faktorem 
j e vývojové stádium hmyzu. Všechny etapy životního cyklu hmyzu nejsou stejně 
náchylné k infekci. V některých situacích jsou nedospělá stádia hmyzu náchylnější 
k infekci než dospělá stádia a naopak (Feng et al. 1994). 

2.4.2 Abiotické faktory 

Bylo prokázáno, že na účinnost entomopatogenních hub se významně podílí 
faktory prostředí jako je teplota, vlhkost a sluneční záření (Inglis et al. 2001). 
Abiotické faktory ovlivňují zejména šíření a klíčení konidií, penetraci invazní hyfy 
kutikulou a sporulaci patogena na mrtvém hostiteli (Tanada, Kaya 1993). 

Sluneční záření 

O rozdílech v toleranci ke slunečnímu záření u jednotlivých kmenů hub 
nemáme dostatek informací (Vidal, Fargues 2007). V přírodních podmínkách 
je spektrum slunečního záření označované jako U V - B (280-320 nm). Je to další 
limitující faktor, který působí na účinnost entomopatogenních hub. Sluneční záření 
může mít negativní vliv na všechny mikroorganismy (Inglis et al. 1995), a to již 
po krátké expozici (Braga et al. 2001a). Studie ukazují, že významným parametrem 
může být i kolísání úrovně záření během denní i roční periody (Braga et al. 2001c). 

O negativním vlivu U V - B záření existuje mnoho studií např. studie zabývající 
se životností konidií B. bassiana aplikovaných ve vodní suspenzi na krycí sklíčko 
a vystavené U V - B záření. Již po patnácti minutách byla klíčivost redukována o více 
než 95 % (Inglis et al. 1995). V případě houby M. anisopliae, popsali 
Braga et al. (2001b) poměrně širokou variabilitu tolerance k vystavení U V - B záření 
napříč testovanými kmeny (redukce životnosti ale byla ve všech případech vysoká). 
Např. testovaný kmen M anisopliae ARSEF 23 vystavený ozařování 1 hodinu vykázal 
po dvanácti hodinách klíčivost pouze 15 % v porovnání s neozářenou kontrolou, 
zatímco po 48 hodinách již dosahoval 95 % (Braga et al. 2001a). 

Proti negativnímu vlivu slunečního záření jsou v biopreparátech často 
využívány U V protektanty. Některé nosiče, jako např. nosiče na olejové nebo jílové 
bázi, zajišťují ochranu před škodlivými účinky U V záření a dokáží vitalitu a přežívání 
konidií v polních podmínkách alespoň prodloužit (Thompson et al. 2006). 
Např. využití olejové formulace dokáže v laboratorních podmínkách na krycím 
sklíčku omezit mortalitu konidií na 74 % po vystavení U V záření po dobu 60 minut. 
V případě aplikace na list se za stejných podmínek zvyšuje mortalita až na 97 %, 
což může být vysvětleno absorbováním oleje listovými tkáněmi (Inglis et al. 1995). 
Za zvláštní typ U V protektantu může být považována i závlaha ihned po aplikaci 
konidií, protože ta pomůže sporám uniknout z přímého vystavení se U V záření 
do vrchních vrstev půdy (Thompson et al. 2006). 

Vlhkost 

Vlhkost je považována za klíčový faktor prostředí ovlivňující úspěšnost 
klíčení, rychlost infekce a letální efekt na hmyzí hostitele (Santos et al. 2009; 
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Landa et al. 2008). Za kritickou mez pro klíčení konidií je považována dolní hranice 
mezi 90 až 95 % relativní vzdušné vlhkosti (Vidal, Fargues 2007). Při poklesu relativní 
vzdušnosti pod dolní hranici se klíčivost konidií snižuje a úspěšnost infekce klesá. 
Např. klíčivost konidií M. anisopliae se při poklesu vlhkosti pod 90,2 % rapidně 
snižuje (Liu et al. 1989). Je mnoho studií, které dokládají důležitost relativní vzdušné 
vlhkosti, např. Arthurs, Thomas (2001b) stanovili optimální vlhkost při testování 
houby Metarhizium anisopliae var. acridum na 96 %. Kope et al. (2007) upozorňuje 
na potřebu testovaných kmenů Lecanicillium na minimální 90% vlhkost. 

Vlhkost půdy nebo substrátu v přirozených podmínkách ovlivňují také dešťové 
srážky nebo zavlažování. Zavlažování má pozitivní vliv na životnost aplikovaných 
konidií, kdy pomáhá dopravit konidie do hloubky, kde půda zajišťuje dostatečnou 
ochranu proti U V záření, které vitalitu konidií snižuje (Thompson et al. 2006). 

Ohledně požadavků na vodní aktivitu nebyly pozorovány významně odlišné 
nároky na dostupnost vody pro růst mezi jednotlivými druhy Metarhizium anisopliae, 
Beauveria bassiana a Paecilomyces farinosus. Optimální hodnoty se při 
25 °C pohybovaly v rozmezí vodní aktivity 0,99-0,97 a w (Hallsworth, Magan 1999). 

Teplota 

Teplotní tolerance entom opatogenních hub je relativně vysoká 
(Landa et al. 2008). Ale tento faktor velmi výrazně ovlivňuje klíčení konidií, růst 
a reprodukci v těle hostitele a sporulaci (Vidal, Fargues 2007). Teplota tedy úměrně 
ovlivňuje délku vývojového cyklu (Landa et al. 2008) a je jedním z kritických faktorů 
účinnosti entomopatogenních hub (Jaronski 2007). Obecně jsou optimální teploty 
pro klíčení a růst v rozmezí 20-30 °C (Landa et al. 2007). 

Bugeme et al. (2008) testovali různé kmeny B. bassiana a M. anisopliae 
a dospěli k závěrům, že nej optimálnější teplota pro klíčení spor je v rozmezí mezi 
25 a 30 °C a pro nej produktivnější radiální růst poté při teplotě 30 °C. Výsledky 
experimentů publikované Cabanillas, Jones (2009) s houbou Isaria spp., ukázaly 
na lineární průběh radiálního růstu až do teploty 30 °C, kdy bylo dosaženo optima. 
Při vyšších teplotách (35-40 °C) nebyl pozorován žádný myceliální růst. Podobné 
výzkumy provedl i Kope et al. (2007) s několika izoláty Lecanicillium. Prokazatelný 
růst byl pozorován v rozmezí od 5 do 30 °C s optimem ve 25 °C. Velmi podobné 
výsledky publikoval i Hallsworth, Magan (1999), kteří došli k závěru, 
že pr'oM. anisopliae, B. bassiana a I. farinosa jsou optimální teploty pro růst 
v rozmezí 20-30 °C. 

Obecné rozpětí teplot není univerzální, protože kmeny získané z určitých 
geografických oblastí se často v podmínkách nápadně odlišují. Existují totiž druhy, 
které se nacházejí v oblastech s velmi nízkou teplotou, např. v Sub-Antarktidě, 
kde se vyskytují kmeny, které jsou adaptovány na nízké teploty a jsou schopni 
infikovat hmyz i při 5 °C (Lovett, St. Leger 2015), jakož i v oblastech s vysokou 
teplotou, např. v tropických pásmech, ve kterých je houba M. anisopliae schopna 
vyklíčit, růst a množit se i při teplotách nad 35 °C (Zimmerman 2007b). 

Krátkodobejšou entomopatogenní houby schopny přežívat i teploty 40-45 °C 
(Landa et al. 2008). Varela, Morales (1995) dodávají, že vystavení konidií teplotám 
v rozmezí 45-50 °C po dobu 10 minut významně snižuje klíčivost a stejně dlouhé 
vystavení teplotě při 55 °C je již pro konidie letální. Vysokou termotoleranci potvrzují 
také Cabanillas, Jones (2009), kteří uvádí rozmezí od 0 do 40 °C, ale dodávají, 
že rozmezí teplot pro infekci, myceliální růst a sporulaci bývá často mnohem užší. 
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Je patrné, že teplota prostředí hraje velkou roli pro úspěšnou realizaci 
entomopatogenních hub. Pro redukci populací škodlivých činitelů je nezbytná nejen 
virulence konkrétního kmene, ale také jeho teplotní nároky ve vztahu k prostředí 
výskytu daného škůdce (Cabanillas, Jones 2009; Fernandes et al. 2007; 
Kope et al. 2007). 

Podstatnou složkou biopreparátů na bázi entomopatogenních hub, která 
ovlivňuje termostabilitu, klíčivost a účinnost, je podle výzkumů Alvese et al. (2017) 
nejen vhodně zvolený kmen, ale i jeho konečná formulace. Tento výzkumný tým na 
pokusech s komerčními produkty Metami® SP Organic and Metami® WP prokázal, 
že zatímco konidie v olejové formulaci, vystavené pětidennímu cyklu při střídání 
teplot 40 °C po dobu 4 hodin následovaném 19 hodinami při teplotě 25 °C vykazovaly 
jen velmi mírný pokles v klíčivosti z 92,8 % první den na 87,2 % po 5 dnech. Naopak 
konidie připravené ve vodní formulaci zaznamenaly výrazný pokles klíčivost 
ze 79,3 % po prvním dnu na 39,1 % po 5 dnech. 

2.5 Nejvýznamnější druhy entomopatogenních hub 

2.5.1 Beauveria bassiana (Balsamo-Crivelli) Vuillemin 

Rod Beauveria byl pojmenován francouzským doktorem Jeanem Paulem 
Vuilleminem v roce 1912, jako pocta francouzskému vědci Jeanu Beauveriovi 
(Vega 2007). Tento druh byl, ale objeven dříve, a to vědcem Agostino Bassi di Lodi, 
který jako poprvé popsal infekci na bourci morušovém (Bombyx mori) a nazval 
j i „bílou muskardinou" (infikovaný jedinec porůstá bílým myceliem). Následně byl 
tento druh podroben testováním Giuseppe Gabriel Balsamo-Crivelli, který 
ho po objeviteli Bassim nazval Botrytis bassiana (Zimmermann 2007a). V současnosti 
taxonomicky náleží B. bassiana do řádu Hypocreales, čeledi Cordycipitaceae 
(Sung et al. 2007). 

B. bassiana patří, stejně jako M. anisopliae, mezi nej prozkoumanější 
a nejběžněji se vyskytující zástupce entomopatogenních hub (Feng et al. 1994). 
Tato houba se vyskytuje celosvětově s výjimkou Antaraktidy (Landa et al. 2007). 
Pro její výskyt je přirozené půdní prostředí (Thompson et al. 2006), a to zejména 
povrchové vrstvy (Landa et al. 2007). Byl prokázán i j ej í endofytní výskyt v rostlinách 
(Vega 2008). Např. po kolonizaci sazenic bavlníku byla indukována rezistence vůči 
škodlivým organismům. V laboratorních podmínkách „in vitro" byl naopak prokázán 
vliv řady metabolitů B. bassiana na omezení růstu rostlinných patogenů 
(Ownley et al. 2010). Houby rodu Beauveria jsou polyfágní druhy, které napadají více 
jak 700 druhů hostitelů, nej větší zastoupení hostitelů je v řádech Lepidoptera 
a Coleoptera (Landa et al. 2007). 

Konidiogenní buňky B. bassiana mají kulatou nebo lahvicovitou bazálni část. 
Konidie jsou jednobuněčné (Rehner et al. 2011), hyalinní, globoidního tvaru 
(Landa et al. 2008) až široce elipsoidní, o velikosti obvykle 2-3 x 2-2,5 um, 
uspořádané ve shlucích a připomínající sněhové koule či chomáče bavlny. 
Na konidioforu jsou umístěny v tzv. „cik-cak" postavení (Zimmermann 2007a). 

V zahraničí je registrována řada biopreparátů formulovaných na bázi konidií 
nebo blastospor B. bassiana. V České republice je registrován biopreparát na bázi 
této houby pod názvem Botanigard WP. Biopreparáty na bázi Beauveria bassiana 
j sou využívány v ochraně proti různým škůdcům polních plodin, v ochraně rychlené 
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zeleniny a okrasných květin i v ochraně lesních porostů proti některým druhům 
škůdců, včetně lýkožrouta smrkového (Landa 2007). 

2.5.2 Isaria fumosorosea (Wize) Brown & Smith 

Tento druh entomopatogenní houby byl dříve nazýván 
Paecilomycesfumosoroseus. Rod Paecilomyces byl popsán francouzským vědcem 
Georgem Bainierem. Později však bylo zjištěno, že některé druhy tohoto rodu 
jsou polyfyletické a byly převedeny do samostatného rodu Isaria (Vega 2007). Podle 
nej novějších fylogenetických studií je rod Isaria řazen do řádu Hypocreales, čeledi 
Cordycipitaceae, a to narozdíl od druhů, které j sou stále řazeny jako rod Paecilomyces 
spadající do čeledi Clavicipitaceae (Sung etal. 2007). 

Rod Isaria reprezentuje široce polyfágní entom ofágní, akarifágní 
a nematofágní druhy hub, které způsobují nákazy zástupců mnoha řádů hmyzu, 
roztočů a hlístic (Landa etal. 2008). I. fumosorosea)^ druh s celosvětovým výskytem 
a relativně širokým spektrem potenciálních hostitelů, přičemž v biologické ochraně 
je využíván zejména proti molicím (Zimmermann 2008). 

Houba /. fumosorosea vytváří na hostiteli nej prve bílé vatovité mycelium, které 
se později zbarvuje do odstínů narůžovělé, nafialovělé až šedofialové barvy. Starší, 
plně sporulující kultury mají až šedofialové zbarvení a vatovitý charakter kolonie 
semení v prašný (Landa 1994; Samson 1974). Konidie tohoto druhu jsou oválné, 
hydrofobní a na konci fialid (konidiogenní buňky, kterých je 3-6 na konidioforu) 
se oddělují postupně. Nej mladší konidie je vždy v kontaktu s fialidou a odtlačuje starší 
konidie dál do tvořícího se řetízku (Landa et al. 2008). 

I. fumosorosea může vykazovat za určitých okolností také status mykoparazita. 
Patogen se jako ektoparazit může vyvíjet na rzích (Uromyces dianthi) a na různých 
druzích padlí, např. na konidiích padlí okurkového (Sphaerotheca fuliginea) 
(Zimmermann 2008; Landa 2002). 

Existují studie, které prokázaly, že blastospory v porovnání s konidiemi 
I. fumosorosea začínají klíčit rychleji na kutikule hostitelů. Blastospory lze snadno 
produkovat v kapalných kulturách za méně než 4 dny, což je výrazně kratší než použití 
tradičních povrchových kultivací pro výrobu konidií. Pro vývoj biopreparátu 
je proto výhodnější použít blastospory než konidie této houby (Kim et al. 2013). 

Entomopatogenní houba I. fumosorosea není považována za patogenní 
pro člověka. Při laboratorních pokusech nebyla shledána toxickou pro krysy, ptáky, 
včely medonosné, čmeláky nebo širokou škálu necílových členovců 
(Zimmermann 2008). 

2.5.3 Lecanicillium lecanii (Zimmermann) Zare & W. Gam s 

Houba Lecanicillium lecanii byla poprvé popsána v roce 1861 po izolaci 
z červce Coccus viridis (Tichá 2001). Vlastní název rodu Lecanicillium vznikl 
složením částí slov z původního názvu Verticillium lecanii, tj. „lecani" a „cillium" 
(Vega 2007). Zare a Gams (2001) provedli celkovou revizi rodu Verticillium 
a tento rod následně rozdělili do dvou rodů, na rod Verticillium a Lecanicillium. 
Do rodu Lecanicillium vyčlenili druhy vykazující entomopatogenní status. Houba 
L. lecani taxonomicky spadá pod čeleď Cordycipitaceae (rod Verticillium je zařazen 
do čeledi Clavicipitaceae) (Sung et al. 2007). 
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Přirozeně je možné Z. lecani izolovat z populací různých druhů brouků, motýlů 
a dvoukřídlého hmyzu, některé kmeny mohou parazitovat také fytofágní roztoče, 
hlístice nebo působit jako příležitostný mykoparazité na některých druzích rzí a padlí 
(Ownley etal. 2010; Landa etal. 2008). Tato houbaje široce polyfágní, ale v praktické 
ochraně je využívána zejména při ochraně proti savým polyfágním škůdcům zeleniny 
a okrasných květin pěstovaných ve sklenících (Landa et al. 2008). 

Houby rodu Lecanicillium vytváří bílé nebo krémové mycelium. Konidiofory 
jsou formovány v přeslenech a vyrůstají protilehle. Konidie jsou elipsoidní, tvoří 
se postupně a nová vždy odtlačuje dříve vytvořenou, čímž tvoří shluky podobné 
kuličkám. Konidie jsou drženy pospolu pomocí mucilagenní hmoty, která udržuje 
kompaktní tvar finálního útvaru (Landa et al. 2008; Hall 1976). 

U houby L. lecani můžeme produkovat konidie i blastospory za použití běžně 
dostupných komerčních médií nebo substrátů. Pro produkci konidií se jako růstové 
médium používá čirok a rýže. Zatímco pro produkci blastospor submerzní kultivací 
se používá melasa (Shinde et al. 2010). Druh L. lecani (=L. muscarium) je komerčně 
využíván a je součástí biopreparátu Mycotal, který je určen proti molicím. Produkt 
vyrábí holandská firma Koppert. Účinnost biopreparátu může být zvýšena, pokud 
je aplikován společně s emulgovaným rostlinným olejem, který slouží jako adjuvans 
(Koppert 2021). 

2.5.4 Metarhizum anisopliae (Metschnikoff) Sorokin 

Rod Metarhizium poprvé popsal v roce 1883 Nikolay Vasilevich Sorokin, 
profesor botaniky na Kazanské univerzitě, na základě druhů klasifikovaných 
Metchnikoffem (Entomophthora anisopliae) (Vega 2007). Houba byla izolována 
na území dnešní Ukrajiny v 70. letech 19. století z listokaze Anisoplia austriaca 
(Roberts, St. Leger 2004). Samotný název je složen z řeckého „meta", což znamená 
„změna" a „rhiza", což je „kořen". Toto pojmenování bylo z toho důvodu, že Sorokin 
považoval mycelium za kořen houby (Vega 2007). První testování bezpečnosti 
a účinnosti této houby proti savcům provedl v roce 1968 Schaerffenberg. 
Entom opatogenní houba M. anisopliae patří mezi nej prozkoumanější a zároveň 
nej využívanější entom opatogenní houby (Tiago et al. 2014). Nákazy tímto druhem 
bývají často označovány jako „zelené muskardiny", protože infikovaný jedinec 
následně porůstá hustým, tmavě zeleným myceliem (Landa et al. 2008; 
Roberts, St. Leger 2004). 

Dlouhou dobu byla houbaM anisopliae považována za asexuální (anamorfní). 
Později byla popsána i pohlavní (teleomorfní) forma Cordyceps taii, která vývojově 
souvisí s nedávno objevenou anamorfní fází Metarhizium taii. V současnosti 
taxonomicky náleží M. anisopliae do řádu Hypocreales, čeledi Clavicipitaceae 
(Bischoff etal. 2009; Sung etal. 2007). 

HoubaM anisopliae se vyskytuje téměř na celém světě s výjimkou Antarktidy 
(Roberts, St. Leger 2004). Výskyt této houby je obvykle spojován s půdou, ale některé 
jeho izoláty byly získány i z rybníků, nebo umělých nádrží (Santos et al. 2009; 
Zimmermann 2007b). Z hlediska druhového spektra hostitelů se jedná o široce 
polyfágní houby, které jsou vázány převážně na půdní hmyz (Landa et al. 2008), 
nicméně kmeny M. anisopliae vykazují značnou metabolickou a ekologickou 
všestrannost, kdy bylo pozorováno kolonizovaní rhizosféry a přilnutí k povrchům 
kořenů rostlin (Hu, St. leger 2002). Ekologická role M. anisopliae doposud nebyla 
jednoznačně objasněna a je možné, že tato houba má několik funkcí, pokud 
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jde o ochranu rostlin, a to redukci populací půdních škůdců, antagonistické účinky 
proti fytopatogenním houbám nebo vzájemnou symbiózu s rostlinou, kdy je přenášen 
dusík získaný z hmyzu do kořenů rostlin, pravděpodobně výměnou za rostlinné cukry 
(Behie etal. 2013; Meyling, Eilenberg 2007). 

Pro výrobu biopreparátů se využívají konidie houby. Konidie M. anisopliae 
jsou hydrofobní (Shahid et al. 2012), hranolovité, na obou koncích zaoblené (velikost 
5-8 x 2,5-3,5 um), a tvoří řetízky. Jsou zelenošedé až olivově zelené 
(Landa et al. 2008). Produkce konidií se odehrává v in vitro systémech povrchových 
kultivací na umělých živných půdách nebo na přirozených substrátech (Landa 2002). 
Nedávné výzkumy ukázaly, že je možné produkovat M. anisopliae také v tekutých 
médiích, kde se vytvářejí tzv. mikrosklerócia, což jsou kompaktní shluky hyf, 
umožňující přečkávat nepříznivá období (Jaronski, Jackson 2008). Většina 
mykoinsekticidů je založená na bázi této houby. Ze 171 mykoinsekticidů 
a mykoakaricidů je 61 výrobků na bázi M anisopliae (de Faria, Wraight 2007). 

2.6 Entomopatogenní houby jako biopesticidy 

Biopesticidy jsou perspektivním nástrojem pro ošetření plodin v systémech 
integrované ochrany rostlin (Chandler et al. 2011). Poptávka široké veřejnosti 
po produktech, které byly ošetřovány šetrnými metodami k přírodě roste. To vše vede 
k vývoji nových metod, prostředků a přípravků založených na principech biologické 
ochrany, a to zejména tam, kde není požadována totální eradikace škůdce, 
ale je tolerován jeho určitý výskyt, který je z hlediska míry poškození rostlin přijatelný 
(Shahid etal. 2012). 

Aby bylo možné ekonomicky vyrábět komerční biopreparáty na bázi 
entomopatogenních hub, nepoužívají se k masové produkci přirození hostitelé, 
ale umělá živná média (Mohammadbeigi 2013). Výroba hub na umělých médiích 
může někdy vést až ke ztrátě virulence, kdy se houby opakovaně sub kultivují 
přes jeden typ živné půdy a dochází k degeneraci (Hussain et al. 2010). Je tedy nutné 
provést důkladné testování vlivu produkce na živných médiích na virulenci hub ještě 
před tím, než budou konkrétní kmeny použity pro komerční výrobu 
(Mohammadbeigi 2013). Tomuto negativnímu vlivu firmy předchází tím, 
že si vyprodukují větší množství tzv. matečných kultur, které uchovávají v nízkých 
teplotách. Pro každý cyklus produkce používají vždy novou matečnou kulturu 
(Ravensberg2010). 

Dnes se ve světě na trhu objevují biopreparáty na bázi hub náležejících do rodu 
Metarhizium, Beauveria, Isaria a Lecanicillium. V roce 2007 byla publikována studie 
o nabídce komerčních preparátů na bázi entom opatogenních hub. Nej větší zastoupení 
ze 171 produktů měly přípravky na bázi Beauveria bassiana (33,9 %), 
Metarhizium anisopliae (33,9 %) a Isaria fumosorosea (5,8 %) 
(de Faria, Wraight 2007). Ačkoliv je známo více jak 750 druhů entomopatogenních 
hub (Landa et al. 2008), celé 2/3 komerčně dostupných preparátů je založeno pouze 
na dvou z nich. 

Mezi negativní vlastnosti biopreparátů na bázi entomopatogenních hub patří 
delší časová perioda od aplikace po úspěšnou eradikaci v porovnání s aplikací 
chemických přípravků, které působí v rámci hodin (St. Leger et al. 1996). Biologické 
prostředky všeobecně působí pomaleji a jejich účinek je ještě závislý na biotických 
a abiotických podmínkách prostředí (Věchet 2014). Na druhou stranu tyto preparáty 
umožňují provádět aktivní, přímou a cílenou ochranu rostlin, aniž by negativně 
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zasahovaly do daného ekosystému a zároveň mohou mít dlouhodobý efekt 
(Tiago etal. 2014). Další nevýhodou jsou i vysoké náklady na produkci, nehledě 
na nutnost úspěšného schválení každého kmene, formulace i způsobu použití 
od příslušných regulačních úřadů (Cook et al. 1996). Vlastní srovnání s chemickými 
přípravky se velmi často děje na úrovni účinnosti a ceny, ale je třeba vnímat i určitou 
přidanou hodnotu, která se ukrývá např. v minimalizaci zdravotních rizik pro člověka 
i ostatní necílové organismy (Shahid et al. 2012; Shah, Pell 2003). A velmi pozitivní 
je z hlediska dlouhodobého působení entomopatogenních hub, že existuje jen velmi 
malá pravděpodobnost vzniku rezistence cílových škůdců (Bamisile et al. 2021; 
Ondráčková et al. 2017). 

2.7 Vliv entomopatogenních hub na necílové organismy 

V počátcích biologické ochrany rostlin nebyl kladen důraz na hodnocení 
bezpečnosti mikrobiálních prostředků pro člověka a necílové organismy 
(Shahid et al. 2012). Nejucelenější informace o bezpečnosti nejběžnějších a nejvíce 
využívaných entomopatogenních hub B. bassiana, B. brongniarti, M. anisopliae 
a I. fumosorosea poskytl ve svých review až Zimmerman (2008, 2007a, 2007b). 
Ve svých review konstatoval, že na základě současných poznatků se tyto druhy hub 
zdají bezpečnými a s minimálními riziky k člověku, dalším obratlovcům, 
i k životnímu prostředí. K současným informacím o bezpečnosti entomopatogenních 
hub přispívá i jedna z novějších studií věnující se případnému vlivu na savce, kterou 
publikovali Brunner-Mendoza et al. (2017). Vědci testovali dermální reakci králíků 
po aplikaci 2 g Z fumosorosea na kůži králíků, a při následném pozorování nebyly 
zaznamenány jakékoliv známky podráždění či jiných reakcí. 

Ve svých pokusech např. Hu, St. Leger (2002) neprokázali přenos či infekci 
aplikovaného kmene M. anisopliae ARSEF 1080 v polních podmínkách na necílové 
škůdce, stejně jako Parker et al. (1997) neprokázali negativní vliv půdního ošetření 
B. bassiana aMariannaea spp. na necílové lesní členovce. 

Na druhou stranu je třeba zmínit, že infekce se nemusí projevovat 
jen na škůdcích polních či zahradních plodin, např. houba Gibellula infikuje pavouky 
a některé druhy hub rodu Cordyceps a Erynia jsou schopné vyvolávat infekci 
u mravenců (Shah, Pell 2003). Dále Dogan et al. (2017) v rámci laboratorní testů 
s Metarhizium brunneum V275, prokázali jeho významný patogenní účinek i na dravé 
roztoče Phytoseiulus persimilis a Neoseiulus californicus. Citlivost byla ve srovnání 
s citlivostí svilušky chmelové Tetranychus urticae ale podstatně nižší. 

Při kombinaci různých způsobů biologické ochrany je vždy třeba důkladně 
zvážit aplikovanou dávku a načasování, aby byly jednotlivé komponenty biologické 
ochrany vzájemně co nejméně negativně ovlivněny. Stejně takje žádoucí nalézt kmeny 
entomopatogenních hub, které budou účinné proti škůdcům, ale prospěšné organismy 
budou k houbám co nejméně citlivé (Dogan et al. 2017; Ondráčková et al. 2017). 

Srovnávání chemických metod ochrany rostlin s metodami biologickými 
je velice obtížné, a právě bezpečnost pro člověka (jak při aplikaci, tak u výsledného 
produktu), jakož i k necílovým organismům a životnímu prostředí by měla být brána 
jako významný benefit náhrady chemických metod těmi biologickými 
(Shah, Pell 2003). Dalším pozitivem je, že při použití preparátů na bázi 
entomopatogenních hub není z důvodu jejich bezpečnosti třeba dodržovat žádné 
ochranné lhůty a mohou být použity např. pro ochranu konzumní zeleniny proti 
chemicky obtížněji hubitelným škůdcům (Ondráčková et al. 2017). 
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3 Hypotézy a cíle práce 

Výzkumné hypotézy 

Pro dosažení cílů byly stanoveny následující výzkumné hypotézy: 

1. Diverzita kmenů hub j e natolik vysoká, že j e možné vyizolovat z půdy nový 
(virulentní) kmen entomopatogenní houby s novými vlastnostmi. 

2. Entomopatogenní houby redukují populace škodlivých činitelů. 
3. Pomocí záměrné inokulace kmene entomopatogenní houby lze zvýšit 

supresivitu půdy. 

4. Hlístice mohou šířit spory entomopatogenních hub v životním prostředí. 

Cíle práce 
Tato práce byla zaměřena na tři hlavní cíle: 

1) Najít virulentní kmeny entomopatogenních hub (EPH) proti vybraným 
cílovým hostitelům 

Dílčí cíle: 
• Izolace kmenů E P H z půdních vzorků/infikovaných hostitelů pomocí 

selektivního média na bázi dodine 
• Identifikace E P H pomocí morfologických a mikroskopických vlastností 

a pomocí genetické analýzy 
• Účinnost vybraných kmenů jednotlivých EPH na mortalitu cílových 

hostitelů (roztoč Rhizoglyphus robini, zavij eč zimostrázový, mandelinka 
bramborová) 

2) Obohatit půdní výsevní substrát o entomopatogenní houbu 
Isaria fumosorosea C C M 8367 

Dílčí cíle: 
• Vývoj laboratorního zařízení pro aplikaci suspenze spor houby 

/. fumosorosea 
• Optimalizace submerzní kultivace této houby 
• Testování přítomnosti houby v substrátu v čase 

3) Zjistit, zdali se může entomopatogenní houba Isaria fumosorosea C C M 
8367 šířit v prostředí efektivněji za pomocí entomopatogenních hlístic 

Dílčí cíle: 
• Zhodnotit šíření hub hlísticemi v různých pokusných arénách 
• Otestovat šíření dvou typů spor houby, a to konidií a blastospor 
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4 Experimentální část a výsledky 

4.1 Účinnost entomopatogenních hub vyizolovaných z České republiky 
a Izraele proti roztoči Rhizoglyphus robini (Acari: Acaridae) a jejich 
výskyt 

Roztoč Rhizoglyphus robini patří mezi závažné škůdce česneku a cibule, 
přičemž jeho regulace je obtížná kvůli jeho schopnosti vyvinout si rezistenci vůči 
akaricidům. Dalším nebezpečím je interakce roztočů s houbovými patogeny, jako 
je např. Fusarium spp. Cílem naší práce bylo posoudit možnost biologické ochrany 
pomocí přirozených patogenů, konkrétně entomopatogenních hub (EPH). 

V první části studie byly realizovány terénní sbírky půdních vzorků 
na cibulových a česnekových polích v České republice a v Izraeli. Z těchto vzorků 
byly provedeny výluhy a kultivace pomocí selektivního média. Celkem bylo z půdních 
vzorků z obou zemí vyizolováno 5 rodů E P H {Metarhizium sp., Beauveria sp., 
Isaria sp., Lecanicilium sp. a Purpureocillium sp.). Nej frekventovanější byl rod 
Metarhizium sp. a to zejména na lokalitách v České republice. Naopak nejméně byl 
zastoupen v obou zemích rod Beauveria sp. Půdní vzorky z České republiky 
obsahovaly výrazně vyšší koncentraci E P H oproti Izraeli. Vybrané kmeny E P H byly 
stanoveny do druhu pomocí makroskopických, mikroskopických a molekulárních 
markerů. 

Vybrané kmeny hub byly následně testovány proti samicím roztoče R. robini 
v laboratorních podmínkách. V biotestech bylo testováno celkem 20 kmenů EPH 
(17 izolovaných a 3 referenční kmeny). Výsledky odhalily vysokou variabilitu mezi 
druhy a kmeny. Nejvyšší účinnost proti R. robini byla zjištěna u kmenů 
Metarhizium anisopliae izolovaných z půdních vzorků z České republiky a u kmene 
Metarhizium indigoticum z Izraele. Mortalita po 4. dnech biotestu byla 99,3 %, 
respektive 98,3 %. Nejnižší virulence byla pozorována u hub rodu Beauveria spp. 
U třech nejúčinnějších kmenů byla vypočítána také letální doba (LT50) a koncentrace 
(LC50), kdy uhynulo 50 % populace roztoče. LT50 se pohybovala mezi 2 a 4 dny 
a LC50 mezi 1,01 x 104 a 2,36x 105 spor/ml. Tyto parametry ukázaly, že nej virulentnější 
byla houba M indigoticum z Izraele. 

Tato studie prokázala, že některé kmeny EPH, zejména rodu Metarhizium, mají 
vysoký potenciál regulovat populace roztočů i?, robini a využití těchto hub představuje 
významnou alternativu vůči ochraně chemické. 

Okrajově byly v této práci studovány také mykoparazitické houby rodu 
Trichoderma sp., vyizolované z půdních vzorků z obou zemí. 

Publikační výstupy: 

Konopická J., Bohatá A. , Palevsky E., Nermuť J., Půža V., Zemek R. (2021) Survey 
of entomopathogenic and mycoparasitic fungi in the soil of onion and garlic fields in 
the Czech Republic and Israel. Journal of Plant Diseases and Protection, Early View. 
DOI: 10.1007/s41348-021-00557-5 

Konopická J., Bohatá A., Nermuť J., Jozova E., Mráček Z., Palevsky E., Zemek R. 
(2021) Efficacy of soil isolates of entomopathogenic fungi against the bulb mite, 
Rhizoglyphus robini (Acari: Acaridae). Systematic and Applied Acarology 
26: 1149- 1167. DOI: 10.11158/saa.26.6.11 
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4.2 Účinnost entomopatogenní houby Isaria fumosorosea C C M 8367 proti 
zavíječi zimostrázovému (Cydalimaperspectalis) 

Zimostráz {Buxus sempervirens) je významnou okrasnou dřevinou, která 
je vážně ohrožená invazivním škůdcem zaviječem zimostrázovým 
(Cydalimaperspectalis). Larvy tohoto škůdce jsou schopné kompletně stromy odlistit 
a způsobit jejich smrt. Vývoj nových biopesticidů zaměřených na tohoto škůdce 
by mohl pomoci výsadby těchto okrasných dřevin ochránit. 

V této studii byly provedeny laboratorní experimenty za účelem posouzení 
účinnosti entomopatogenní houby Isaria fumosorosea kmene C C M 8367 proti škůdci 
C. perspectalis. Larvy posledního instaru byly ošetřeny suspenzí konidií houby 
v rozmezí koncentrací od l x l O 4 do l x l O 8 spor na 1 ml. Houbová infekce byla 
pozorována většinou u kukel. Nicméně mortalita nepřesáhla 60 %, což naznačuje 
velmi nízkou citlivost C. perspectalis k houbě I. fumosorosea. Dále bylo za pomoci 
nízkoteplotní rastrovací elektronové mikroskopie zjištěno na larvální kutikule škůdců 
velké množství neklíčivých spor houby. V další fázi studie se ukázalo, že inhibici 
klíčení spor houby způsobuje hydroalkoholický extrakt z listů Buxus sempervirens. 

Bohužel se prokázalo, že kmen C C M 8367 I. fumosorosea není pro potlačení 
populace C. perspectalis vhodný. Nízká virulence houby mohla být způsobená 
akumulací fytochemikálií hostitelské rostliny s antimikrobiální aktivitou do larvální 
kutikuly škůdce. 

Publikační výstupy: 

Zemek R., Konopická J., U l Abdin Z. (2020) Low efficacy of Isaria fumosorosea 
against box tree moth Cydalima perspectalis: Are host plant phytochemicals involved 
in herbivore defence against fungal pathogens? Journal of Fungi 6: 342. 
DOI: 10.3390/jof6040342 

4.3 Účinnost entomopatogenní houby Beauveria bassiana proti 
mandelince bramborové (Leptinotarsa decemlineata) 

Mandelinka bramborová (Leptinotarsa decemlineata) patří mezi závažné 
a široce rozšířené škůdce brambor a jiných plodin. Tento škůdce je schopen defoliovat 
hostitelskou rostlinu a způsobit vysoké ztráty na výnosu. Navíc se mandelinka 
bramborová stává rezistentní vůči mnoha chemickým pesticidům. Proto je zapotřebí 
vývoje nových biopesticidů zaměřených na tohoto škůdce. 

Cílem této studie bylo získat nové kmeny entomopatogenní houby B. bassiana 
a posoudit jejich účinnost proti dospělcům L. decemlineata v laboratorních 
podmínkách. Dvanáct kmenů bylo izolováno z mrtvých dospělců mandelinky 
bramborové sesbíraných na bramborových polích v České republice. 

V samotném biotestu byli dospělci mandelinky bramborové ošetřeni suspenzí 
konidií každého kmene houby B. bassiana v koncentraci 1 x 107 spor na mililitr a jejich 
přežívání bylo denně zaznamenáváno po dobu tří týdnů. Výsledky biologických testů 
odhalily, že všechny nové nativní kmeny byly pro dospělce patogenní a způsobily 
mortalitu až 100 % na konci zkušebního období s LT50 přibližně 7 dní. Tyto kmeny 
byly virulentnější než referenční kmen G H A a některé z nich lze doporučit pro vývoj 
nového mykoinsekticidu proti L. decemlineata. 

V další fázi studie se testoval virulentní kmen B. bassiana (kmen B B A 08) 
v květináčovém a polním experimentu. Tento kmen byl testován samostatně a také 
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v kombinaci s entomopatogenními hlísticemi, kde byl hodnocen vliv bioagens 
napočet objevujících se dospělců mandelinky bramborové. V květináčových 
experimentech půdní aplikace hlístic (Steinernema carpocapsae 1343 a S. feltiae 
Jakub) a houby (BBA 08) významně snížila počty vzcházejících dospělců 
L. decemlineata, zatímco po aplikaci na listy bylo účinné pouze ošetření houbou 
B. bassiana. 

Terénní aplikace houby B. bassiana významně snížila počet objevujících 
se dospělců mandelinky bramborové ve srovnání s kontrolní variantou o cca 30 %, 
zatímco účinek hlístic a kombinace hlístice-houba nebyl statisticky významný. 

Naše zjištění také zdůrazňují důležitost hledání perspektivních kmenů 
entomopatogenních hub mezi přirozeně infikovanými hostiteli. Entomopatogenní 
houby i hlístice mají potenciál účinně snižovat výskyt dospělců mandelinky 
bramborové, ale ke zlepšení účinnosti v této oblasti je zapotřebí další výzkum. 

Publikační výstupy: 

Zemek R., Konopická J., Jozova E., Skoková Habuštová O. (2021) Virulence of 
Beauveria bassiana strains isolated from cadavers of Colorado potato beetle, 
Leptinotarsa decemlineata. Insects 12: 1077. DOI: 10.3390/insectsl2121077 

Půža V. , Nermuť J., Konopická J., Skoková Habuštová O. (2021) Efficacy of the 
applied natural enemies on the survival of Colorado Potato Beetle adults. Insects 
12: 1030. DOI: 10.3390/insectsl2111030 

4.4 Obohacení půdního substrátu entomopatogenní houbou 
Isaria fumosorosea C C M 8367 pro zvýšení jeho supresivity 

Cílem této studie bylo prozkoumat potenciál kolonizace půdního výsevního 
substrátu entomopatogenní houbou Isaria fumosorosea C C M 8367. U tohoto kmene 
houby byla dříve zjištěna vysoká virulence proti několika druhům škůdců. 

V první fázi studie bylo vyvinuto jednoduché laboratorní zařízení pro aplikaci 
suspenze spor hub do substrátu. Suspenze byla připravena z blastospor houby, které 
byly získány submerzní kultivací v tekutém médiu za pomoci orbitální třepačky. 
Nainokulovaný substrát houbou byl umístěn do plastových sáčků a uchováván 
při konstantní teplotě 20 °C po dobu šesti měsíců. Každý měsíc byly vzorky 
analyzovány a byla zjišťována koncentrace houby ve formě parametru Colony forming 
units - jednotky tvořící kolonie (CFU). Výsledky ukázaly, že při 20 °C houba úspěšně 
kolonizovala půdní substrát a přetrvávala i když se průměrná koncentrace mírně snížila 
z 5,89x 104 na 2,76x 104 spor na mililitr substrátu během experimentu. 

Substrát kolonizovaný houbou I. fumosorosea může být vhodný 
pro preventivní a trvalou ochranu různých rostlin před škůdci žijícími v půdě. 

Publikační výstupy: 

Zemek R., Konopická J., Bohatá A. , Horňák P., Jináček M . (2017) Výsevní substrát 
s entomopatogenní houbou Isaria fumosorosea kmene C C M 8367. Funkční vzorek 
1- 7. (podléhá autorským právům) 

Zemek R., Nermuť J., Konopická J., Bohatá A. (2018) Půdní přípravek na bázi 
Isaria fumosorosea a Steinernema feltiae. Funkční vzorek 
TG02010034_2021_Duoefekt_Zemek: 1-8. (podléhá autorským právům) 

36 



Zemek R., Nermuť J., Konopická J., Bohatá A. (2018) Insekticidní a akaricidní 
aditivum do nosného substrátu pro pěstování rostlin. Užitný vzor č. 32259. Úřad 
průmyslového vlastnictví, reg. č. 2018-35411. 

Zemek R., Konopická J., Bohatá A. (2018) Pěstební substrát s insekticidními 
a akaricidními vlastnostmi. Užitný vzor č. 31982. Úřad průmyslového vlastnictví, 
reg. č. 2018-35195. 

Zemek R., Konopická J., Bohatá A. (2018) Inoculation of sphagnum-based soil 
substráte with entomopathogenic fungus Isaria fumosorosea 
(Hypocreales: Cordycipitaceae). AIP Conference Proceedings 
1954: 030009- 1-030009-5. DOI: 10.1063/1.5033389 

Konopická J., Bohatá A., Zemek R. (2019) Technologie výroby blastospor 
entom opatogenní houby Isaria fumosorosea kmene C C M 8367 submerzní kultivací. 
Ověřená technologie OT-ENTU-01 (podléhá autorským právům) 

4.5 Síření spor entomopatogenní houby Isaria fumosorosea C C M 8367 
hlísticemi 

Entomopatogenní houby a hlíštice jsou celosvětově rozšířené půdní 
mikroorganismy, které se často používají v biologické ochraně rostlin. Mnoho studií 
prokázalo, že kombinace bioagens může zvýšit jejich účinnost proti cílovým 
hostitelům. 

Tato studie se zaměřuje na potenciální přínos synergie dvou druhů hlístic, 
Steinernema feltiae a Heterorhabditis bacteriophora, a houby Isaria fumosorosea 
C C M 8367. 

V první fázi studie bylo testováno šíření hub hlísticemi v různých pokusných 
arénách. Síření hub hlísticemi bylo testováno na Petriho miskách s agarovým médiem 
Potato Dextrose Agar, dále na Petriho miskách, kde byl přidán písek jako bariéra 
a v poslední fázi studie byl přenos hub hlísticemi testován ve skleněných trubičkách 
naplněných zeminou. 

Výsledky naší studie poprvé ukázaly, že šíření konidií i blastospor 
I.fumosorosea je významně posíleno přítomností entomopatogenních hlístic, 
ale účinnost šíření je negativně ovlivněna heterogenitou testovací arény. 

Dalším zjištěním bylo, že hlístice H. bacteriophora šíří houby efektivněji 
než S. feltiae. Tento jev lze vysvětlit v rozdílech přítomnosti kutikuly druhého stupně 
nebo odlišným chováním při hledání potravy hlístic. 

Bylo také zjištěno, že blastospory houby se šíří účinněji než konidie, což může 
být způsobeno různou adherencí těchto spor (konidie jsou hydrofobní, zatímco 
blastospory jsou hydrofilní). Tato studie zkoumala nový, alternativní způsob šíření 
entomopatogenních hub v oblasti životního prostředí. Získané výsledky ukázaly, 
že entomopatogenní hlístice mohou zvýšit účinnost šíření hub. 

Publikační výstupy: 

Nermuť J., Konopická J., Zemek R., Kopačka M. , Bohatá A. , Půža V. (2020) 
Dissemination of Isaria fumosorosea spores by Steinernema feltiae and 
Heterorhabditis bacteriophora. Journal of Fungi 6: 359. DOI: 10.3390/jof6040359 
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5 Přílohy 

Podkapitola experimentální části a výsledků 4.1 Účinnost entomopatogenních 
hub vyizolovaných z České republiky a Izraele proti roztoči Rhizoglyphus robini 
(Acari: Acaridae) a jejich výskyt zahrnuje výsledky a data, která byla publikována 
ve dvou odborných impaktovaných časopisech. Názvy publikací j sou následující: 

• Survey of entomopathogenic and mycoparasitic fungi in the soil of onion and 
garlic fields in the Czech Republic and Israel. 

• Efficacy of soil isolates of entomopathogenic fungi against the bulb mite, 
Rhizoglyphus robini (Acari: Acaridae). 

Podkapitola 4.2 Účinnost entomopatogenní houby Isaria fumosorosea 
C C M 8367 proti zaviječi zimostrázovému (Cydalimaperspectalis) zahrnuje výsledky, 
které byly publikované v impaktovaném časopise (název publikace viz níže). 

• Low Efficacy of Isaria fumosorosea against Box Tree Moth Cydalima 
perspectalis: Are Host Plant Phytochemicals Involved in Herbivore Defence 
against Fungal Pathogens? 

Podkapitola 4.3 Účinnost entomopatogenní houby Beauveria bassiana proti 
mandelince bramborové (Leptinotarsa decemlineatd) obsahuje cenná data, která byla 
publikována v impaktovaném časopise Insects. Z této studie vznikly dvě publikace 
jejichž názvy jsou níže. 

• Virulence of Beauveria bassiana strains isolated from cadavers of Colorado 
potato beetle, Leptinotarsa decemlineata. 

• Efficacy of the applied natural enemies on the survival of Colorado Potato 
Beetle adults. 

Do podkapitoly 4.4 Obohacení půdního substrátu entomopatogenní houbou 
Isaria fumosorosea C C M 8367 pro zvýšení jeho supresivity spadají výsledky, které 
byly využity pro přípravu funkčních vzorků, užitných vzorů a ověřené technologie. 
Ze získaných dat byla vytvořena také publikace. Přiložené jsou užitné vzory 
a publikace, jejichž názvy jsou níže: 

• Užitný vzor č. 32259: Insekticidní a akaricidní aditivum do nosného substrátu 
pro pěstování rostlin. 

• Užitný vzor č. 31982: Pěstební substrát s insekticidními a akaricidními 
vlastnostmi. 

• Inoculation of Sphagnum-Based Soil Substrate with Entomopathogenic 
Fungus Isaria fumosorosea (Hypocreales: Cordycipitaceae). 

Do poslední podkapitoly 4.5. Síření spor entomopatogenní houby 
Isaria fumosorosea C C M 8367 hlísticemi patří výsledky, které byly publikované 
v impaktovaném časopise, název publikace je následující: 

• Dissemination of Isaria fumosorosea Spores by Steinernema feltiae and 
Heterorhabditis bacteriophora. 
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Abstract 
Bulb crops are attacked by various soil-dwelling pests and pathogens. Entomopathogenic (EPFs) and mycoparasitic fungi 
(MPFs) which are distributed in natural and agricultural soils worldwide can play an important role as natural enemies of 
bulb pests. The species richness and density of these fungi in onion and garlic fields have not been investigated. The aim 
of this study was to determine the occurrence of EPFs and MPFs in soils where these crops were grown and compared the 
data from sites of the Czech Republic and Israel. Methods of fungi isolation and quantification were based on elution of 
soil samples by water and cultivation using selective media with dodine for EPFs and cultivation using potato dextrose agar 
with chloramphenicol for MPFs. Entomopathogenic fungi Beauveria spp., Isaria spp., Lecanicillium spp., Metarhizium 
spp., Purpureocillium spp. and mycoparasitic fungi Trichoderma spp. were isolated from soil samples in both countries. 
The highest density was observed in the genus Metarhizium in both countries. Metarhizium spp. were most abundant in the 
site Mlýn Podhora in the Czech Republic. The average density of colony-forming units (CFU) per 1 mL of soil sample was 
1.47 x 104. The lowest density was observed in the genus Beauveria in both countries, up to 5.93 X10 2 C F U per 1 mL of soil 

sample. Soils in the Czech Republic contained about ten times higher number of EPFs compared to Israel. Rather higher 
prevalence of MPFs was also found in the Czech Republic. Possible reasons for within and between countries variability in 
EPFs and MPFs occurrence are discussed. 

Keywords Alliaceae • Soil microorganisms • Hypocreales • Diversity • Metarhizium • Trichoderma 

Abbreviations Background 
EPFs Entomopathogenic fungi 
MPFs Mycoparasitic fungi Onion {Allium cepa) and garlic {Allium sativum) are culti-
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vated throughout the world for food, therapeutic and medici­
nal properties (Sharifi-Rad etal. 2016; Lawande etal. 2009). 
According to the statistics of the FAO, the total world pro­
duction for onion was 93,226,400 tons, and for garlic, it was 
26,639,081 tons produced in 2019 (FAO 2021). Onion and 
garlic crops are attacked by many pathogens and pests at 
different crop growth stages which cause considerable losses 
in yield (McDonald et al. 2004; Lawande et al. 2009). Onion 
and garlic are subject to a number of diseases (e.g., Fusarium 
basal rot, onion smut, downy mildew, pink root, neck rot, 
Botrytis leaf blight, etc.) and pests (e.g., Rhizoglyphus rob-
ini Claparede, onion maggot, Thrips tabaci Lindeman, etc.) 
(Ofek et al. 2014; Lebiush-Mordechai et al. 2014; Mishra 
et al. 2014). The control of these pests and diseases are still 
based almost entirely on pesticides, some of which, espe­
cially for the control of mites and insects being hazardous. 
Due to resistance and toxicity to the environment, efforts 
are currently being made to reduce the use of pesticides and 
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replace them with eco-friendly methods of plant protection 
(Diaz et al. 2000; Mishra et al. 2014; Hossain et al. 2017). 
Thus, alternative, environmentally safe control strategies, 
e.g., biological control, need to be developed and imple­
mented. Entomopathogenic fungi (EPFs) and mycoparasitic 
fungi (MPFs) represent such promising biocontrol agents. 

The soil environment constitutes an important reservoir 
for a diversity of EPFs, which can contribute significantly 
to the regulation of insect populations (Keller and Z im­
mermann 1989). EPFs can interact with arthropod hosts as 
parasites or saprotrophs (Bidochka et al. 1998; Charnley and 
Collins 2007). Hypocrealean EPFs, belonging to the gen­
era Beauveria, Isaria and Metarhizium, occur worldwide in 
the soil, including natural and agricultural areas and have 
the greatest potential for biological control (Bidochka et al. 
1998; Meyling and Eilenberg 2006; McGuire and Northfield 
2020; Bueno-Pallero et al. 2020). These kinds of fungi are 
unique organisms that are capable of infecting their hosts 
directly through the exoskeleton, while other entomopatho-
gens (viruses and bacteria) must be ingested with food to 
infect the host (Augustyniuk-Kram and Kram 2012). These 
fungi can cause massive epizootics after infection and 
manifestation of disease symptoms in the pest population 
(Augustyniuk-Kram and Kram 2012; Tkaczuk et al. 2014). 
Therefore, knowledge of the occurrence and species com­
position of EPFs in the soil environment is very important, 
especially the native EPFs population. Most studies of the 
occurrence and biodiversity of EPFs in soils have focused 
on differences in species composition between areas defined 
by habitat types (Vanninen 1996; Steenberg 1997; Bidochka 
et al. 1998; Klingen et al. 2002; Keller et al. 2003; Meyling 
and Eilenberg 2006, 2007; Prenerová et al. 2009; Bueno-
Pallero et al. 2020; Sharma et al. 2020). Several methods to 
isolate EPFs from the soil have been used. The traditional 
insect bait method uses Galleria mellonella (Lepidoptera: 
Pyralidae) or Tenebrio molitor (Coleoptera, Tenebrionidae) 
as a host (Zimmermann 1986; Meyling and Eilenberg 2007; 
Sharma et al. 2018). Another method used to isolate EPFs is 
soil dilution and cultivation on selective media (Meyling and 
Eilenberg 2007) or methods of molecular biology (Canfora 
etal. 2016). 

MPFs of genera Trichoderma and Gliocladium are 
cosmopolitan in the soil, on decaying wood and on veg­
etable matter and some species are frequently dominant 
in widely varying habitats (Harman and Kubicek 2002). 
Some species of the genus Trichoderma can be utilized 
in biological control because of their mycoparasitism and 
other properties. Strains which are effectively able to sup­
press plant pathogens in a sufficiently wide spectrum of 
environmental conditions are rhizosphere-competent and 
have a positive effect on growth and development of plants 
(Brožová 2010). MPFs used in biological control have a 
higher ability to spread in soil and rhizosphere compared 

to soil antagonistic bacteria, due to the active growth of 
hyphae. There is a number of species of fungi that have 
been studied in the biological control, but among them 
the fungi of the genus Trichoderma clearly dominate. 
Trichoderma spp. grow easily and have a wide range of 
hosts (Whipps and Lumsden 2001). The most widely used 
methods for MPFs isolation include, e.g., pre-colonized 
plate method, use of selective nutrient media, dilution 
plate method (Rabeendran et al. 1998) and sclerotia bait 
technique using Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary 
as a selective bait of sclerotia (Ribeiro and Butler 1992). 

This research aims to investigate the species compo­
sition and within and between-country variability of co-
inhabiting EPFs and MPFs from soil samples collected in 
onion and garlic fields of the Czech Republic and Israel. 
Although EPFs and MPFs have been surveyed in these two 
countries in the soil of various cultivated and uncultivated 
habitats (Kenneth et al. 1979; Landa et al. 2002; Paz et al. 
2007a, 2007b, 2011; Gerson et al. 2008; Prenerová et al. 
2009; Brožová 2010; Simáčková et al. 2014; Degani and 
Dor 2021), no previous study focused on garlic and onion 
crops. In the present study, EPFs and MPFs were surveyed 
together, with the aim of determining whether the MPFs 
can have a negative impact on the EPFs. Data obtained 
thus provide new information and knowledge useful for 
the biological control of pests and pathogens attacking 
onion and garlic in two countries with different climates 
and soil type. 

Methods 

Soil sampling 

The occurrence of EPFs and MPFs was surveyed in soil sam­
ples collected in onion and garlic fields in the Czech Repub­
lic and Israel in 2017. Sampling was carried out before the 
harvest, i.e., in July and August in the Czech Republic and 
at the end of Apri l in Israel. In total, nine sites (farms) in 
which both crops are traditionally grown were sampled, five 
in the Czech Republic and four in Israel. The sites were 
located in Pilsen and South Bohemian regions and in the 
Beit She'an Valley, Jezreel Valley and Lower Galilee, respec­
tively (Table 1). Five soil samples were collected from each 
site: four samples at field corners and one from the center of 
field. Soil samples were taken with a shovel from a depth of 
10-20 cm adjacent to crop plants and individually placed in 
a 40-mL polyethylene vials with minimum air (compacted), 
i.e., 200 mL of compacted soil was collected per each sam­
pling site in total. The vials with soil were sealed with the 
cap and stored in a refrigerator at 6 °C until isolation of 
fungi (maximum 1 week). 
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Table 1 Soi l sampling sites in the Czech Republic and Israel 

Country Site 

Name GPS 

Crop Farming system Soil type Field area (ha) 

Czech Republic Doňov 49.215789 N , 14.773615E garlic Sustainable21 Cambisol 3.6 

Radomyšl 49.316988 N , 13.946182E onion Conventional 1 1 Luvisol 3.9 

Meziříčí 48.699942 N , 14.589516E onion Organic' Luvisol 7.4 

Kolence 49.096081 N , 14.786852E onion Conventional Podzol 8.8 

Mlýn Podhora 49.420356 N , 13.371508E onion Sustainable Cambisol 11.2 

Israel Harduf 32.776000 N , 35.16979IE onion Organic Leptosol 3.5 

Gazit 32.631341 N , 35.444345E onion Organic Chromoxerert 3.5 

Sdehu Nachum 32.530280 N , 35.476934E onion Organic Chromoxerert 4.0 

Sde Eliyahu 32.435397 N , 35.513981E garlic Organic Cambic Gypsiorthid 3.5 

"Transient system between conventional and organic system 
b System in which pesticides and fertilizers are applied 

'Certified organic farming system 

Isolation, identification and density estimation 
of entomopathogenic fungi 

EPFs were isolated with water elution of soil samples 
and cultivation using selective medium with dodine 
(0.05 g/L) (Sigma-Aldrich, Darmstadt, Germany) (Chase 
et al. 1986). For analysis, 13.5 mL of soil was used from 
each sample. This volume of soil was transferred to a 
250-mL Erlenmeyer flask and then mixed with 50 mL of 
a 0.05% Tween™ 80 solution (Sigma-Aldrich, Darmstadt, 
Germany). The samples were mixed for 20 min on an 
orbital shaker (200 rpm). Subsequently, the samples were 
diluted once (1-mL sample with 9 mL water with 0.05% 
Tween 80). Subsample of 0.5 mL was taken from the 10"1 

diluted sample and transferred to the Petri dish (vented, 
inner diameter 90 mm, height 15 mm, Gosselin™, Borre, 
France) with selective medium with dodine and spread 
over the entire medium using a sterile spatula. Three rep­
licates were established for all samples from each site. 
After 14 days of incubation at 25 ± 1 °C and 16L/8D 
photoperiod, the grown EPFs colonies were counted and 
identified on the basis of macroscopic and microscopic 
characteristics to the genus level because without molec­
ular methods it is almost impossible to correctly iden­
tify the taxa at the species level. Identification of fungal 
isolates was made by the determination of conidial size 
and shape, conidiogenous cell and colony morphology 
(Rehner and Buckley 2005; Rehner et al. 2011; Inglis 
et al. 2012; Humber 2012) using an Olympus CH20 light 
microscope (Olympus Optical Co., Ltd., Tokyo, Japan), 
bright field, 400 X magnification. The number of EPFs 
colonies were expressed as colony-forming units (CFU) 
of each EPFs per 1 mL of soil sample. 

Isolation, identification and prevalence 
of mycoparasitic fungi 

Modified dilution plate method (Rabeendran et al. 1998) was 
used for the isolation of MPFs. A dilution series was made 
up to 10"3 and three replicates were performed from each 
dilution series. The soil extract and each aliquots of samples 
was pipetted in the same volume (0.5 mL) as for the EPFs 
isolation on Petri dishes with PDA (potato dextrose agar) 
(Sigma-Aldrich, Darmstadt, Germany) supplemented with 
the antibiotic chloramphenicol (0.05 g/L) (Sigma-Aldrich, 
Darmstadt, Germany). Samples were spread with a sterile 
spatula over the entire area of the medium. Fungi of the 
genus Trichoderma were isolated and identified on the basis 
of macroscopic and microscopic characteristics (Gams and 
Bissett 2002) after 7 days of incubation at 25 ± 1 °C and 
16L:8D photoperiod. The occurrence of Trichoderma spp. 
was assessed by the presence or absence in soil samples. 

Statistical analysis 

The obtained data on EPFs density in soils collected at sites 
in the Czech Republic and Israel were statistically evaluated 
using Multivariate analysis of variance ( M A N O V A ) after 
log(x+1) transformation. When the analysis was significant, 
univariate A N O V A s for the individual genera and Tukey 
tests for multiple comparisons were conducted. Compu­
tations were done by means of Statistica v. 13.5 software 
(TIBCO Software Inc., Tulsa, OK, USA). The prevalence of 
Trichoderma spp. was expressed as mean percentage! stand­
ard error of the mean of positive sample. A generalized lin­
ear model with a binomial distribution and logit link was 
used to analyze data. Treatment and replication were set as 
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fixed effects. The analysis was performed in SAS® Studio 
for Linux (SAS Institute Inc. 2018) using the G L M proce­
dure (PROC GENMOD) of SAS/STAT module (SAS Insti­
tute Inc. 2017). Means were separated by the least-square 
means (LSMEANS) statement of SAS with Tukey-Kramer 
adjustment for multiple comparisons. We also conducted a 
Spearman correlation analysis (Siegel and Castellan 2003) to 
test if there is any association between Trichoderma preva­
lence and overall mean density of entomopathogenic fungi. 
The computation was done using the PROC CORR function 
in SAS/STAT. P values < 0.05 were considered statistically 
significant in all tests. 

Results 

Density estimation of entomopathogenic fungi 

Five genera of entomopathogenic fungi were found in soil 
samples from the Czech Republic and Israel: Lecanicillium 
spp., Purpureocillium spp., Metarhizium spp., Isaria spp. 
and Beauveria spp. (Fig. 1). The density of EPFs C F U was 
dependent on site. Soil in Israeli fields contained obviously 
lower number of EPFs compared to Czech fields (Fig. 2). 
The overall average of CFU/mL of soil was 1.21 X10 2 and 
2-63 X 103 in Israel and the Czech Republic, respectively. 
The effect of sampling site was statistically highly significant 
(Wilk 'sA. = 0.0277; F(35,137.0416)=5.2768;P<0.0001). 

The highest total number of C F U of EPFs was found 
in samples from the Czech Republic Dominant genus was 

Metarhizium in both countries. The genus Metarhizium most 
represented in soil samples from the sites Mlýn Podhora 
(1.47x 104 CFU/1 mL), Kolence (9.82x 103 CFU/1 mL) and 
Doňov (7.38 X10 3 CFU/1 mL) from the Czech Republic and 
on the farms of Gazit and Sde Nahum from Israel. Gazit 
site contained 7.11 x 102 C F U (79% of all isolated infectious 
units of fungi) of Metarhizium spp. per 1-mL soil sample 
and Sde Nahum site contained 7.85 X10 2 CFU/1 mL (88%). 
On other sites, the concentration of the genus Metarhizium 
was lower. The site had a highly significant effect on the 
density of the genus Metarhizium (F = 5.6914; df = 7,36; 
P<0.0001). Genus Lecanicillium was isolated from all loca­
tions in the Czech Republic, but it occurred at a very low 
frequency. The same phenomenon was observed for samples 
from Israel except of the Sde Eliyahu site (Fig. 1), where its 
occurrence was not recorded and the density of infectious 
units was not statistically significant (F = 1.8619; df=7,36; 
P = 0.1052). The lowest density of infectious units was 
recorded in the genus Beauveria. Genus Beauveria occurred 
only in two localities in the Czech Republic (Meziříčí, Mlýn 
Podhora) and in one site in Israel (Sde Eliyahu). C F U of 
this genus were very low in all sites. The amount of C F U 
fungus per mL of soil ranged from 1.04 x 102 to 5.93 X 102 

per mL. The effect of sampling site on C F U of the genus 
Beauveria was not significant (F= 1.3379; df = 7,36; 
P = 0.2614). The most frequent genera in samples from 
Harduf was Purpureocillium at 3.41 x 102 C F U per mL of 
soil. Purpureocillium spp. was found in all samples from the 
Czech Republic; the highest concentration was in Kolence 
(4.92 x 103 CFU/1 mL). Differences in density of C F U of 

Fig. 1 Density of EPFs in 
soils in the Czech Republic 
and Israel. Sites: Doňov (a), 
Radomyšl (b), Meziříčí (c), 
Kolence (d), Mlýn Podhora 
(e), Harduf (f), Gazit (g), 
Sde Nahum (h), Sde Eliyahu 
(i). Different letters indicate 
significant differences between 
columns (Tukey test, P<0.05) 
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Fig. 2 Photos: demonstrat­
ing differences in densities 
of colony-forming units of 
entomopathogenic fungi in soils 
between the Czech Republic 
and Israel. Sites: a Doňov; b 
Meziříčí; c Kolence; d Harduf; 
e Gazit; f Sde Eliyahu 

the genus Purpureocillium among the sampling sites were 
highly significant (F=13.9898; df=7,36; P<0.0001). The 
Harduf site was the only site in Israel to contain the Isaria 
genus, represented 11 % of the total number of colonies. 
Soil samples from Doiiov and Radomysl contained very 
high EPFs concentrations of Isaria spp.; Doiiov contained 
53% and Radomysl contained 61% of this genus of the total 
number of isolated infectious units of fungi. The effect of 
sampling site on infectious units of Isaria spp. was highly 
significant (F=9.2598; df=7,36; P<0.0001). 

Prevalence of mycoparasitic fungi 

80 

40 

Czech Republic Israel 
b c 

b b 
b T b 

ab 

ab 

A l l soil samples from both countries contained fungi of the 
genus Trichoderma (Fig. 3). A lower occurrence of Tricho-
derma spp. was recorded in soil samples from Israel in com­
parison with samples from the Czech Republic on average 
by 10%. At the Sde Eliyahu site, MPFs only occurred in 
two of the five soil samples (13.32%). In contrast, at the 
Sde Nahum site, the occurrence of Trichoderma spp. was 
recorded in all samples. On the farms of Gazit and Harduf, 
the average incidence rates of MPFs were 79.98, respec­
tively, 59.98%. At localities in the Czech Republic, the aver­
age percentage of MPFs ranged from 39.96 to 86.66%. The 
lowest occurrence of fungi of the genus Trichoderma was 
recorded at the Meziříčí site in only 39.96% of soil samples. 
At the remaining sites, the presence of the fungus Tricho­
derma spp. was almost indistinguishable. The effect of site 
on prevalence of MPFs was highly significant {y^ =47.27, 
df=8, P< 0.001). No significant differences were found 
among replications (x 2 = 6.97, df=4, P =0.1375). A Spear­
man correlation analysis showed that prevalence of MPFs 

o 

Fig. 3 Prevalence of mycoparasitic fungi in soils in the Czech Repub­
lic and Israel. Sites: Doňov (a), Radomyšl (b), Meziříčí (c), Kolence 
(d), Mlýn Podhora (e), Harduf (f), Gazit (g), Sde Nahum (h), Sde E l i ­
yahu (i). A generalized linear model was fitted and pairwise between 
site differences was tested using the least-square means. Different let­
ters indicate significant differences between columns (P<0.05) 

and overall means of EPFs were not significantly correlated 
(r s=0.3515, n=9,/> =0.3537). 

Discussion 

The most used methods for isolation of EPFs from soil 
are selective media and the 'Galleria or Tenebrio bait 
method' (Zimmermann 1986; Scheepmaker and Butt 2010). 
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Currently, methods of molecular biology for the isolation 
and quantification of fungi in the soil can be used, too. For 
example, qPCR (quantitative polymerase chain reaction) is 
a molecular technique based on PCR (Canfora et al. 2016). 
However, before using molecular biological methods, it is 
necessary to take into account the possible shortcomings 
of the technique, such as sensitivity, accuracy, robustness, 
frequency of testing and cost. In addition, these methods 
do not tell us anything about the virulence of fungal strains 
(Canfora et al. 2016; Tsui et al. 2011). In the current study, 
we used a selective media based method. EPFs were iso­
lated with water elution of soil samples and cultivated on 
a selective medium with dodine. Selective media can be 
used for quantitative studies and for isolation of the fungus 
from soil or plant material (Zimmermann 2007a). There 
are different groups of EPFs in different habitats. Different 
insect pathogenic mycobiota could be found in the soil and 
different in the aboveground environment (Augustyniuk-
Kram and Kram 2012). We identified EPFs belonging to 
the genera Lecanicillium, Purpureocillium, Metarhizium, 
haria and Beauveria. In our recent study on the efficacy 
of soil isolates of EPFs against Rhizoglyphus robini, we 
identified 17 selected strains of EPFs at species level using 
molecular methods as: Metarhizium anisopliae (Metsch.) 
Sorokin, Metarhizium indigoticum (Kobayasi & Shimizu) 
Kepler, S.A. Rehner & Humber, haria fumosorosea (Wize), 
Beauveria bassiana (Bals.-Criv.) V u i l l . and Beauveria 
brongniartii (Sacc.) Petch (Konopicka et al. 2021). EPFs 
of the genus Beauveria, Metarhizium and haria are domi­
nant fungi found in soil environments as evidenced by many 
studies (e.g., Samson et al. 1988; Keller and Zimmermann 
1989; Prenerova et al. 2009; Augustyniuk-Kram and Kram 
2012; Majchrowska-Safaryan and Tkaczuk 2021). The 
highest natural density was observed in the genus Metarhi­
zium spp. in both countries. Metarhizium anisopliae is an 
entomopathogenic fungus that is present in soils through­
out the world (Zimmermann 2007a; Augustyniuk-Kram and 
Kram 2012). Our laboratory study revealed that particularly 
Metarhizium strains have potential to control the bulb mite 
R. robini (Konopicka et al. 2021). Fungi of the genus Beau­
veria exhibited the lowest natural density in soil samples 
from both countries. Some studies suggest that B. bassiana 
seems to be very sensitive to the disturbance effects of cul­
tivation and thus is restricted to natural habitats (Vanninen 
1996; Quesada-Moraga et al. 2007; Medo and Cagan 2011). 
Simackova et al. (2014) surveyed EPFs, including Beauve­
ria spp. in the Czech Republic and came also to conclusion 
that uncultivated soils showed a higher richness EPFs than 
cultivated ones. Fungus B. bassiana is more frequent in for­
ests in comparison with M. anisopliae which can persist in 
cultivated soils (Rath et al. 1992; Vanninen 1996; Quesada-
Moraga et al. 2007; Sanchez-Pena et al. 2011). According 
to Vanninen (1996), an insect host is needed for B. bassiana 

because this species requires frequent serial passage through 
insects to survive. Heavily cultivated fields and the absence 
of hosts are limiting factors for the survival of B. bassiana. 
In contrast, M. anisopliae conidia are able to persist in the 
absence of arthropod hosts and have a higher survival in the 
soil than B. bassiana (Latch and Falloon 1976; Vanninen 
et al. 2000; Medo and Cagan 2011). Landa et al. (2002) 
isolated M. anisopliae in almost 50% of fungus-positive 
samples from arable soils. 

Genus Lecanicillium was found in almost all sites in both 
countries except Sde Eliyahu from Israel, but at a lower con­
centration. This is due to the fact, Lecanicillium is not a 
typical soil fungus but is found primarily in the phylophlan. 
Representatives of this genus most often cause spontane­
ous epizooties in Sternorrhyncha (Hemiptera order) insect 
populations, particularly populations of different aphid and 
whitefly species (Hall 1976; Goettel et al. 2008). Spores of 
Lecanicillium probably got into the soil by rain, washing the 
environment of the phylophlan. Lecanicillium can be also 
endophytic and ephiphytic (Ownley et al. 2010). 

The presence of haria spp. varied significantly in both 
countries. In Israel, the haria spp. was isolated from only 
one site, while in the Czech Republic, it was present in all 
sites. Because species like I. fumosorosea can easily survive 
in soils in the absence of insect hosts (Zemek et al. 2018), 
it is possible that abiotic environmental factors affected the 
natural density and abundance of EPFs of this genera. 

The last genus isolated from the soil was Purpureocil­
lium spp. This genus has a nematophagous effect rather 
than an entomopathogenic. But depending on the availabil­
ity of nutrients in the surrounding microenvironments, it 
may be nematophagous, mycoparasitic, saprotrophic and 
entomopathogenic (Gupta et al. 1993; Marti et al. 2006; 
Rombachetal. 1986). 

In general, localities from Israel contained a signifi­
cantly lower EPFs concentration than localities in the Czech 
Republic. As a possible explanation, Israel's sites are very 
arid areas and may not provide EPFs with appropriate mois­
ture conditions needed for survival and reproduction. The 
most important abiotic environmental constraints for fungi 
are temperature, humidity or moisture and solar radiation 
(Inglis et al. 2001; Zimmermann 2007a), e.g., at the locali­
ties sampled in the Czech Republic, the average year-round 
temperature is 8.3 °C (18.2 °C in summer), whereas at Sde 
Eliyahu and Sde Nahum in Israel (localities sampled with the 
most arid conditions), the average year-round temperature is 
22.2 °C (29.6 °C in summer). Other environmental data for 
localities in the Czech Republic are 70% R.H., 649 mm of 
annual precipitation and 1500-1600 h of sunshine (Czech 
Republic Meteorological Services 2021), while in the arid 
localities of Israel, averaged relative air humidity is 61%, 
annual precipitation is 306 mm and an annual solar radia­
tion is about 3300 h Israel Meteorological Services 2021). 
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There are numerous studies and compilations on the impact 
of environmental factors on efficacy and viability of EPFs, 
(e.g., Keller and Zimmermann 1989; Fuxa 1995; Inglis et al. 
2001; Zimmermann 2007a, b, 2008). Another possible rea­
son for the lower incidence of fungi in Israel is that moisture 
content is dependent on the cropping cycle. While crops are 
growing, for example for onion and garlic (October-March), 
soil moisture is maintained by irrigation (if rains are not 
adequate), but toward harvest (May the beginning of the dry 
season) irrigation is stopped and soil desiccates creating an 
unfavorable environment for fungi until the next cropping 
cycle. 

Besides EPFs, the present study also surveyed the occur­
rence of MPFs. The modified dilution plate method was 
used to isolate MPFs (Rabeendran et al. 1998). The soil 
dilution method is commonly used for the isolation of both 
MPFs and EPFs (Goettel and Inglis 1997). It is a qualita­
tive method that focuses only on the occurrence of MPFs 
because quantitative estimation of Trichoderma spp. in soil 
is often difficult due to their rapid growth (Elad et al. 1981). 

There are a wide range of MPFs, but they are dominated 
by representatives of the genus Trichoderma and Clonos-
tachys. These are worldwide soilborne anamorphic fungi. 
Trichoderma spp. as well as Clonostachys spp. are faculta­
tive parasites of a wide spectrum of phytopathogenic fungi 
including Alternaria spp., Bipolaris sorokiniana (Sacc.) 
Shoem, Botrytis cinerea Pers., Fusarium culmorum W.G. 
Smith, Fusarium graminearum Schwabe and Sclerotinia 
sclerotiorum (Jensen et al. 2000, 2002, 2004; Whipps and 
Lumsden 2001; Hue et al. 2009; Rodriguez et al. 2011; 
Nygren et al. 2018) but they can also live as saprotrophs. 
Some strains/species of Trichoderma and Clonostachys 
are, however, known to be also entomopathogenic (Ghosh 
and Pal 2016; Anwar et al. 2018; Podder and Ghosh 2019; 
Mohammed et al. 2021). The manifestation of their antag­
onism includes competition, parasitism and antibiosis 
(Brožová 2010). In particular, fungi of the genus Fusarium 
sp. play a very important role not only in the infection of 
bulb crops but also in the enhancement of R. robini popula­
tions on infected onion bulbs (Okabe and Amano 1991; Ofek 
et al. 2014). Thus, the application of MPFs can decrease the 
infestation of the bulb mite, too. The roots of onion seedlings 
dipped into the suspension of fungi Trichoderma viride Pers. 
and Trichoderma harzianum Rifai before planting reduced 
the Fusarium basal rot disease caused by F. oxysporum f. 
sp. cepae, by 61.8% and 53.7%, respectively (El-Mougy 
and Abdel-Kader 2019). In the greenhouse experiment, the 
symptoms of Fusarium basal rot in the onion inoculated with 
F. oxysporum f. sp. cepae were also significantly reduced by 
Trichoderma atroviride Karsten and T. harzianum inoculated 
into the soil (Bunbury-Blanchette and Walker 2019). 

Results of the present study showed that all soil sam­
ples from both countries contained fungi of the genus 

Trichoderma. Lower prevalence of Trichoderma spp. was 
recorded in soil samples from Israel in comparison with 
samples from the Czech Republic. Lower occurrence of 
Trichoderma spp. in Israel may be, similarly to EPFs, due 
to environmental conditions, e.g., environmental and soil 
temperature, humidity, U V radiation (Domsch et al. 1980; 
Inglis et al. 2001; Zimmermann 2007a) or the absence of 
irrigation during some periods of the year. 

The correlation analysis did not reveal any associa­
tion between MPFs and EPFs indicating that there is no 
significant effect of mycoparasites on the occurrence of 
entomopathogens in soil. There are many studies that have 
examined the interactions between entomopathogens and 
mycoparasites. A study by Krauss et al. (2004) investigated 
the interaction between the entomopathogens, B. bassiana, 
M. anisopliae and /. fumosorosea and the mycoparasites 
Clonostachys spp., T. harzianum and Lecanicillium lecanii 
(Zimm.) Zare & W. Gams. The authors concluded that tested 
entomopathogens and mycoparasites were compatible and 
could be used in integrated pest management. On the con­
trary, other studies have observed an antagonistic effect of 
mycoparasites and entomopathogens (Moino Jr. and Alves 
1999; Wen etal. 2020). 

Since it is often necessary for agricultural producers to 
address arthropod pests and plant pathogens simultaneously 
(Keyser et al. 2016), the use of MPFs in combination with 
EPFs can improve biocontrol efficacy. However, their com­
patibility must be verified before using the entomopathogen 
and mycoparasite combination. 

Conclusions 

The abundance of EPFs differed significantly between locali­
ties; C F U density of EPFs was higher in the Czech Republic 
compared to Israel. The likely reason is that crops in Israel 
need to be irrigated, while during transient periods, when 
fields are empty and not irrigated, top soils desiccate and do 
not provide a sustainable environment for fungi. Additional 
reasons can be different types of soil and different climatic 
conditions between the two countries. Dominant genera 
among EPFs were Metarhizium; the only MPFs found were 
Trichoderma spp. The abundance and distribution of these 
fungi provide new information, understanding and insight 
for further studies on the biological control of soil pests. 
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Abstract 

The bulb mite, Rhizoglyphus robini, is a serious pest of garlic, onion and other crops. The mite is usually found 
in association with dangerous fungal pathogens such as Fusarium spp. Control of this pest has relied upon the 
use of synthetic acaricides but chemical control of the bulb mite is difficult because it is able to develop 
resistance quickly. Thus, alternative control methods, e.g. biological control, need to be developed and 
implemented. The aim of this study was to assess efficacy of selected strains of entomopathogenic fungi (EPF) 
against adult females of R. robini under laboratory conditions. New EPF strains were isolated from soil samples 
collected in onion and garlic fields in the Czech Republic and Israel using soil elution and cultivation on 
selective media. Fungal species were determined using macroscopic, microscopic and molecular markers. The 
efficacy against R. robini females was tested in 17 isolated and 3 reference strains of EPF. Results revealed high 
variability among species and strains. The highest efficacy against R. robini mites was found in strains of 
Metarhizium anisopliae isolated from soil samples collected in the Czech Republic which caused mortality up 
to 99.3%, and aMetarhizium indigoticum strain from Israel causing 98.3% mortality after four days of bioassay. 
Isaria fumosorosea strains did not caused mortality higher than 40%. The lowest virulence was found in 
Beauveria spp. strains causing mortality of mites between 5 and 25%. Median lethal time (LT5 0) and median 
lethal concentration (LC 5 0) in the three most virulent strains ranged between 2 and 4 days and between 1.01 x l O 4 

and 2 . 3 6 x l O 5 spores/ml, respectively. The concentration-response models indicated that the M. indigoticum 
strain is more lethal thanM anisopliae strains. The present study showed that some strains of entomopathogenic 
fungi, especially from the genus Metarhizium, could be perspective biocontrol agents against R. robini. 

Key words: Alliaceae, soil mites, Metarhizium, Isaria, Beauveria, biological pest control, mycoacaricides, 
virulence 

Introduction 

Bulb mites of the genus Rhizoglyphus are economically important pests of plants with bulbs, corns, 
and tubers. Their main hosts are species in the family Liliaceae but they often attack other important 
crops such as potatoes {Solarium sp.) and carrots {Daucus carota) (Diaz et al. 2000). Fan and Zhang 
(2004) published a revision of the Australasia and Oceana species of Rhizoglyphus and more recently 
Barbosa and Moraes (2020) reported on the species in Brazil. 

Rhizoglyphus robini (Claparěde) (Acari: Acaridae) is considered one of the most serious pests 
of onion, garlic and ornamentals such as lily, tulips and hyacinths in storage, greenhouse and in the 
field around the world (Diaz et al. 2000; Fan & Zhang 2004). This species has a very high 
reproductive rate. When offered peanuts as a sole food source, the mean total fecundity was 690 eggs 
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and the intrinsic rate of population increase (rm) was estimated to be 0.285 (Gerson et al. 1983). 
Besides causing direct feeding damage, this pest also disseminates phytopathogenic bacteria and 
fungi, e.g. Fusarium oxysporum, which infect bulbs, facilitating the pathogens entry into host plants 
(Poe et al. 1979; Okabe & Amano 1991; Diaz et al. 2000; Hanuny et al. 2008; Zindel et al. 2013; 
Ofek etal. 2014). 

With the exceptions of solarization of soil (Gerson et al. 1981) or hot-water treatment of bulbs 
(Conijn 1992), the control of this pest is still based almost entirely on broad-spectrum pesticides, 
even though it has been known for many years that bulb mites quickly develop resistance to 
pesticides (Poe et al. 1979; Kuwahara 1988; Diaz et al. 2000). Furthermore the application of these 
chemicals to soil negatively impacts non-target organisms, e.g. earthworms and soil 
microorganisms, leaves residues in food crops and contaminates groundwater. For these reasons 
broad-spectrum pesticides have been targeted by the European community for deregistration (EC 
2009). Thus, alternative, environmentally safe control strategies, e.g. biological control, need to be 
developed and implemented. Efforts to develop biocontrol techniques for bulb mites have been 
undertaken in many countries and mostly involved the use of soil-dwelling predatory mites, e.g. 
Gaeolaelaps aculeifer (Canestrini) (Acari: Laelapidae) (Lesna et al. 1995, 1996). A recent study by 
Nermuf* et al. (2019) showed that some, especially small, entomopathogenic nematodes (EPN) are 
able to invade and ki l l adult females of R. robini. The most promising species were Steinernema 
huense (Nematoda: Steinernematidae), Heterorhabditis bacteriophora and H. amazonensis 
(Nematoda: Heterorhabditidae) causing mortality in R. robini up to 30%. Mortality of mites treated 
by culture supernatants of the nematode symbiotic bacteria of the genus Xenorhabdus was generally 
lower but some bacterial strains showed repellent effect to mites. Due to their relatively low efficacy, 
EPNs and the metabolites of their symbiotic bacteria do not seem to represent a viable option for bulb 
mite biocontrol as a standalone approach (Nermuf et al. 2019). 

Entomopathogenic fungi (EPFs) represent another promising group of biocontrol agents. Their 
advantages are that they do not need to be ingested as they are able to penetrate the host cuticle and 
can be relatively easily produced (Shahid et al. 2012). Many EPFs species attack Acari and can be 
used for biological control of mite pests. Besides Acari-specific pathogens such as Hirsutella 
thompsonii (Fisher) and Neozygites spp. (Entomophthorales), 'nonspecialist' mitosporic fungi 
(Hyphomycetes) like Beauveha bassiana (Bals.-Criv.) Vuil l . , Metarhizium anisopliae (Metsch.) 
Sorokin, Isaria fumosorosea (Wize), /. farinosa (Holmsk.), and Lecanicillium lecanii (Zimm.) Zare 
& W. Gams have potential to control some mite species (Chandler et al. 2000). Most studies on 
efficacy of EPFs against mites have targeted ticks (Kaaya et al. 1996; Kaaya & Hassan 2000: 
Fernandes & Bittencourt 2008), spider mites (Chandler et al. 2005; Wekesa et al. 2005; Shi & Feng 
2009; Ullah & L i m 2017; Shang et al. 2018; Khoury et al. 2020) and eriophyoid mites (Latge et al. 
1988; McCoy 1996; Van der Geest et al. 2000). To our knowledge, only three EPFs species have 
been tested against R. robini under laboratory or greenhouse conditions: Hirsutella kirchneri 
(Rostrup) Minter, Brady and Hall (Sztejnberg et al. 1997), /. fumosorosea (Zemek et al. 2018) and 
Metarhizium brunneum Petch (Ment et al. 2020). While the first two species were not able to control 
R. robini, M. brunneum was found to be a promising biocontrol agent against this pest. 

The aim of our study was to assess the possibility of fungal biocontrol of R. robini by new EPF 
strains isolated from soil samples collected in onion and garlic fields in the Czech Republic and 
Israel. The efficacy of these strains was compared with I. fumosorosea strain C C M 8367 and two 
commercially used strains, B. bassiana strain G H A and M. brunneum Petch strain F52. 
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Material and methods 

Rhizoglyphus robini 
The laboratory culture of R. robini was established from mites originating from rotting onion 

plants collected in Israel. The mites were maintained in large Petri dishes lined with wet filter paper 
using crushed raw peanuts as a food source. The dishes with mites were kept in darkness at 20 °C. 

Entomopathogenic fungi 
In total, 17 EPF strains were isolated from soil of several, mostly pesticide free onion and garlic 

fields in Pilsen and South Bohemian regions in the Czech Republic and in the Beit She'an Valley, 
Jezreel Valley and Lower Galilee in Israel. Soil sampling was performed during vegetation season 
in 2017. EPF isolates were obtained by water elution of soil samples and cultivation using selective 
medium containing dodine (Chase et al. 1986). Strains of EPF were identified on the basis of 
macroscopic, microscopic and genetic characteristics. 

D N A for genetic analysis was extracted from fresh mycelium grown at 25±1 °C for 7 days on 
Petri dishes with P D A (Sigma-Aldrich, Darmstadt, Germany) medium. Each mycelium was 
collected to a sterile 1.5 mL microtube. The extraction method used was based on C T A B - P V P 
(Doyle 1991) with modification for fungi. Genomic D N A was amplified by PCR with universal 
primers NL1 5 ' - G C A T A T C A A T A A G C G G A G G A A A A G - 3 ' (forward) and NL4 5'-
G G T C C G T G T T T C A A G A C G G - 3 ' (reverse) (O'Donnell 1992; 1993). PCR reactions were carried 
out in a volume 25 uL containing in I X reaction buffer (75 m M Tris-HCl, pH=8.8, 20 m M 
(NH 4 ) 2 S0 4 , 0.01% Tween® 20 (Sigma-Aldrich, Darmstadt, Germany), 2.5 m M M g C l 2 , 200 u M 
dNTPs), 1.25 U Taq Purple D N A polymerase (PPP Master Mix, Top-Bio, CZ), 10 pmol of both 
forward and reverse primer and 50 ng template D N A . Microtubes were placed in a thermal cycler 
(TProfessional Basic Gradient, Biometra) with the following program: 1 cycle of 94 °C for 5 min, 
25 cycles of 94 °C for 1 min, 50 °C for 1 min, 72 °C for 1 min and 15 s, and final elongation at 72 
°C for 5 min. The part of amplified PCR products was visualized on 2% agarose gel. The PCR 
products were sequenced by SEQme (Czech Republic). The sequences obtained were edited, 
compiled and aligned using Geneious (New Zealand) software. Sequence similarity searches were 
performed using NCBI GenBank BLASTn . 

Cultures have been deposited at the Biology Centre CAS, České Budějovice. GenBank 
accession numbers for all 17 strains are listed in Table 1. In addition, three reference strains were 
used in efficacy bioassays. Two reference strains were re-isolated from commercial mycopesticides: 
B. bassiana strain G H A (BotaniGard® WP, Certis USA, L i e , Butte, MT, USA) a n d M brunneum 
strain F52 (Met52®EC, Novozymes Biological, Franklinton, NC, USA). The species M. brunneum 
was previously classified as M. anisopliae (Bischoff et al. 2009). The third strain was C C M 8367 
strain of /. fumosorosea, which originates from the horse chestnut leaf miner, Cameraria ohridella, 
Deschka & Dimič (Lepidoptera: Gracillariidae) collected in the Czech Republic (Zemek et al. 2007). 
The strain is patented (Prenerová et al. 2013, 2015) and deposited in the Czech Collection of 
Microorganisms in Brno. 

A l l strains were cultivated on P D A medium at 25±1 °C and 16L:8D photoperiod. After 10 days 
of incubation, the spore suspensions were prepared from each strain by scraping off conidiospores 
into a sterile solution of 0.05% (v/v) Tween® 80 (Sigma-Aldrich, Darmstadt, Germany). Suspensions 
were filtered through sterile gauze to separate the mycelium and clusters of spores. In uniform 
suspension, the number of spores was counted with a Neubauer improved counting chamber (Sigma-
Aldrich, Darmstadt, Germany) and subsequently the suspension was adjusted to the required 
concentration. The suspension was left for approximately 12 hours at temperature 23±1 °C to 
accelerate and synchronize germination of conidia (Dillon & Charnley 1985, 1990) before its 
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application. Viability of spores was verified using a standard germination test (Skalicky et al. 2014). 
Ten drops from suspension were applied using a 1 ul inoculation loop on the surface of 2% water 
agar, which was poured in a thin layer onto the surface of a sterile slide. After the drops had dried, 
the slides were moved into a wet chamber and incubated at 25±1 °C for 24 h. Percentage of 
germinating spores was determined using an Olympus CH20 light microscope (Olympus Optical 
Co., Ltd., Tokyo, Japan); bright field, 400x magnification. The spore germination of all strains was 
>95%. 

Bioassays 
Efficacy of EPF strains was assessed in single-dose bioassays using 24-well polystyrene tissue 

culture plates (Orange Scientific, Braine-L'Alleud, Belgium). Plate dimensions were 128^86 mm 
and bottom area of single well was 193 mm 2. Filter paper discs of 14 mm in diameter were placed 
into each well and moistened with 100 uL of sterile distilled water. Water did not only provided 
moisture, but also created a surface tension that prevented the mites from escaping from the 
experimental arena (Chen 1990). Fouriv. robini females were placed into each well and the plate was 
sprayed with 2 mL of fungus suspension with concentration 1><107 spores per 1 mL using a Potter 
spray tower (inner diameter of cylinder 29 cm, spray pressure 50 kPa). Density of conidia was thus 
approx. 3 xlO 4 spores per cm 2, i.e. 5.8xl0 4 spores perasingle plate well. Control variant was treated 
with a sterile solution of 0.05% Tween 80®. After treatment, plates were covered with lids and 
incubated at 25±1°C and constant darkness for four days. After this period mortality of mites was 
recorded using a dissection microscope Technival 2 (Carl Zeiss, Jena, Germany) at a magnification 
25 x and40x. Mycosis on cadavers was documented by Olympus SZX12 equipped with an Olympus 
E-3 digital camera (Olympus Optical Co., Ltd., Tokyo, Japan) at 50x magnification. Each strain 
bioassay was conducted in 3 replicates, i.e. 3 times one plate with 96 mites tested. 

Dose-response of R. robini to EPFs was assessed in three selected strains of Metarhizium spp. 
which showed high efficacy in previous single-dose experiments. The mean and the median time to 
death (LT 5 0 , the number of days until 50% of mites were dead) and lethal concentrations ( L C 5 0 and 
L C 9 0 ) of conidia were estimated from cumulative mortality of mites at five concentrations ranging 
from l x l O 3 to l x l O 7 spores/ml of suspension. The bioassays were performed as described above 
except that mortality was checked daily. The control was treated with 0.05% Tween 80® solution. 
Each concentration test was repeated twice; 96 mites were used per replication. 

Scanning electron microscopy of pathogenesis 
Pathogenesis was studied in two selected EPF strains, B E A 02 and M E T 08. Samples of R. 

robini females treated by either strain were collected at 24, 48, 72 and 96 hours after the application 
of fungal suspension. Mites were fixed and dehydrated in vapors from crystals of osmium tetroxide 
in Petri dishes properly sealed with Parafilm® at -20 °C in a freezer. After three weeks the Petri dishes 
with mites were placed in the fume hood and kept open for 24 hours to evaporate remaining osmium 
tetroxide. The following day the mites were mounted on aluminium stubs using a double-sided 
carbon tape and coated with gold using a Sputter Coater (Baltec-SCD 050). The mites were 
examined in the scanning electron microscope JEOL 7401-FE (JEOL Ltd., Tokyo, Japan) at an 
accelerating voltage of 4 kV. 

Statistical analysis 
Mortality inR. robini females was expressed as mean percentage ± standard error of the mean. 

A generalized linear model with a binomial distribution and logit link was used to analyse data. 
Treatment and replication were set as fixed effects. The analysis was performed in SAS® Studio for 
Linux (SAS Institute Inc. 2018) using the G L M procedure (PROC GENMOD) of SAS/STAT 
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module (SAS Institute Inc. 2017). Means were separated by the least-square means (LSMEANS) 
statement of SAS with Tukey-Kramer adjustment for multiple comparisons. Dose-response 
experiment data were first subjected to survival analysis. The Kaplan-Meier product limit estimate 
calculated in the LIFETEST procedure in SAS/STAT module was used to determine both the mean 
and the median time to death (LT 5 0 ) for each selected strain. Wilcoxon and log-rank test statistics 
(PROC LIFETEST) were used to test the global hypothesis that mortality (time to death) differed 
between strains. Data were further analysed using Probit analysis (PROC PROBIT) to estimate lethal 
concentrations ( L C 5 0 and L C 9 0 ) . In all tests P values <0.05 were considered statistically significant. 

Results 

In total, 17 strains of EPFs were isolated and identified as species B. bassiana, Beauveria 
brongniartii (Sacc.) Petch, I- fumosorosea, M. anisopliae and Metarhizium indigoticum (Kobayasi 
& Shimizu) Kepler, S.A. Rehner & Humber (Table 1). The results of bioassays revealed that while 
in the control treatment mortality of R. robini females was only 2.8% without any evidence of fungal 
infection, some strains belonging to genus Metarhizium were able to ki l l almost all treated mites 
within four days (Fig. 1). Mycosis on the cadavers followed by sporulation was observed in few 
mites treated by Beauveria spp. strains (Fig. 2 A) and almost on all cadavers of mites treated by 
Metarhizium spp. strains (Fig. 2 B , C). No obvious symptoms of mycosis were found four days after 
the treatment by strains of other EPF species. Observation of pathogenesis revealed that conidia 
germinated in 24 hours and in 48 hours were able to form appressoria (Fig. 3 Al-2) . Strains of 
Metarhizium genera were the fastest in development of conidiophores and sporulation was observed 
as early as 72 hours after fungus application (Fig. 3 B3). 

TABLE 1. Strains of entomopatogenic fungi isolated within this study and used in bioassays. 

Species Strain Country of origin Genbank accession number 

Beauveria bassiana B E A 0 1 Israel MN960362 

B E A 0 2 Israel MN960361 

B E A 0 3 Czech Republic MN960359 

B E A 0 4 Czech Republic MN960363 

Beauveria brongniartii B E A 0 5 Czech Republic MN960372 

Isaria fumosorosea ISA 01 Israel MN960358 

ISA 02 Czech Republic MN960357 

Metarhizium indigoticum M E T 01 Israel MN960355 

Metarhizium anisopliae M E T 02 Israel MN960371 

M E T 03 Israel MN960367 

M E T 04 Israel MN960373 

M E T 05 Czech Republic MN960356 

M E T 06 Czech Republic MN960369 

M E T 07 Czech Republic MN960366 

M E T 08 Czech Republic MN960370 

M E T 09 Czech Republic MN960374 

M E T 10 Czech Republic MN960365 
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FIGURE 1. Mortality of Rhizoglyphus robini adult females treated with various strains of entomopathogenic 
fungi. See Table 1 for the key to EPF strains. Data presented are means (± SE), with three replicates of 96 mites 
for each strain. A generalized linear model was fitted and pairwise between treatment differences were tested 
using the least-square means. Different letters indicate significant differences between columns (PO.05). 
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FIGURE 2. Photographs (dissection microscope, 50 x) of sporulated entomopathogenic fungi on Rhizoglyphus 
robini cadavers. A: Beauveria bassiana strain BEA 02, B: Metarhizium indigoticum strain MET 01, C: 
Metarhizium anisopliae strain MET 08. 

The most virulent were particularly M. anisopliae strains M E T 08 and M E T 07 from the Czech 
Republic and M. indigoticum strain M E T 01 from Israel causing mean mortality 99.3, 98.6 and 
98.3%, respectively. The strain F52 caused also high mortality ofR. robini females (80.6%). Other 
species of EPF turned out to be much less virulent against R. robini. The reference strain of / 
fumosorosea C C M 8367 caused mortality less than 40%. Strains of the genus Beauveria showed 
very low acaropathogenic effect againsti?. robini females. Mortality ranged from 4.9% (BEA 04) to 
25.0% (BEA 02). The effect of strain on virulence against R. robini was highly significant 
(X2=4086.32, df=20, PO.001). No significant differences were found among replications (%2=1.41, 
df=2, P=0.493). 
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FIGURE 3. Scanning electron micrographs showing pathogenesis of Beauveria bassiana strain BEA 02 (A) 
and Metarhizium anisopliae strain MET 08 (B) on Rhizoglyphus robini females at 24 (1), 48 (2), 72 (3) and 96 
(4) hours after fungus application. A l : germinating conidia; B l : attachment of conidia to mite cuticule; A2: 
appressorium (ap) formation; B2 and A3: mycelium on the edge of the anal opening; B3: the beginning of 
sporulation; A4 and B4: details of conidiophores (ci) with conidia (c). 
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Cumulative mortality at the end of dose-response experiments reached 97.9, 99.0 and 99.5% in 
mites treated with the highest concentration of M E T 01, M E T 07 and M E T 08 strain, respectively 
(Fig. 4). First mycosis was observed on the 3 r d day after fungus application at the highest 
concentration when 22.3%, 12.0% and 14.0% of cadavers had symptoms of mycosis in M E T 01, 
M E T 07 and M E T 08 strain, respectively. Four days after the treatment, mycosed cadavers were 
found also at concentrations l x l O 5 and l x l O 6 spores/ml (Fig. 5). Survival analysis of obtained data 
revealed no statistically significant effect of strain at the lowest concentration, i.e. 1 x 103 spores/ml 
(Wilcoxon test, x2=l-705, P=0.426; log-rank test, f = 1.654, P = 0.437) but highly significant 
differences were found at all higher concentrations (Wilcoxon test and log-rank test, P<0.001). The 
shortest median survival time (LT j o=2.0 days) was estimated in strain M E T 07 applied at 
concentration l x l O 7 spores/ml (Table 2). The log-probit regression lines describing relationship 
between concentration of MET01, MET07 and MET08 strains and mortality of R. robini (Fig. 6) 
have a form>-= -3.830 + 0.957x,>-= -3.315 + 0.617x and.y = -3.324 + 0.711*, respectively. The 
estimated values of L C 5 0 and L C 9 0 were lowest in strain M E T 01 (Table 3). 

TABLE 2. Corrected mortality, mean survival time (± SE) and median lethal time (LT5 0) of Rhizoglyphus robini 
adult females treated by suspensions of selected strains of Metarhizium spp. 

Species Strain Concentration(spo res/ml) Mortality11 (%) Survival timeb (days) LTso ( 95% CI) (days) 

M. indigoticum M E T 01 1> <103 11.96 3.81±0.04 N A 

1> <104 40.76 3.64±0.06 N A 

1> <105 95.11 3.09±0.07 3.0 (3.0-4.0) 

1> <106 95.65 2.84±0.07 3.0 ( N A - N A ) 

1> <107 97.83 2.55±0.07 3.0 (2.0-3.0) 

M. anisopliae M E T 07 1> <K)' 4.14 3.74±0.05 N A 

1> <104 10.06 3.72±0.06 N A 

1> <105 12.42 3.67±0.06 N A 

1> <106 48.52 3.45±0.07 4.0 (4.0-NA) 

V <107 

98.82 2.29±0.07 2.0 ( N A - N A ) 

M E T 08 1> <K)' 7.78 3.69±0.06 N A 

1> <104 19.16 3.67±0.06 N A 

1> <105 31.14 3.54±0.07 N A 

1> <106 85.63 3.12±0.07 3.0 (3.0-4.0) 

V <107 

99.40 2.64±0.06 3.0 ( N A - N A ) 

" Percent of dead individuals at the end of experiment corrected for mortality in control using the Abbott equation (Abbott 1925). 
b The mean survival time and its standard error were underestimated because the largest observation was censored and the estimation 
was restricted to the largest event time. 

Discussion 

Fungal insect pathogens are important natural control agents for many insect and other arthropod 
pests. These pathogens have a potential to significantly reduce host insect populations (Burges 1981: 
Carruthers & Soper 1987; McCoy et al. 1988). Many EPF canbe not only entomopafhogenic but also 
acaropathogenic. The study by Chandler et al. (2000) describes many EPF species capable of 
attacking mites. In theory, Acari make good hosts for fungal pathogens because they are generally 
soft bodied and many inhabit environments with humid microclimates (Ferro & Southwick 1984) 
which favour infection and disease transmission (Hajek & St Leger 1994). 
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There are many studies that have focused on the use of the EPF H. thompsonii against mites. In 
laboratory experiments, Gerson et al. (1979) observed 94% mycosis of the carmine spider mite, 
Tetranychus cinnab'annus Boisduval (Acari: Tetranychidae), within four days of inoculation at a 
constant 100% relative humidity (RH), 68% mycosis at 100%RH for 18 hperday, and 23%mycosis 
at 100% R H for 6 h per day. Hirsutella thompsonii was also shown to be effective against the two-
spotted spider mite, Tetranychus urticae Koch in laboratory bioassays, causing 96.5% mortality with 
unformulated conidia and up to 99% mortality with the formulated Mycar® (Gardner et al. 1982). 
McCoy etal. (1971) applied the mycelia of H. thompsonii against the citrus rust mite, Phyllocoptruta 
oleivora (Ashmead) (Acari: Eriophyiidae) infestation on citrus trees, observing sporulation after 
about 48 h followed by a decline in mite infestation, which only began to recover 10-14 weeks later. 
In contrast, Sztejnberg et al. (1997) reported a failure of an isolate of H. kirchneri, obtained from the 
cereal rust mite (original accession number CMI 257456) to infect R. robini. Another EPF that has 
an acaropathogenic effect is Neozygites floridana (Weiser & Muma) Remaud. & S. Keller. It was 
first described as the cause of population declines in the Texas citrus mite, Eutetranychus banksi 
(McGregor) in Florida (Weiser & Muma 1966). Neozygites floridana is highly effective against the 
two-spotted spider mite, T. urticae and the tobacco spider mite, Tetranychus evansi Baker and 
Pritchard in several major crops where it causes natural epizootics (Humber et al. 1981; Klubertanz 
et al. 1991; Nordengen & Klingen 2006; Duarte et al. 2009). 

TABLE 3. Lethal concentrations of selected strains of Metarhizium spp. against Rhizoglyphus robini adult 
females. 

Species Strain LCso LC90 X 2 P 

M. indigoticum M E T 01 l . O l x l O 4 2.20x10 s 306.79 <0.001 

M. anisopliae M E T 07 2.36x10 s 2.81x10' 286.42 <0.001 

M E T 08 4.74x10-1 3.01x10« 319.56 <0.001 

In the present study, new strains of "nonspecialist" mitosporic fungi Beauveria spp., Isaria sp. 
and Metarhizium spp. were tested against the bulb mite R. robini under laboratory conditions. The 
most effective strains were those belonging to the genus Metarhizium. This genus is one of the most 
widely used fungus in mycoinsecticides throughout the world, mainly as an inundative control agent 
(Zimmermann 2007). According to Goettel et al. (1990) the host range of M. anisopliae includes 
Symphyla, Orthoptera, Dermaptera, Isoptera, Homoptera, Heteroptera, Diptera, Coleoptera, 
Hymenoptera, Siphonaptera, Lepidoptera and Acari, as well as some nontarget hosts, e.g. those 
belonging to Malacostrata (Amphipoda) and Ephemeroptera. A summary of the safety of M. 
anisopliae has been reviewed by Zimmermann (2007). 

Metarhizium genus shows very high virulence to many mite species, as evidenced by several 
studies (Kaaya et al. 1996; Smith et al. 2000; Zimmermann 2007; Tomer et al. 2018). The results of 
the present study revealed that Czech strains of M. anisopliae M E T 07 and M E T 08 caused almost 
100% mortality inR. robini females in four days of incubation. The highest virulence was found in 
M. indigoticum strain M E T 01 from Israel in which the lowest median lethal concentration 
(LC 5 0=1.01xl0 4) was estimated compared to the above mentionedM. anisopliae strains. Their L C 5 0 

values were still much lower (4.74* 104 and 2.36* 105) than that reported by Wekesae/a/. (2005) for 
M. anisopliae strain in which the lowest L C 5 0 was 0.7x 107 conidia/ml 7 days after application on T. 
evansi under laboratory conditions. The differences in efficacy may be due to different EPF strain or 
host species or due to the fact that in the present study conidia in suspensions were activated for 12 
hours prior to their application which is known to synchronize germination of spores (Dillon & 
Charnley 1985, 1990). Recent study by Ment et al. (2020) demonstrated high efficacy against R. 
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robini in M. brunneum isolate Mb7. Conidia of this fungus applied in-vitro at concetration 1 x 107 

caused mortality of mites 43% and 100% at three and seven days post inoculation, respectively and 
the estimated LT50 value was 4.3 days. Drench application in potted onion experiments also 
significanly reduced bulb mite population compared to untreated control (Ment et al. 2020). 
Reference strain F52 of M. brunneum, the active ingredient of mycopesticide Met52® EC, is effective 
against many arthropod pests including the larvae of the black vine weevil Otiorhynchus sulcatus 
(Moorhouse et al. 1993; Brack & Donahue 2007; Ansari & Butt 2013), chilli thrips Scirtothrips 
dorsalis (Arthurs et al. 2013), Japanese beetle larvae Popillia japonica (Behle et al. 2015; Kraeger 
et al. 1992), the Asian longhorned beetle Anoplophora glabripennis (Gardescu et al. 2017; Clifton 
et al. 2020) and the tick Ixodes scapularis (Bharadwaj & Stafford 2010; Stafford & Allan 2010). In 
the present study F52 strain also caused high mortality of R. robini (80%) but lower than other 
Metarhizium spp. strains tested. 

o J —1 1 1 r 
1 2 3 4 

Time after treatment (days) 

FIGURE 4. Cumulative mortality of Rhizoglyphus robini treated by Metarhizium indigoticum strain MET 01 
(A) and Metarhizium anisopliae strains MET 07 (B) and MET 08 (C). Data presented are means (± SE), with 
two replicates of 96 mites for each strain and concentration. 
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Strain of entomopathogenic fungus 
FIGURE 5. Percentage of mycosed cadavers of Rhizoglyphus robini adult females treated by Metarhizium 
indigoticum strain MET 01 and Metarhizium anisopliae strains MET 07 and MET 08. Data presented are means 
(± SE), with two replicates of 96 mites for each strain and concentration. 

The strains of other EPF species, Isaria sp. and Beauveria spp. tested in the present study 
showed much lower efficacy against R. robini than strains of Metathizium spp. Reference strain 
C C M 8367 of /. fumosorosea caused 40% mortality which was slightly higher compared to the two 
other I. fumosorosea strains tested. This strain was reported to be a promising biocontrol agent 
against several insect pests (Hussein et al. 2013, 2016; Prenerova et al. 2013) although recent 
findings demonstrated that some pests might be resistant to infection (Zemek et al. 2020). The strain 
also turned out to be virulent against T. urticae (Zemek et al. 2016). High virulence of /. fumosorosea 
against T. urticae was found earlier by K i m et al. (2008). This EPF species was found to be effective 
also against the broad mite, Polyphagotarsonemus latus (Bank) (Acari: Tarsonemidae) (Pena et al. 
1996), T. cinnabarinus (Shi & Feng 2004a,b), Eutetranychus orientalis (Klein) (El-Sharabasy 2015) 
and the European red mite, Panonychus ulmi (Koch) (Graeff et al. 2017) whereas it provided only 
moderate effect against P. oleivora compared to B. bassiana a n d M anisopliae (Robles-Acosta et al. 
2019). When I. fumosorosea is applied together with other biological control agents, its side effects 
against non-target species like predatory mites or parasitoids needs to be assessed (Zemek et al. 
2017). For example, in a recent study by Chen et al. (2020), the fungal entomopathogen / 
fumosorosea exhibited low toxicity to the predatory mite Neoseiulus cucumeris (Oudemans). 

High efficacy of B. bassiana against mite pests has been documented by several authors. Khoury 
et al. (2020) compared the virulence of blastospores and aerial conidia of different strains of B. 
bassiana against different life stages of T. urticae under laboratory and greenhouse conditions with 
high mortality after exposure mainly to blastospores. Under laboratory conditions, the LT50 values 
of conidia of the Lebanese strain of B. bassiana (concentration 1><107) was estimated to be 5.6 and 
7.5 days for adults and for motile juveniles, respectively. Shi et al. (2008) demonstrated that B. 
bassiana had a significant ovicidal effect on the two-spotted spider mite, with up to 87.5% egg 
mortality in laboratory bioassays while a significant negative effect on reproductive potential of T. 
urticae females was reported by Shi and Feng (2009). Chandler et al. (2005), in a greenhouse 
experiment, demonstrated up to 97% reduction in T. urticae abundance when the commercial 
biopreparate Naturalis-L based on B. bassiana was applied. Wekesa et al. (2005) studied the 
pathogenicity of B. bassiana against T. evansi and determined the LC50 of l . l x l O 7 conidia/ml. 
Studies with other mite species reported promising results for B. bassiana against P. latus in 
laboratory bioassays and greenhouse trials (Pena et al. 1996) and with various fungal isolates against 
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the false spider mite, Brevipalpus phoenicis (Geijskes) (Acari: Tenuipalpidae) under laboratory 
conditions (Rossi-Zalaf & Alves 2006). The strain G H A has been reported to be highly efficient in 
control of many insect pest species (Liu & Bauer 2008; Mukawa et al. 2011; Clavet et al. 2013; 
Parker et al. 2015) and was found to be virulent also against T. urticae (Ullah & L i m 2015). In the 
present study, however, the efficacies of all tested Beauveria spp. strains against R. robini were 
rather low confirming the fact that the virulence of infective propagules of B. bassiana may vary with 
respect to the arthropod host or their developmental stage (Khoury et al. 2020). 

100 

1X10' lxlCT l x K f 1X10J 1X10" 
Concentration (conidia/ml) 

100 

t o 

B 

1X10' 1X10 1X10" 1X10° 
Concentration (conidia/ml) 

100 

Concentration (conidia/ml) 
FIGURE 6. Log-probit regression lines of concentration-mortality response of Rhizoglyphus robini to 
Metarhizium indigoticum strain MET 01 (A) wAMetarhizium anisopliae strains MET 07 (B) and MET 08 (C). 
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The above results indicate that R. robini is more resistant to some EPF species than to others. 
This might be linked to some compounds found in R. robini which have been shown to possess 
antifungal activity. Leal et al. (1990a) described hexyl rhizoglyphinate and showed that it inhibited 
mycelial growth of several species of fungi. Further studies are needed to elucidate i f this inhibitory 
effect is species-specific, e.g. i f it negatively affects Beauveria spp. or Isaria sp. more than 
Metarhizium spp. The role of other compounds, such as the monoterpenoids robinal (Leal et al. 
1990b) and isorobinal (Sakata et al. 1996) in adaptation of bulb mites to live next to some acaro/ 
entomopathogenic fungi in soil environments also remains to be explored. 

Conclusions 

Acaropathogenic status was demonstrated in most strains of EPF isolated from soil of onion and 
garlic fields. The most virulent strains of M. anisopliae (MET 08) from the Czech Republic a n d M 
indigoticum (MET 01) from Israel caused almost 100% mortality inR. robini females. Results of the 
present study thus indicate that particularly that species of EPF belonging to the genus Metarhizium 
can be promising new biocontrol agents against R. robini. Further research needs to be carried out to 
verify if application of EPF is viable as an alternative method to chemical control of bulb mites under 
greenhouse and field conditions. 
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Abstract: Buxus sp. is an important native and ornamental tree in Europe threatened by a serious 
invasive pest Cydalima perspectalis. The larvae of this moth are able to defoliate box trees and cause 
their death. The development of novel biopesticides targeting this pest might help protect Buxus 
trees grown wildly or in city parks. Laboratory experiments were conducted to assess the efficacy of 
entomopathogenic fungus Isaria fumosorosea strain CCM 8367 against C. perspectalis. The last-instar 
larvae of the box tree moth were treated by the suspension of fungus conidia at concentrations ranging 
from 1 x 104 to 1 x 108 spores per 1 mL. Fungus infection was observed mostly in pupae, but the 
maximum mortality did not exceed 60%, indicating a very low susceptibility of C. perspectalis to 
I. fumosorosea. Furthermore, a number of ungerminated fungal conidia were found on larval cuticles 
using a low-temperature scanning electron microscopy. Our data also reveal that the hydroalcoholic 
extract from B. sempervirens leaves significantly inhibits both the germination of I. fumosorosea 
conidia and fungus growth. It can be speculated that the strain CCM 8367 of I. fumosorosea is not a 
potent biocontrol agent against C. perspectalis and low virulence of the fungus might be due to the 
accumulation of host plant phytochemicals having antimicrobial activity in larval cuticle of the pest. 

Keywords: Buxus; entomopathogenic fungi; invasive pests; virulence; alkaloids; antimicrobial activity 

1. Introduction 

Box trees, Buxus sp., are important evergreen shrubs occurring in natural Buxus forests [1] or 
grown as ornamental trees in city parks in Europe. They are now endangered by the box tree moth 
(BTM), Cydalima perspectalis (Walker) (Lepidoptera: Crambidae), which is a serious invasive pest 
native to Asia that was first detected in Germany in 2007 and has since invaded a large area causing 
significant damage [2,3]. This pest overwinters at the larval stage [4,5] and can have two to four 
generations per year in Europe depending on abiotic conditions [6]. Natural enemies do not suppress 
the C. perspectalis population, which is probably because this exotic species does not seem to be a 
good host for native parasitoids [4,7,8]. Thus, the pest is able to destroy Buxus tree completely in 
one season [9]. Some synthetic chemical insecticides are effective in C. perspectalis control [10]. Still, 
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their application in natural habitats is problematic because of their adverse side effects on non-target 
species. Their frequent application possibly leads to the risk of resistance development in the pest. 

The use of microbial biopesticides against BTM offers a unique alternate solution to broad-spectrum 
chemical insecticides. Thebest results have been obtained by usingproducts based onBacillusthuringiensis 
Berliner (Bacillales: Bacillaceae) while entomopathogenic nematode Steinernema carpocapsae (Weiser) 
(Rhabditida: Steinernematidae) was less successful [11]. Entomopathogenic fungi (EPFs) represent 
other promising biocontrol agents. Their advantages are that they do need to be ingested as they are able 
to penetrate the host cuticle and can be relatively easily produced [12]. A number of mycoinsecticides, 
most commonly based on Beauveria bassiana (Balsamo) Vuillemin (Hypocreales: Cordycipitaceae), 
Metarhizium anisopliae (Metsch.) Sorokin, (Hypocreales: Clavicipitaceae), Isaria fumosorosea (WIZE) 
Brown & Smith (Hypocreales: Cordycipitaceae), and B. brongniartii (Saccardo) (Hypocreales: 
Cordycipitaceae) have been developed in the world [13]. To our knowledge, only B. bassiana strain 
GY1-17 was tested against BTM in Korea, but larvae were not affected significantly [14]. 

The present study aimed to assess the possibility of fungal biocontrol of C. perspectalis by 
1. fumosorosea, which is known to be virulent to many insect species including a wide variety of 
butterflies and moths [15-17] and has received significant attention as a possible biological control 
agent for several economically important pests [18]. The obtained results showed low efficacy of the 
fungus against this pest. Therefore, additional experiments were conducted to test the hypothesis 
that the low effectiveness might be due to the antifungal activity of some host plant phytochemicals 
consumed by the mothlarvae. Low-temperature scanning electron microscopy revealed that the number 
of I. fumosorosea conidia did not germinate. In vitro experiments confirmed that the hydroalcoholic 
extract of Buxus leaves suppressed spore germination and fungus growth. 

2. Materials and Methods 

2.1. Insects 

Last-instar larvae of C. perspectalis were collected from unsprayed Buxus sempervirens trees located 
in a private garden in Stare Hodevjovice (South Bohemia, Czech Republic, 49o N) and maintained in 
net cages at a room temperature with 16L:8D photoperiod for a few days before they were used in 
bioassays. Young twigs of untreated box trees collected in the vicinity of the Biology Centre, Ceske 
Budevjovice were provided as food and replaced with fresh ones when needed. 

2.2. Entomopathogenic Fungus 

Isaria fumosorosea strain CCM 8367 was used in this study. The strain was isolated from the pupa 
of the horse chestnut leaf miner, Cameraria ohridella, Deschka & Dirnic' (Lepidoptera: Gracillariidae) 
collected in the Czech Republic [19] and deposited in the Czech Collection of Microorganisms in Brno 
as a patent culture [20,21]. 

The fungus was grown on PDA medium (Sigma-Aldrich, Darmstadt, Germany) at 25 ± 1 o C and a 
16L:8D photoperiod. After 10 days of incubation, the spore suspensions were prepared from each strain 
by scraping off conidia into the sterile solution of 0.05% (v/v) Tween® 80 (Sigma-Aldrich, Darmstadt, 
Germany). The suspension was filtered through sterile gauze to separate the mycelium and clusters 
of spores. In uniform suspension, the spores were counted with a Neubauer improved counting 
chamber (Sigma-Aldrich, Darmstadt, Germany), and subsequently, the suspension was adjusted to the 
required concentration. 

The viability of spores was verified using a standard germination test [22]. Ten drops from 
suspension were applied using a 1 uL inoculation loop on the surface of 2% water agar, which was 
poured in a thin layer onto the surface of a sterile slide. After the drops had dried, the slides were 
moved into a wet chamber and incubated at temperature 25 ± 1 o C for 24 h. The percentage of 
germinating spores was determined using an Olympus CH20 light microscope (Olympus Optical Co., 
Ltd., Tokyo, Japan); bright field, 400x magnification. The spore germination in all tests was 100%. 
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2.3. Bioassays 

2.3.1. The Efficacy of I. fumosorosea against C. perspectalis 

Five concentrations of I. fumosorosea ranging from 1 x 104 to 1 x 108 spores per 1 mL were used 
in this experiment. The last-instar larvae of BTM in treated groups were individually immersed in 
the suspension of conidiospores of the fungus for five seconds (dip-test). All specimens in a control 
group were immersed in sterile solution of 0.05% Tween® 80 only. Then, the larvae were placed into 
polystyrene Petri dishes (vented, inner diameter 90 mm, height 15 mm, Gosselin™, Borre, France) lined 
with moist filter paper (KA 0, Papírna Perštejn, Ltd., Perštejn, Czech Republic) and kept under constant 
conditions (25 ± 1 o C and 16L:8D photoperiod). Larvae were fed with B. sempervirens leaves, which were 
replaced daily until larva developed into pupa or died. The filter paper was also daily moistened by 
distilled water to maintain optimal humidity inside the Petri dishes. The insects were monitored daily 
for a period of three weeks to record insect development, mortality, and the development of mycosis 
on cadavers until all individuals died or adults emerged. 

All bioassays described above were repeated twice; each replication tested 15 insect individuals. 
Mycosis on cadavers and emerged adults were documented by digital cameras Olympus SP-510 
(Olympus Optical Co., Ltd., Tokyo, Japan) and Nikon Coolpix 4500 (Nikon Corporation, Tokyo, Japan) 
mounted on a tripod and using macro mode. 

2.3.2. Scanning Electron Miscroscopy of I. fumosorosea Conidia Germination on Cuticle of 
C. perspectalis Larvae 

In vivo germination of fungal conidia on the insect cuticle was examined by low-temperature 
scanning electron microscopy (LT-SEM). BTM larvae were treated by immersing in suspension of 
I. fumosorosea conidia (concentration 5 x 107 spores mL-1) and incubated for 0, 24, and 48 h at the 
temperature of 25 o C . The larvae were mounted on an aluminum stub using Tissue-Tek (C.C.T.D. 
Compound, The Netherlands). The samples were extremely fast (<10-3 K/s) frozen in vapor of 
liquid nitrogen. After freezing, the samples were transfered into a GATAN ALTO-2500 high vacuum 
cryo-preparation chamber (Gatan Inc., Abingdon, UK). The surface of the sample was sublimated 
(freeze-etched) for 5 min at the temperature of -95 o C and at -130 o C . After sublimation, the samples 
were sputter-coated with gold at the temperature of -130 o C . Coated samples were inserted into the 
chamber of a JEOL JSM-7401F Field Emission Scanning Electron Microscope (JEOL Ltd., Tokyo, Japan). 
Images were obtained by the secondary electron signal at an accelerating voltage of 4 kV and current 
10 \xA using an Everhart-Thornley Detector (ETD). 

2.3.3. The Effect of B. sempervirens Extract on I. fumosorosea Germination and Growth 

Plant material was collected from untreated B. sempervirens trees grown in the Biology Centre 
garden. The extract used for the study was prepared at the concentration of 20% (w/v) by grinding 2 g of 
fresh leaves in 10 mL of solvent (water-ethanol 1:1 mixture). Analytic grade ethanol (Penta Ltd., Czech 
Republic) and distilled water were used. The mixture was filtered through filter paper (KA 0, Papírna 
Perštejn, Ltd., Czech Republic) to remove particulate materials, and one milliliter of fresh extract was 
spread on the surface of 2% water agar in Petri dish and left to dry for 24 h. Then, a suspension of 
I. fumosorosea conidia was applied using an inoculation loop on the surface. Germination was evaluated 
in 100 spores after 24 h of incubation at 25 ± 1 o C as described above. The control plate was treated with 
solvent only. The experiment was conducted in three replicates. Spore germination was documented 
by NIS-Elements Imaging Software and a Nikon Eclipse E200 microscope equipped with Nikon DS-FÍ3 
color camera (Nikon Corporation, Tokyo, Japan). 

The effect B. sempervirens extract on fungus growth was measured by a modified inhibition zone 

assay [23]. A half mL of conidia suspension in 0.05% Tween® 80 at a concentration 1 x 10 spores m L - 1 

was spread evenly on potato dextrose agar (PDA) medium in a plastic Petri dish (diameter 90 mm). 
A hydroalcoholic extract of B. sempervirens leaves prepared as described above was applied on filter 
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paper discs (diameter 14 mm) in a dose 150 |aL per disc. Control discs were treated with 150 |aL of 
the pure solvent. The solvent was allowed to evaporate, and paper discs were placed carefully in the 
center of PDA plates. After 7 days incubation at 25 o C , the plates were photographed by a digital 
camera Olympus SP-510 (Olympus Optical Co., Ltd., Tokyo, Japan) mounted on a tripod to document 
differences in fungus growth. Then, the area of plate in the center not covered by I. fumosorosea 
mycelium was measured using ImageJ, a Java-based image analysis software [24]. The assay was 
conducted using 10 dishes (replications) for both treatment and control. 

2.4. Data Analysis 

To analyze the effect of treatment on developmental time of C. perspectalis larvae and pupae, 
we fitted generalized linear models (GLM) with a Poisson error distribution and log link function. 
Mortality as well as germination data were analyzed using GLM with a binomial distribution and logit 
link. Treatment and replication were set as fixed effects. The analyses were performed in SAS® Studio 
for Linux [25] using the GLM procedure (PROC GENMOD) of SAS/STAT® module [26]. Means were 
separated by the least-square means (LSMEANS) statement of SAS with Tukey-Kramer adjustment for 
multiple comparisons, p-values <0.05 were considered statistically significant. Lethal concentrations 
(LC50 and LC90) were estimated using Probit analysis (PROC PROBIT). Differences in area not covered 
by I. fumosorosea mycelium were compared by an exact Wilcoxon two-sample test (PROC NPAR1WAY) 
of the SAS/STAT® module. 

3. Results and Discussion 

Most BTM larvae successfully passed to pupa regardless of treatment (Table 1), and no statistically 
significant effect of treatment on the duration of the larval stage was observed (x2 = 10.08, df = 5, 
p = 0.0730). Similarly, treatments had no significant effect on the duration of the pupal stage (x2 = 0.19, 
df = 5, p = 0.9992), but higher mortality was observed in all treatments; the maximum mortality of 
46.4% pupae was found with the highest concentration of fungal treatment. 

Table 1. The effects of Isaria fumosorosea on the development of Cydalima perspectalis. 

Last-Instar Larvae Pupae Malformed 
Treatment1 Duration Died/Mycosed Duration Died/Mycosed Adults 

Mean± SE n % Mean ± SE n % % 
C o n t r o l 4.24 ± 0 . 4 1 29 3.3/0 10.10 ± 0.15 21 27.6/0 0 
1 x 10 4 5.04 ± 0.58 28 6.7/0 10.33 ± 0.11 18 35.7/0 0 
1 x 10 5 5.53 ± 0.54 30 0/0 10.17 ± 0.13 24 20.0/0 0 
1 x 10 6 4.87 ± 0.43 30 0/0 10.46 ± 0.10 26 13.3/0 0 
1 x 10 7 5.00 ± 0.31 30 0/0 10.33 ± 0.11 21 30.0/10.0 0 
1 x 10 8 3.96 ± 0.32 28 6.7/3.3 10.27 ± 0.25 15 46.4/28.6 20.0 

1 Concentration of conidia per mil l i l i ter of suspension. 

Mycosis was observed only in treatments of 1 X 107 and 1 X 108 conidia per 1 mL when 10% and 
28.6% of pupae cadavers, respectively, were obviously infected by the fungus (Table 1). Infection by 
I. fumosorosea was later confirmed when fungus sporulated (Figure 1). 

Interestingly, several adults that emerged from larvae treated by the highest conidia concentration 
were malformed (Table 1, Figure 2) and died in 1-2 days. A similar effect was observed when 
I. fumosorosea was applied to Spodoptera littoralis (Boisd.) [27]. 
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(a) (b) 

Figure 2. (a,b) Malformed adults of Cydalima perspectalis emerged in a group of larvae treated by 
Isaria fumosorosea at a concentration 1 x 108 conidia/mL. 

The cumulative mean mortality, including mortality in malformed adults, varied among treatments 

and reached a maximum value of 60% when larvae were treated by a suspension of 1 x 10 8 conidia per 
1 m L (Figure 3a). Thus, the highest mortality corrected for mortality in the control group [28] was only 
42.9%. Although the effect of treatment on mortality was significant (x2 = 18.67, df = 5, p = 0.0022) and 

no significant differences were found between replications (x2 = 0.45, df = 1, p = 0.5004), the results 

indicate the very low susceptibility of C. perspectalis to I. fumosorosea. 
The low efficacy is rather surprising, because the strain C C M 8367 of I. fumosorosea used in 

this study was previously found to be highly virulent against several pest species. For example, 
the mortality of pupae of C. ohridella, an invasive pest of Aesculus hippocastanum in Europe [29], treated 
by blastospores or conidia suspension of concentration 5 x 10 7 spores per 1 m L reached 100% over a 
few days [20]. Later, the high efficacy of this strain was confirmed against Spodoptera littoralis (Boisd.) 
in which an application of C C M 8367 blastospores at a concentration of 5 x 10 7 per 1 m L caused 
larval mortality >90% [27]. The high efficacy of C C M 8367 under laboratory conditions similar to that 
used in the present study was reported also against Colorado potato beetle, Leptinotarsa decemlineata, 
(Say) (Coleoptera: Chrysomelidae) larvae [30]. This indicated that the strain could be a prospective 
biocontrol agent, although some side effects against non-target natural enemies were also reported [31]. 
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Figure 3. (a) Mean cumulative mortality (±SE) of Cydalima perspectalis (including mortality of malformed 
adults) treated with various concentrations of Isaria fumosorosea conidia. A generalized linear model was 
fitted and pairwise between treatment differences were tested using the least-square means. Different 
letters indicate significant differences between columns (p < 0.05); (b) Log-probit regression line of 
concentration-mortality response of C. perspectalis to I. fumosorosea. 

The log-probit regression line describing the relationship between concentration and mortality 
has a form y = -1.264 + 0.135x (Figure 3b), but the slope was not statistically significant (x2 = 3.27, 
df = 1, p = 0.071). Thus, the extrapolated values of L C 5 0 = 2.42 x 10 9 and L C 9 0 = 7.88 x 10 1 8 were 

very high. For example, this contrasts wi th the LC50 and L C 9 0 values of 1.03 X 10 6 and 8.67 X 10 7, 
respectively, reported for L. decemlineata [30]. 

LT-SEM imaging of I. fumosorosea conidia on the cuticle of B T M larvae revealed a high number of 
spores immediately after treatment (Figure 4a,b), but after 24 and 48 h of incubation, the number of 
attached spores seemed to be much lower, as we found them only in some places of larvae, usually 
as small groups or indiv idual conidia. This indicates low conidial attachment to the larvae cuticle. 
Examination further showed that the number of spores d id not germinate (Figure 4d-f). This finding 
might explain the low virulence of the fungus against C. perspectalis because the successful germination 
of fungus conidia on the host cuticle has been considered to be necessary for infection [32,33]. Several 
studies documented that the cuticle of some arthropods repress the germination of EPF spores or 
further development of germlings and appressoria formation [34,35]. One of the reasons might be the 
presence of antifungal compounds on the cuticle [36,37], which might be also case of C. perspectalis. 

Results of in vitro experiments using B. sempewirens hydro-alcoholic extract revealed that this 
extract has a negative effect on the germination of I. fumosorosea conidia (Figure 5). In the control 
treated by solvent, the mean germination was 100% (SE = 0, n = 3), while on extract-treated agar, 
the mean germination was only 92.67% (SE = 0.88, n = 3) in average. The difference was statistically 
highly significant (x2 = 31.36, df = 1, p < 0.0001). 

The inhibition zone assay showed the suppression of I. fumosorosea mycelium growth on filter paper 
discs treated by B. sempewirens extract. The mean area not covered by mycelium was 0.02 ± 0.01 m m 2 

and 53.83 ± 19.86 m m 2 in control and treated discs, respectively. The differences were statistically 
significant (Z = -2.184, p = 0.028). 

Our findings indicate the presence of phytochemicals in box tree leaves having some activity against 
entomopathogenic fungi. Several secondary plant compounds were found to have a negative effect 
on the germination of I. fumosorosea blastospores, indicating that the presence of allelochemicals on a 
substrate (e.g., insect cuticle or leaf) maybe an additional constraint to the survival of entomopathogenic 
fungi [38]. The Buxus trees contain a lot of alkaloids, some of which are sequestered by C. perspectalis 
larvae, while some are metabolized and/or excreted [39]. The antimicrobial activity of substances 
extracted from B. sempewirens by 65% ethanol were found earlier [40], and similar effects of box 
tree extracts were confirmed by other authors [41]. Thus, it is thus likely that B T M larvae use 
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phytochemicals obtained from the host plant for their own defense against the invasion of microbial 
pathogens. This might explain the low efficacy of two strains of entomopathogenic fungi, I. fumosorosea 
(present study), and B. bassiana [14] against BTM. 

SE GB-L LEI 1.0kV X2.500 WD 10.0rr SE GB-L LEI LOkV X5.000 WD 10.0mm 1j«n 

(e) (f) 

Figure 4. Low-temperature scanning electron microscope (LT-SEM) image of Isaria fumosorosea conidia 
on the cuticle of Cydalima perspectalis larva. (a,b) Conidia immediately after the fungus application; 
(c) Conidium with germ tube after 24-h incubation; (d) Ungerminated conidium after 24-h incubation; 
(e) Group of ungerminated conidia after 24-h incubation; (f) Ungerminated conidia after 48-h incubation. 
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(a) (b) 

Figure 5. Germination of Isaria fumosorosea conidia on: (a) a control agar plate treated with solvent 
only; (b) agar plate treated with Buxus sempervirens extract. Arrows indicate spores with no or little 
germination peg. Traces of plant extract are visible on the agar surface. 

It may be concluded that the strain C C M 8367 of I. fumosorosea is not a potent biocontrol agent 
against C. perspectalis and that the reason for the low efficacy of the fungus might be the accumulation 
of host plant phytochemicals wi th antimicrobial activity in the fifth-instar larvae cuticle of the pest. 
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Simple Summary: The Colorado potato beetle is a serious insect pest, attacking mainly potato. 
This pest causes severe yield loss all over the world and it is difficult to control by chemical pesticides 
because it quickly develops resistance to them. In our study we investigated the potential of the 
fungus Beauveria bassiana, a natural pathogen of insects, to kill adults of the Colorado potato beetle. 
The novelty of this study is that strains of the fungus were isolated from naturally infected adults of 
the pest which were collected in potato fields in the Czech Republic. A suspension of B. bassiana spores 
was applied to test beetles and their survival was observed under constant conditions. Obtained 
results revealed that some strains of the fungus were able to kill almost all treated beetles in 21 days 
and can be therefore recommended for the development of a new biopesticide. The results of this 
study can thus be applied in effective biological control of the most serious pest of potato. 

Abstract: The Colorado potato beetle, Leptinotarsa decemlineata (Say), is a serious, widely distributed 
pest of potato and other crops. This pest is able to defoliate the host plant and cause severe yield loss. 
Moreover, the pest quickly becomes resistant to many chemical pesticides. Therefore, the develop­
ment of novel biopesticides targeting this pest is urgently needed. The purpose of this study was to 
obtain new strains of the entomopafhogenic fungus Beauveria bassiana and assess their efficacy against 
L. decemlineata adults under laboratory conditions. Twelve strains were isolated from cadavers of 
Colorado potato beetles collected in potato fields in the Czech Republic. Test beetles were treated by 
suspensions of conidia at the concentration of 1 x 107 spores per milliliter and their survival was 
recorded daily for three weeks. The results of the bioassays revealed that all new native strains were 
pathogenic to L. decemlineata adults and caused mortality up to 100% at the end of the trial period 
with an LT50 of about 7 days. These strains were more virulent than a reference strain G H A and some 
of them can be recommended for the development of a new mycoinsecticide against L. decemlineata. 
Our findings also highlight the importance of searching for perspective strains of entomopathogenic 
fungi among naturally infected hosts. 

Keywords: potato; insect pest; entomopafhogenic fungi; biological control; efficacy; mycoinsecticides 
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1. Introduction 

The Colorado potato beetle (CPB), Leptinotarsa decemlineata (Say) (Coleoptera: Chrysomeli-
dae), is a serious pest of potatoes (Solanum tuberosum L.) in the U S A and Europe as wel l 
as in As ia [1-3]. The biology and history of its spread have been reviewed in detail else­
where [4,5]. Adults and larvae feed on leaves and can develop two complete generations 
in warm regions. Without control measures, the beetle can cause severe reductions in tuber 
yield or quality (tuber size) [5]. Chemical pesticides which have been used frequently 
for the last few decades to manage this pest are, however, often hazardous for human 
health as well as the ecosystem. In addition, CPB has evolved resistance to many registered 
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pesticides [6-11] and C P B thus becomes one of the most difficult insect pests to control. 
Resistance of C P B to chemical pesticides, concern about then harmful effects on the envi­
ronment, and increasing public demand for reduction of pesticide residues in food call for 
alternative, safer, yet effective control agents [12-14]. 

In addition to arthropod natural enemies of CPB, such as carabid beetles [15], lacewings 
larvae [16] and lady beetles [17], and besides entomopathogenic nematodes [18,19] or 
Bacillus thuringiensis [20], biological control using mycoinsecticides can be a good, en­
vironmentally friendly alternative to broad-spectrum chemical insecticides [21]. Many 
biopesticides based on entomopathogenic fungi (EPF) such as Beauveria bassiana (Bals.-Criv.) 
Vui l l . , Isaria fumosorosea Wize (Hypocreales: Cordycipitaceae), or Metarhizium anisopliae 
(Metsch.) Sorokin (Hypocreales: Clavicipitaceae) have been developed wor ldwide since 
the 1960s [22]. Their advantages are that they can be relatively easily produced, are able to 
penetrate the host cuticle so they do not need to be ingested [23], and there is no risk of 
resistance development in target pests and none or few side effects on non-target organisms. 
Moreover, synergistic combinations of microbial control agents with other technologies are 
expected to occur in the future [24]. 

The efficacy of several EPF species against CPB has been investigated in many studies. 
For example, in various experiments, including field trials wi th Isaria farinosa (Holmsk.) 
Fr. alone and in combination wi th other fungi, h igh efficacy of fungus treatment was 
reported in Poland [25,26], the Czech Republic [27], and in Austria [28]. Another species of 
entomopathogenic fungus successfully tested against CPB was I. fumosorosea. Strain C C M 
8367 of this species isolated from Cameraria ohridella, Deschka and Dimic' (Lepidoptera: 
Gracillariidae) [29-31] caused high mortality against CPB larvae under laboratory condi­
tions [19]. Field trials of another study revealed that potato plots treated wi th I. fumosorosea 
or B. bassiana had significantly higher tuber yield compared to an untreated control but 
still lower than the yield obtained from the plots protected wi th chemical pesticides [32]. 
Similar results were obtained in small field plot experiments in the U S A [33]. A study on 
the effect of B. bassiana on foliage consumption by C P B larvae revealed that the treatment 
reduced leaf consumption by up to 76.2%, and increasing the fungus dose reduced the 
larval feeding period [34]. Wraight and Ramos reported significant reductions of C P B 
populations after B. bassiana foliar treatments [35,36]. The highest sensitivity of C B P to 
B. bassiana (strain NDBJJ-BFG) was reported in the youngest larval instars using when 
LC50 was only 10 5-10 6 while in adults LC50 values were 10 -10 8 [37]. A recent laboratory 
study of 14 Turkish isolates of B. bassiana showed high variability in mortality among 
the strains and developmental stages of C P B . Some isolates caused the highest mortality 
between 96.7 and 100% in the 1st and 2nd instar larvae [38] when they were sprayed wi th 
a suspension of 1 x 10 7 conidia per mL. 

The present study was aimed to assess the virulence of new strains of B. bassiana 
isolated against C P B adults. The novelty of the study is that strains were isolated from 
naturally infected L. decemlineata collected in the Czech Republic. The obtained results 
are intended to contribute to the development of safe and efficient biocontrol of the most 
serious pest of potato. 

2. Materials and Methods 
2.1. Beauveria Bassiana Strains 

Twelve strains were isolated from naturally B. tassfana-infected adults of L. decemlineata 
found among hundreds of beetles collected in several commercial and experimental potato 
fields in South and West Bohemia, the Czech Republic, during the spring season in 2019. 
The beetles from different populations were kept isolated under greenhouse conditions for 
1-2 weeks on potted potato plants (cv. Magda) grown from in vitro cultures in sterilized 
soil substrate. Dead individuals were placed on sterile wet filter paper in Petri dishes 
to stimulate the growth of fungi. EPF strains were isolated from C P B cadavers showing 
mycosis symptoms typical for B. bassiana infection. The strains were purified using a selec­
tive medium based on Potato Dextrose Agar (PDA) (Sigma-Aldrich, Darmstadt, Germany) 
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with a fungicide dodine (0.05 g / L ) and antibiotics cycloheximide (0.25 g / L ) and chloram­
phenicol (0.5 g / L ) (Sigma-Aldrich, Darmstadt, Germany) [39]. 

Species identification of the strains was verified on the basis of macroscopic, micro­
scopic, and genetic characteristics. D N A for genetic analysis was extracted from fresh 
mycelium grown at 25 ± 1 oC for 7 days on Petri dishes wi th P D A medium. Each mycelium 
was collected in a sterile 1.5 m L microtube. The extraction method used was based on 
C T A B - P V P [40] wi th modification for fungi. Genomic D N A was amplified by P C R wi th 
universal primers N L 1 5 / - G C A T A T C A A T A A G C G G A G G A A A A G - 3 / (forward) and N L 4 5/-
G G T C C G T G T T T C A A G A C G G - 3 / (reverse) [41,42]. P C R reactions were carried out in a 
volume of 25 uL contained i n 1 x reaction buffer (75 m M T r i s - H C l , p H = 8.8, 20 m M 
( N H 4 ) 2 S 0 4 , 0 . 0 1 % Tween® 20, 2.5 m M M g C l 2 , 200 u M dNTPs) (Sigma-Aldrich, Darmstadt, 
Germany), 1.25 U Taq Purple D N A polymerase (PPP Master M i x , Top-Bio Ltd. , Vestec, 
Czech Republic), 10 pmol of both forward and reverse primer, and 50 ng template D N A . 
Microtubes were placed in a thermal cycler TProfessional Basic Gradient (Biometra GmbH, 
Gottingen, Germany) wi th the following program: 1 cycle of 94 oC for 5 min, 25 cycles of 
94 o C for 1 min, 50 o C for 1 min, 72 o C for 1 min and 15 s, and final elongation at 72 o C for 
5 min. The part of amplified P C R products was visualized on 2% agarose gel. The P C R 
products were sequenced by SEQme L td . (Dobrlš, Czech Republic). The sequences ob­
tained were edited, compiled, and aligned using Geneious (Auckland, N e w Zealand) 
software. Sequence similarity searches were performed using N C B I GenBank BLASTn . 

Cultures are deposited at the Biology Centre of the Czech Academy of Sciences, 
Institute of Entomology, České Budějovice. GenBank accession numbers for al l 12 strains 
are listed in Table 1. In addition, B. bassiana strain G H A was re-isolated from commercial 
mycopesticide BotaniGard® W P (Certis U S A , L . L . C . , Butte, M T , U S A ) and used as a 
reference strain in efficacy bioassays. 

Table 1. Strains of Beauveria bassiana isolated within this study and used in bioassays. 

Strain Sampling Site GPS Coordinates Genbank Accession Number 

Bbl České Budějovice 48.97417o N , 14.44867o E MN560148.1 
Bb2 České Budějovice 48.97601o N , 14.44720o E MN749309 
Bb3 České Budějovice 48.97417 N , 14.44867 E MN749310 
Bb4 Malonty 1 48.69105o N , 14.58950o E MN749311 
Bb5 Malonty 1 48.69105o N , 14.58950o E MN749312 
Bb6 Malonty 1 48.69105o N , 14.58950o E MN749313 
Bb7 Belcice 49.50702o N , 13.89545o E MN749314 
Bb8 Belcice 49.50702o N , 13.89545o E MN749315 
Bb9 Oblajovice 49.44965o N , 14.88024o E MN749316 
BblO Bojanovice 49.29724o N , 13.62259o E MN749317 
B b l l Bojanovice 49.29724o N , 13.62259o E MN749318 
Bbl2 Bojanovice 49.29724o N , 13.62259o E MN749319 

Organic farm. 

2.2. Preparation of Fungal Suspension 

Beauveria bassiana strains were grown on Petri dishes (0 90 mm) containing P D A 
(Sigma-Aldrich, Munich, Germany, 39 g /L) . The plates were incubated at 25 oC in the dark 
for 10-14 days. The aerial conidia were harvested by scraping them into a sterile solution 
of 0.05% (v/v) Tween 80® (Sigma-Aldrich, Mun ich , Germany). The conidial suspension 
was filtered through sterile gauze to separate the mycelium and clusters of conidia. In the 
uniform suspension, the spores were counted wi th a Neubauer improved counting chamber 
(Sigma-Aldrich, Munich , Germany) and, subsequently, the suspension was adjusted to a 
concentration of 1 x 10 7 conidia per mL. The suspension was left for approximately 12 h at 
temperature 23 ± 1 oC to accelerate and synchronize germination of conidia [43,44] before 
its application. The viability of spores was verified using a standard germination test [45]. 
Ten drops from suspension were applied using a 1 uL inoculation loop on the surface of 2% 
water agar, which was poured in a thin layer onto the surface of a sterile slide. After the 
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drops had dried, the slides were moved into a wet chamber and incubated at 25 ± 1 o C for 
24 h. The percentage of germinating spores was determined using an Olympus CH20 light 

microscope (Olympus Optical Co. , Ltd . , Tokyo, Japan); bright field, 400x magnification. 
The spore germmation of all strains was >98%. 

2.3. Bioassays 

The efficacy of indiv idual B. bassiana strains was tested on C P B adults collected in 
an organic potato field i n Malonty, South Bohemia, Czech Republic. The beetles were 
individually immersed in the suspension of conidiospores of the fungus (1 x 10 7 spores per 
mL) for 30 s (dip-test). A l l specimens in a control group were immersed in a sterile solution 
of 0.05% Tween® 80 only. The beetles were then placed into polystyrene Petri dishes 
(vented, inner diameter 90 mm, height 15 mm, Gosselin™, Borre, France) lined wi th moist 
filter paper K A 0 (Papírna Perštejn Ltd. , Pernštejn, Czech Republic) and kept under constant 
conditions (25 ± 1 o C and 16L:8D photoperiod). Fresh leaves from potted potato plants 
(cv. Magda) grown under greenhouse conditions were added daily to provide food for 
beetles. The filter paper was also daily moistened wi th distilled water to maintain optimal 
humidi ty inside the Petri dishes and replaced wi th a new one once a week. The insects 
were monitored daily for 21 days to record insect mortality and development of mycosis 
on cadavers. Only mycosis verified by microscopic examination of sporulating fungus 
as B. bassiana was considered. The bioassays were repeated twice; each replication tested 
30 insect individuals. 

2.4. Statistical Analysis 

Cumulative mortality data were subjected to survival analysis. The Kaplan-Meier 
product limit estimate calculated in the LIFETEST procedure of SAS/STAT® (SAS Institute, 
Gary, N C , USA) module [46] was used to determine both the mean and the median time to 
death ( L T 5 0 , the number of days until 50% of insects were dead) for each strain. Log-rank 
test statistics (PROC LIFETEST) was used to test the global hypothesis that mortality (time 
to death) differed between strains and Šidák adjustment was used for multiple comparisons. 
C P B mortality and mycosis of cadavers at the end of the experiment were expressed 
as mean percentage ± standard error of the mean. A generalized linear model wi th a 
binomial distribution and logit link was used to analyse data. Treatment and replication 
were set as fixed effects. The analysis was performed using the G L M procedure (PROC 
G E N M O D ) of SAS/STAT® module [46]. Means were separated by the least-square means 
( L S M E A N S ) statement of SAS wi th Tukey-Kramer adjustment for multiple comparisons. 
The analyses were performed in SAS® Studio for Linux (SAS Institute, Gary, N C , USA) [47]. 
p values <0.05 were considered statistically significant. 

The results of bioassays showed that B. bassiana-treated C P B beetles survived much 
less compared to beetles in control (Figure 1). 

Survival analysis revealed a statistically highly significant effect of strain (log-rank 
test, x 2 = 47.449, p < 0.0001) and pairwise comparisons found differences between G H A 
strain and other strains (Table 2). 

As shown in Figure 1, the survival curve of GHA-treated beetles shows an almost l in­
ear decline while in other strains most beetles died during a period between 5 and 10 days 
after treatment, and survival curves had thus a sigmoid shape. The shortest median sur­
v iva l time (LT5o = 6.5 days) was estimated in the Bb2 strain, the longest (LT 5 0 = 12.0 days) 
in the G H A strain (Table 2). 

Cumulative mortality of L. decemlineata adults on the 21st day after treatment reached 
26.7% in the control, while many B. bassiana strains were able to k i l l almost al l treated 
insects (Figure 2a). 

3. Results 
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Product-Limit Survival Estimate for Strain = Bb11 Product-Limit Survival Estimate for Strain = Bb12 

Days 

95% Confidence Limits • 95% Hall-Weliner Band 

(m) 

95ft Commence Limits • 95% Hall Wellner Banc 

(n) 

Figure 1. Product-limit survival estimates for Leptinotarsa decemlineata adults treated by Beauveria bassiana or distilled water 
with 95% confidence limits (dashed lines) and 95% Hall-Wellner bands, (a) Control; (b) Strain GHA; (c) Strain Bbl; (d) Strain 
Bb2; (e) Strain Bb3; (f) Strain Bb4; (g) Strain Bb5; (h) Strain Bb6; (i) Strain Bb7; (j) Strain Bb8; (k) Strain Bb9; (1) Strain BblO; 
(m) Strain B b l l ; and (n) Strain Bbl2. 

Table 2. Corrected mortality, mean survival time (± SE), and median lethal time (LT50) of Leptinotarsa decemlineata adults 
treated by suspensions of native strains of Beauveria bassiana. 

Strain Mortality1 (%) Survival Time (Days) LT50 (95% CI) (Days) Log-Rank Test; 

Bbl 
Bb2 
Bb3 
Bb4 
Bb5 
Bb6 
Bb7 
Bb8 
Bb9 

BblO 
B b l l 
Bbl2 
G H A 

84.09 
93.18 
93.18 
97.73 
90.91 
93.18 
88.64 
100.00 
84.09 
97.73 
97.73 
97.73 
63.64 

8.83 ± 0.81 
7.58 ± 0.64 
7.65 ± 0.58 
8.05 ± 0.55 
8.52 ± 0.65 
7.97 ± 0.47 
8.77 ± 0.55 
7.50 ± 0.41 
7.90 ± 0.65 
7.27 ± 0.33 
7.25 ± 0.43 
8.28 ± 0.43 
17 33 + 0 85 

7.0 (6.0-8.0) 
6.5 (6.0-7.0) 
7.0 (6.0-8.0) 
7.0 (6.0-8.0) 
7.0 (6.0-8.0) 
7.0 (6.0-8.0) 
7.5 (7.0-8.0) 
7.0 (6.0-7.0) 
7.0 (6.0-7.0) 
7.0 (NA-NA) 
7.0 (6.0-7.0) 
7.0 (7.0-8.0) 

12.0 (8.0-16.0) 

A 
A 
A 
A 
A 
A 
A 
A 
A 
A 
A 
A 
B 

1 Percent of dead individuals at the end of experiment corrected for mortality i n control using Abbott equation [48]. 2 The mean survival 
time and its standard error were underestimated because the largest observation was censored and the estimation was restricted to the 
largest event time. 3 Different letters indicate a statistically significant difference between lines (p values adjusted for multiple comparisons 
by Sidak). 

Mean cumulative mortality at the end of experiments thus ranged between 73.3 and 
100%. The most virulent were particularly the strains Bb4, Bb8, BblO and B b l l causing 
mean mortality higher than 98%. The reference strain G H A showed the lowest efficacy 
against L. decemlineata when mortality was 73.3% at the end of the trial. The effect of 
treatment on virulence against CPB was highly significant (x2 = 169.98, df = 13, p < 0.0001) 
but pairwise comparison showed differences only between control and B. bassiana strains 
(Figure la). Statistically significant were also differences between replications (x2 = 4.56, 
df = 1, p = 0.0327). 

The average percentage of mycosed cadavers at the end of experiments in the control 
group was 31.3%. This indicates that about 8.3% of adults in the field population used in 
bioassays were naturally infected by B. bassiana. Depending on the strain, mycosis ranged 
between 66.5 and 98.3% in G H A and B b l 2 strains, respectively (Figure lb) . The effect of 
both the treatment and replication on mycosed cadavers were statistically highly significant 
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(X2 = 70.44, df = 13, p < 0.0001 and x 2 = 54.61, df = 1, p < 0.0001, respectively). Pairwise 
comparison showed some differences among B. bassiana strains (Figure lb). 
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Figure 2. Percentage of mortality and mycosed cadavers of Leptinotarsa decemlineata adults treated with various strains of 
Beauveria bassiana 21 days after treatment. See Table 1 for the key to the strains. Data presented are means (± SE), with two 
replicates of 30 beetles for each strain. A generalized linear model was fitted and pairwise between treatment differences 
were tested using the least-square means. Different letters indicate significant differences between columns (p < 0.05). 
(a) Mortality; (b) Mycosed cadavers. 

4. Discussion 

Entomopathogenic fungi as biocontrol agents against L. decemlineata have been inves­
tigated in many laboratory and field studies. For example, high efficacy against last instar 
CPB larvae was reported for I. fumosorosea, w i th the highest mortality reaching 93% on the 
7th day after treatment of insects by suspension of blastospores wi th a concentration of 
5 x 10 spores/mL [19]. Another EPF species, Purpureocillium lilacinum (Thorn) Luangsa-
ard, Houbraken, Hywel-Jones and Samson (Hypocreales: Ophiocordycipitaceae), was 
found to be most effective also on the last larval instar of CPB but mortality was only 33.2% 
on the 10th day of treatment wi th a fungal concentration of 10 8 C F U / m L [49]. Results 
obtained in the present study revealed that B. tesswnfl-infected adults can be frequently 
found in field populations of CPB. In the population used in bioassays which originated 
from an organic farm in Malonty about 8.3% of beetles were naturally infected. Natural in­
fection of CPB by entomopathogenic fungi was documented by Mietkiewski et al. [50] who 
found B. bassiana to be the dominant fungal pathogen infecting about 21% of diapausing 
beetles in Poland. Mortality of CPB adults caused by new native strains isolated within our 
study reached up to 100% when beetles were treated by conidia w i th a concentration of 
1 x 10 7 spores / m L wi th an LT50 of about 7 days. Such efficacy is high for adult CPB beetles 
because it is known that different developmental stages of CPB have different susceptibility 
to entomopathogenic fungi, wi th eggs and adults being the most resistant [51-53]. While 
in the youngest larval instars the LC50 values for the NDBJJ-BFG strain of B. bassiana were 
l0 5 -10 , in adults the LC50 values ranged between 10 7 and 10 8 spores/mL [37]. The highest 
sensitivity of the 1st and 2nd instar C P B larvae was confirmed by a recent study when 
some of 14 Turkish B. bassiana isolates applied at a concentration of 1 x 10 7 conidia per mL 
caused mortality between 96.7 and 100% while they caused lower mortality in eggs and 
adults [38]. Higher vulnerability of early instars towards B. bassiana is not unique for CPB 
as it has also been reported for some other insect pests [54,55]. 

Several field trials demonstrated a good potential of B. bassiana to control CPB [32-36,56]. 
Biocontrol agents are usually applied in the field as a spray, while we used dip test in our 
laboratory assays. Although spraying insects together wi th the host plant (potato leaves in 
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this case), e.g., using a Potter tower, seems to simulate field application better, a previous 
study [57] revealed lower efficacy when B. bassiana was applied to potato leaves, and the 
authors, therefore, recommend developing a formulation targeting the insect cuticle rather 
than a formulation ensuring spores' long attachment and survival time on the leaf surface. 
Moreover, several studies have documented that the persistence of EPF spores on plants is 
limited by many factors such as temperature, rainfall, low humidity, solar radiation, plant 
chemistry, host plant genotype, fungal strain, etc. [58-69]. 

Our results further showed little variability in efficacy against C P B adults among 
native B. bassiana strains. This could indicate that the strains are genetically similar and 
that the sampling site has a relatively low effect when strains are selected naturally via the 
same host species. Results of a recent study [38] demonstrated significant differences in 
virulence among B. bassiana isolates obtained from the soil by bait method; nevertheless, 
genetical analysis revealed that al l tested isolates had 99% evolutionary homology w i t h 
other B. bassiana isolates from the N C B I database. 

The present study also showed that the efficacy of new native strains was significantly 
higher than that of the reference strain G H A which caused intermediate mortality of 
L. decemlineata adults. G H A strain, the active ingredient of mycopesticide BotaniGard® WP, 
has been reported to be highly efficient i n the control of many arthropod pests [70-74]. 
This strain was originally isolated from a chrysomelid beetle Diabrotica undecimpunctata 
Mannerheim (Coleoptera: Chrysomelidae) and host specificity thus might be one of the 
reasons why it was less effective compared to native strains isolated from naturally infected 
CPB adults. Similar results were demonstrated by L i et al. [75] who found that the B. bassiana 
strains isolated from infected mulberry longicorn, Apriona germari (Hope) (Coleoptera: 
Cerambicidae), caused the highest cumulative mortality rate and the shortest L T 5 0 to the 
same pest species compared wi th other strains. The reason might be attributed to the fact 
that strains were isolated from their original host pest and showed a stronger ability to 
infect the original host compared wi th other strains isolated from different insects [76]. This 
proves that isolation of EPF from the target host might have an advantage of discovering 
highly virulent strains which can only germinate and expand when it infests its specific 
host, called host specificity [76-78]. The reason for host specificity is biological long-term co-
evolution and mutual adaptation, which may have limited the choices of parasites for the 
host [77]. Genetical aspects of the host specificity were discussed, e.g., by Viaud et al. [79] 
and Maurer et al. [80]. In the recent study, Zhang et al. [81] sequenced and compared the 
genome of seventeen B. bassiana isolates obtained from different insect hosts including 
L. decemlineata and concluded that several mutated genes and positively selected genes 
may underpin the virulence of B. bassiana towards hosts during the infection process. 

A s indicated from the present study, highly virulent strains can be obtained by isola­
tion of EPF from target pests. There are, however, other strain characteristics important for 
practical applications, such as spore production in mass cultures, low humidity, and U V 
tolerance or long shelf life of the formulated product, which need to be considered when a 
particular strain is selected for further steps of mycopesticide development [82,83]. 

5. Conclusions 

Our findings demonstrate that most of the native B. bassiana strains isolated from 
naturally infested L. decemlineata adults showed high virulence against this pest and suggest 
that this entomopathogenic fungus could be an alternate solution to broad-spectrum 
chemical insecticides. Results revealed little variability among these strains collected at 
different sites. Their efficacy was significantly higher than reference strain G H A from 
BotaniGard®, indicating that host species from which the B. bassiana strain is isolated seems 
to be more important than the geographical origin of the strain. Further research, e.g., 
genetical analysis, trials under field conditions, development of effective formulations, and 
study on potential non-target effects, is therefore needed before some of the strains can be 
recommended for application as a biopesticide. 
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Simple Summary: Colorado potato beetle (CPB) Leptinotarsa decemlineata is the potato plant's most 
destructive pest. Recently, resistance to the traditional insecticides has appeared, thus new environ­
mentally friendly control agents are highly needed. In our study, we searched for the most effective 
entomopathogenic agents that could be used to decrease the emergence of CPB adults from the 
soil. We selected two entomopathogenic nematodes (Steinernema carpocapsae and S.feltiae) and one 
strain of fungus (Beauveria bassiana). The suspension application was done on the leaves, plus by 
watering the pods and the field plots. A l l the treatments had an obvious effect, but in the field, only 
the fungal treatment showed a promising result. Further research is needed to develop the most 
effective application for field usage. 
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Abstract: Colorado potato beetle Leptinotarsa decemlineata is among the most destructive pests of 
potatoes quickly developing resistance to traditional insecticides. In the present study, we tested the 
effect of various species and strains of entomopathogenic nematodes on CPB adults, and subsequently, 
the most effective nematodes were applied alone and in combination with entomopathogenic fungus 
B. bassiana in pots with potato plants and in the field and their effect on the number of emerging 
adults was evaluated. In the experimental infections, both the nematode invasion and pathogenicity 
were variable, and, in several strains, the mortality reached 100%. In pot experiments, soil application 
of nematodes S. carpocapsae 1343 and S.feltiae Jakub and fungus significantly decreased numbers of 
emerging CPB adults, while, after the application on leaves, only fungal treatment was effective. The 
field application of fungus B. bassiana significantly decreased the number of emerging CPB adults 
in comparison to control sites by ca. 30% while the effect of nematodes and the nematodes-fungus 
combination was not significant. In conclusion, we demonstrate the necessity of thorough bioassays 
to select the most effective nematode strains. Entomopathogenic nematodes have the potential to 
effectively decrease the emergence of CPB adults, but further research is needed to improve the 
effectiveness in the field. 
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1. Introduction 

Colorado potato beetle (CPB), Leptinotarsa decemlineata Say (Coleoptera: Chrysomeli-
dae), is among the most destructive pests of potatoes (Solanum tuberosum L.) . The adults 
and larvae feed on potato plants, significantly reducing the yield [1]. Since C P B is known 
to develop resistance to traditional insecticides [2-4], new environmentally safe control 
strategies are highly needed. 

Entomopathogenic nematodes (EPNs) (Steinernematidae and Heterorhabditidae: Ne-
matoda) are ubiquitous lethal insect parasites wi th global distribution and a wide host 
range [5]. Due to their ability to infect various insects [6], the possibility of mass production 
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by industrial techniques [7], and their safety to non-target organisms and the environ­
ment [8,9], EPNs represent an attractive agent for the biological control of many insect 
pests [10]. 

Entomopathogenic fungi (EPFs) represent other promising biocontrol agents. Their 
advantages are that they do not need to be ingested, as they are able to penetrate the host 
cuticle, and that they can be relatively easily produced [11]. The fungi are produced either 
in solid-state fermentation, where they produce aerial conidia, or in a submerged l iquid-
state fermentation, where they produce blastopores [12], and a number of mycoinsecticide, 
have been developed in the wor ld [13]. 

In the last three decades, a considerable number of studies addressed the potential 
use of entomopathogenic nematodes for control of CPB, but wi th variable results. Under 
laboratory conditions, Cantelo and Nickle [14] tested three E P N species at different dosage 
levels and achieved 100% mortality of C P B prepupae at a dose of 164.6 nematodes/cm 2 . 
Similarly, Trdan et al. [15] have shown that four E P N species caused the prompt death of 
all CPB stages at doses of 200,1000, and 2000 infective juveniles per individual in Petri dish 
experiments. So far only several field studies were performed. Nematode Heterorhabditis 
marelatus applied twice during the season caused a 50% reduction in adult CPB populations 
and produced six times as many dead prepupae in nematode-treated soil samples as in 
the untreated samples [16]. Recently, Cacvija et al. [17] have demonstrated that S.feltiae and 
S. carpocapsae effectively decreased the number of overwintering CPB adults. 

The effect of control agents can be increased by their combination [18,19]. The com­
bined application of the nematode S.feltiae wi th entomopathogenic fungus Isariafumosorosea 
significantly increased the C P B mortality in comparison to single-agent treatment [20]. 
Özdemi r et al. [21] observed a synergistic effect between several chemical insecticides 
and S.feltiae against C P B . O n the other hand, the negative effect of the combination has 
been recorded in the interactions between the E P N S. glaseri and fungus Metarhizium aniso-
pliae [22] and between Steinernema ichnusae and B. bassiana fungus [23]. Therefore, the 
compatibility of control agents should be thoroughly tested before large-scale applications. 

Colorado potato beetle adults are generally less susceptible to nematodes [16]. H o w ­
ever, the reduction of pupating adults is desirable as it could decrease the damage caused 
by second-generation CPB in field conditions, as well as adult emergence in the next spring. 
Therefore in the present study, we focused on adult C P B and we tested a large number 
of E P N species and strains for pathogenicity to C P B adults in Petri dish assays in order 
to select the most effective nematodes. The selected nematodes were tested alone and in 
combination wi th entomopathogenic fungus in pot and field experiments. The combined 
application allows the testing of the hypothesis that the combination of the nematodes 
wi th EPF could increase the effectivity against CPB. 

2. Materials and Methods 
2.1. Culture of Colorado Potato Beetle 

The adults and larvae of Colorado potato beetle (CPB) were collected from the 
potato plants on an organic farm near the vicinity of Malonty village, Czech Republic 
(48.7083920 N ; 14.5778508 E) in several consecutive series in July and August 2019-2021. 
Each developmental stage (larvae and adults) was collected separately inside a plastic box 
of size 34 x 22.5 x 15.7 cm wi th a perforated l id . 

The collected culture of CPB was placed inside the fine mesh cage of size 100 x 50 x 50 cm. 
Potato plants of the variety Magda, grown in a pot wi th a diameter of 21 cm and a volume 
of 4 L , were provided for feeding. Culture was left in controlled greenhouse conditions 
(25 oC, 75% relative humidi ty and a long day photoperiod 16:8). Culture was checked 
daily and supplemented wi th fresh potato plants. Potato plants of the variety Magda were 
obtained in the form of tubers and tissue cultures (tiny plants) from the Potato Research 
Institute, Havl icku v Brod. Plants were grown in a pot wi th a diameter of 21 cm and a 
volume of 4 L , watered daily, and left in the same conditions as a CPB culture. The Magda 
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variety is a dynamically growing plant w i th a big leaf and, therefore, is highly suitable 
for feeding. 

2.2. Rearing of Nematodes 

The nematodes used in this study either originated from the collection of the Labora­
tory of Entomopathogenic Nematodes, Biology Centre C A S , which contains both Czech 
and exotic E P N strains, or were obtained from the field sampling performed during this 
research (Table 1). In total, 32 E P N strains were used. Soil samples were collected in potato 
fields and field edges in 15 localities in Czech Republic in the years 2019 and 2020. A t each 
sampling site, five samples of approximately 1 kg of soil were taken wi th a hand shovel 
to a depth of ca. 20 cm. Each sample consisted of 10 subsamples from a ca. 100 m 2 area. 
The modified Galleria baiting technique of Bedding and Akhurst [24] was used for E P N 
isolation. Four last-instar G. mellonella larvae were added to each sample. Samples were 
incubated for 5 days at 20 oC and at 55% relative humidity. Dead larvae were individually 
incubated in the White Traps (White, 1927). The infective juveniles (IJs) recovered from the 
traps were used both for molecular identification and the subsequent experiments. The 
nematode strains in the collection are maintained according to Kaya and Stock [25]. Before 
the experiments, al l nematodes were propagated using G. mellonella, and 2-3-week-old IJs 
were used for the infections. 

Table 1. Entomopathogenic nematodes used in different experiments. Marked strains (*) were isolated within this study, 
other strains originate in the laboratory collection. 

Species Strain Locality Habitat 

S. kraussei, Oscheius onirici 1 *, l b * Dvorce, Lysá nad Labem field edge 
S. affine 4* Zubŕí , N o v é Me'sto n. M . field 
S.feltiae 6» Zubŕí , N o v é Me'sto n. M . field 
S.feltiae 7» Oupor, Obr'íství field edge 
S. affine 8* H a v l . Borová field 
S.feltiae 15* Oupor, Obr'íství field edge 
S.feltiae A 2 * Malý Bor, Kla tovy field 
S. affine A 3 * Drevákov, Chrud im field edge 
S. affine A 6 * Malý Bor, Kla tovy field edge 
S.feltiae A 7 * Supíkovice field edge 

S. kraussei A 8 » Drevákov, Chrud im field edge 
Rhabditis terricola A 9 * Chlebovice, Frýdek-Mís tek field 

Diplogaster sp. A l l * Brezová, Opava field edge 
Diplogaster sp. A 1 2 * Supíkovice field edge 

S. affine A 1 3 * Supíkovice field 
S. affine A 1 4 * Valec'ov field edge 
S.feltiae Jakub * Zbudov, Dívc'ice field edge 
S.feltiae B M 4 * Bojanovice field edge 
S.feltiae B E M * Belc'ice field edge 
S.feltiae BP6 * Belc'ice field 
S.feltiae L 2 * H o r a ž ď o v i c e field edge 
S.feltiae M P 5 * Malonty field 
S.feltiae M T 2 * Malonty field 
S. feltiae M T 6 * Malonty field 

H. bacteriophora HB221 Czech Republic -
S. arenarium S L O V Slovakia -

S. carpocapsae 1343 Czech Republic -
S. carpocapsae Egy4 Egypt -
S. carpocapsae MG604 Switzerland -

S.feltiae 626 Czech Republic -
S.feltiae 37Ca Canada -
S.feltiae Bork Czech Republic -
S.feltiae Jakutsk Russia -
S.feltiae klen Czech Republic -
S.feltiae N F U S T Russia -
S.feltiae Bel Belarus -

S. kraussei VČ1 Czech Republic -
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Mass Rearing of Nematodes for Field Application 
Nematodes for the field experiment were monoxenically mass produced in l iquid 

medium by modified method according Stock and Goodrich-Blair [26] as follows. Gravid 
females of Steinernema feltiae, strain Jakub, were obtained by the dissection of Galleria 
mellonella larvae infected 4 days before dissection. Females (ca. 50 individuals) were placed 
in the 1.5 m L Eppendorf tubes wi th sterile tap water. Later, the water was removed, and 
females were gently crushed by a plastic microhomogenizer directly in the tube. Water was 
added (1 mL) to the homogenized females, and the tubes wi th females were centrifuged 
for 2 min. at 2000 rpm. After this step, eggs were concentrated in the form of a small 
but clearly visible pellet on the bottom of the tubes. The supernatant was removed by 
pipet, and cleaning wi th water was repeated once again. After that, 1 m L of sterilization 
solution (10 m L tap water, 1.5 m L 4 M N a O H , and 0.5 m L 12% NaOCl ) was added. Eggs 
were incubated in this solution for 4 min., and after that, the tubes were centrifuged for 
2 min. at 4000 rpm to concentrate the eggs into a pellet again. The sterilization solution was 
removed and replaced by 1 m L of YS medium (5 g yeast extract, 5 g N a C l , 0.5 g NH4H2PO4, 
0.5 g K 2 H P O 4 , 0.2 g M g S 0 4 -7H 2 0 , 1 L distilled water), then centrifuged again for 2 min. 
at 4000 rpm. This wash wi th YS medium was repeated twice. After that, sterile YS in a 
volume of 1 m L was added and the solution of medium wi th eggs was transferred to sterile 
mul t iwel l plates (24 wells per plate), w i th 300 uL of solution per one wel l . Plates were 
then sealed with parafilm and stored at 16 oC for 72 h in a climatic box. If the solution was 
without any turbidity after that time, eggs or the hatched first stage larvae were considered 
sterile and axenic. 

Symbiotic bacteria for the mass production of nematodes were obtained from Galleria 
mellonella larvae 24 h after infection wi th an appropriate nematode strain. Firstly, the 
infected larvae were washed in 70% ethanol and dried, and then one leg was cut by 
sterile scissors. A drop of hemolymph was placed on N B T A agar (37 g standard nutrient 
agar I, 25 mb bromthymolblue, 4 m L 1% 2,3,5,-triphenyl-tetracoliumcholoride) plate and 
dispersed on the surface of the plate; 90 m m Petri dishes wi th bacteria were sealed wi th 
parafilm and stored at room temperature, ca. 22 oC. One day later, a single colony of 
the growing bacteria was transferred to the sterile YS medium (20 m L of medium in a 
50 m L Erlenmeyer flask) and cultivated wi th a shaker at 180 rpm for 2 days. One m l 
of two-day-old culture was then used as inoculum for sterile nematode culture medium 
(50 m L of medium in a 250 m L Erlenmeyer flask), composed according to Dunn et al. [27]: 
15 g yeast extract, 20 g soy powder, 4 g N a C l , 0.35 g KC1,0.15 g CaCl 2 ,0 .1 g M g S 0 4 , 36 mL 
olive oil , and 1 L distilled water.). 

Nematode culture medium inoculated wi th bacteria was shaken at 180 rpm at 18 oC 
for 48 h, and after that time, axenic nematode larvae were added to the flask. By this 
method, the established monoxenic culture was cultivated for 14 days at 18 oC and 160 rpm. 
With in this time, the nematodes finished their life cycle and produced new IJs on a mass 
scale. These IJs were then used as inoculum for the subsequent mass production that 
was performed as described before. The nematode culture medium pre-inoculated wi th 
bacteria was settled wi th 1 m L of IJs obtained from the first cultivation. After 14 days, we 
collected nematodes for field applications and other experimental purposes. Nematodes 
were collected wi th the simple sedimentation method and by washing in tap water. A l l of 
the work regarding the cultivation of nematodes was done in strictly sterile conditions in a 
UV-sterilized flow box. 

2.3. Rearing of Entomopathogenic Fungus 

Beauveria bassiana strain B B A 08 was used in this study. The strain was isolated from 
the adult of the Colorado potato beetle (CPB), Leptinotarsa decemlineata, from the Belďice site 
in the Czech Republic (49.50702 N ; 13.89545 E). The strain was identified on the basis of 
macroscopic, microscopic, and genetic characteristics and has been deposited at the Biology 
Centre C A S , České Budějovice. The GenBank accession number of the L S U sequence is 
MN749315. 
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Blastospores of the fungus B B A 08 were used in the experiments. The fungus was 
cultured in Potato Dextrose Broth l iquid medium (Sigma-Aldrich, Darmstadt, Germany) 
at 25 ± 1 oC. For cultivation, 95 m L of l iquid media was put into a 250 m L Erlenmeyer 
flask and inoculated wi th 5 m L of conidial fungus suspension. Then the flask was placed 
on an orbital shaker wi th a speed of 200 rpm and temperature 25 ± 1 oC for four days. 
After four days, the suspension was filtered through sterile gauze to separate the mycelium. 
In uniform suspension, the spores were counted wi th a Neubauer improved counting 
chamber (Sigma-Aldrich, Darmstadt, Germany), and subsequently, the suspension was 
adjusted to the required concentration. 

The viability of spores was verified using a standard germination test [28]. Ten drops 
from suspension were applied using a 1 uL inoculation loop on the surface of 2% water 
agar, which was poured in a thin layer onto the surface of a sterile slide. After the drops 
had dried, the slides were moved into a wet chamber and incubated at a temperature 
of 25 ± 1 oC for 24 h. The percentage of germinating spores was determined using an 
Olympus CH20 light microscope (Olympus Optical Co., Ltd . , Tokyo, Japan); bright field, 
400 x magnification. The spore germination in al l tests was 100%. 

2.4. Petri Dish Infections 

In the experimental infections, the C P B adults were individual ly infected in Petri 
dishes (9 cm diameter) lined wi th moist filter paper and a potato leaf for feeding. Various 
collection and freshly isolated E P N strains (Table 1) were applied at three doses of 250, 500, 
and 1000 IJs per one dish in a total water volume of 450 uL, each dose being applied in ten 
replicates. Control dishes received 450 uL of water only, and there were ten control dishes 
for each nematode strain. The mortality of C P B was observed for 6 days and then both 
dead and live beetles were dissected in order to check for the presence of nematodes. 

2.5. Pot Experiments 

Pot experiments were designed to confirm the effectivity of the selected nematodes 
and the entomopathogenic fungus B. bassiana strain B B A 08 in outdoor conditions prior to 
the field application. Based on the Petri dish experiment, highly pathogenic strains S.feltiae 
strain Jakub and S. carpocapsae strain 1343 were selected. Some other strains displayed 
comparable, or even slightly higher pathogenicity, but we selected these Czech strains as 
they could be better adapted to local outdoor conditions. 

The effects of both nematodes and fungus B. bassiana strain B B A 08 on pupating 
Colorado potato beetles in the soil and on C P B adults on plant leaves were tested in pots 
with potato plants (see above) in outdoor conditions, in České Budějovice, Czech Republic 
(48.9764494 N ; 14.4473356 E). 

Each combination was tested in 8 plastic pots (diameter 21 cm, 15 cm of organic soil) 
wi th one potato plant per pot (25 cm high) that was populated wi th 5 IV. instar larvae or 
5 adults of L. decemlineata prior to the application. Another four pots w i th either the IV. 
instar CPB larvae or adults were prepared as the control without bioagent application. 

To assess the effect on pupating CPB, both nematodes and fungus were applied to the 
soil by automatic pipette in 5 m L of water at a dose of 21,000 IJs for the nematodes and 

1 x 10 9 for the fungus wi th nematode dosage corresponding to the standard recommended 
doses (5 x 10 5 IJs per square meter) and fungal dose corresponding to the half of the 
highest recommended dose for a commercial product based on B. bassiana B O T A N I G A R D 
22 W P (5.37 x 1 0 1 0 / m 2 ) . In the experiment wi th adults on leaves, the nematodes and 
fungus in the same dosage were sprayed on plant leaves. Each pot was closed into an 
entomological isolator to prevent adult beetles and larvae from escaping and also to protect 
them from natural enemies from the surrounding area. 

The effect of leaf application was observed every day and after one week the final 
evaluation was done when all dead and live adults were counted. To evaluate the effect 
of soil application, the larvae were allowed to leave the leaves and move to the soil to 

96 



Insects 2021,12,1030 6 of 13 

pupate. Then the pots were observed daily and the numbers of emerging adult beetles 
were recorded. 

2.6. Field Application 

The field trial area was located near the village of ZabcTce in the South Moravian 
Region (49.0219636 N ; 16.6155681 E), in the corn production area, altitude 178 m, average 
air temperature (1991-2020) 10.3 oC, average total precipitation (1991-2020) 491.1 mm. The 
surface is dominated by fluvial gley, and the soil type is a clayey loam. The pre-crop was 
spring barley. Our field was prepared wi th standard agrotechnical methods. 

The total experimental area was 302.4 m 2 , which was divided into 12 experimental 
plots by using GPS navigation (Figure 1). One experimental plot (25.2 m 2 ) contained 4 rows 
of potatoes, and the length of the row was 8.4 m; the number of tubers in a row was 28; the 
distance between tubers in a row was 30 cm, and the pitch was 0.75 cm. The planted variety 
of potatoes was Rosara. Entomopathogenic nematode S. feltiae, strain Jakub, was selected 
as the more effective nematode from the pot experiments. The application of nematodes, 
fungus B. bassiana strain B B A 08, their combination, and control was done shortly before 
the larvae of IV instar were ready to climb for pupation into the soil (larvae from the first 
generation of C P B adults). Each agent application was repeated in 3 repetitions. 

Figure 1. Experimental field with experimental rows covered with non-woven fabric. 

The bioagents were applied at doses of 12.5 irullionljs of EPN/p lo t /40Lof water, 1.72 x 10 1 1 

spores of EPF/plot/40 L of water, and 12.5 million IJs of E P N + 1.72 x 10 1 1 EPF/plot/40 L. The 
nematode dose was derived from the recommended dose (5 x 106 IJs per 10 m 2 ) and the 
dose of EPF corresponded to ca. 12% of the highest recommended dose for the commercial 
product B. bassiana B O T A N I G A R D 22 W P (5.37 x 1 0 1 0 / m 2 ) . 

The control plots were watered by 40 L of water/plot. After application, two rows 
along the entire field trial were randomly selected, and treated plots were separately 
covered wi th non-woven fabric to prevent the leakage and mixing of CPBs (Figure 1). 
After 14 days, al l second-generation C P B adults were counted. The occurrence was 
compared between treated plots wi th different bioagents and their combination to the 
control experiments. 

2.7. Statistical Analyses 

A l l statistical analyses were performed in Statistica version program 10, StatSoft Inc., 
Tulsa, O K , U S A . M a i n effect A N O V A was used to analyze the data for invasion (numbers of 
invaded nematodes) and mortality in Petri dish experiments and for numbers of emerging 
beetles in the field experiment. One-way A N O V A was used to compare the numbers of 
emerging adults after soil application in the pot experiment and for the mortality data after 
leaf application and to compare, invasion and mortality between endemic and non-endemic 
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nematode strains. Tukey test was used to detect differences among individual treatments 
in the pot experiments. Prior to the analyses, count data (nematode invasion, numbers of 
emerging CPB adults) were square root transformed, and arcsin transformation was used 
for mortality data. In the text, the data are presented in the form of mean ± S E M . 

3. Results 
3.1. Field Sampling 

The sampling in the potato fields resulted in the isolation of 21 steinernematid strains 
(Table 1), out of which 13 strains belonged to S.feltiae, 6 strains were identified as S. affine, 
and 2 strains belonged to S. kraussei. The nematodes were present both on the field margins 
and within the fields. 

3.2. Petri Dish Infections 

Dur ing the dissections, we could observe that part of the nematodes were dead 
and encapsulated by C P B hemocytes. Nematodes were present also in the l iv ing insects, 
where dead nematodes prevailed. The proportion of dead nematodes also differed among 
nematode strains and the development to first-generation adults was observed only in 
some strains (data not shown). Mortality in control dishes was negligible. 

In the experimental infections, both the nematode invasion and pathogenicity were 
quite variable (Figures 2 and 3), wi th strains wi th negligible invasion and negligible mortal­
ity (S. affine A14, S. kraussei 1) to strongly invasive and pathogenic strains (e.g., S. carpocapsae 
MG604). However, some strains wi th moderate invasion caused only a very low mortality 
(e.g., S.feltiae Jakutsk). Overall , there was no difference in invasion between endemic and 
non-endemic nematodes (F = 0.404, p = 0.527, df = 1) but non-endemic nematodes caused 
significantly higher mortality of C P B (F = 6.396, p = 0.013, df = 1). 

Invasion 
O. onirici 1 b* 

S. feltiae BM4* 
S. feltiae 626 

S. kraussei A8* 
S. feltiae PD6* 

S. feltiae 15r* 
S feltiae BORK 

S. carpocapsae MG604 
S. feltiae UST 
S. feltiae A2* 

S. feltiae Jakub* 
S. kraussei VC] 

S. feltiae MT2" 
S. feltiae JAK 
S. affine A3* 
S affine A6* 
S. feltiae 7" 

S. carpocapsae 1343 
S. carpocapsae EGY4 9 u m 

S. feltiae BEL 16 f l K 
S- affine 4* L a g 

S. feltiae 37Ca L B 
S. feltiae L2* i 
S. feltiae A7" SEI 

S. feltiae MP5* 
S. feltiae KLEN m 
S. feltiae BEM* • 

S feltiae 6* a 
S. feltiae MT6* i 

H. bacteriophora Hb221 r 
S kraussei 1 * 
S. affine A14* 

Figure 2. Mean numbers of nematodes of various EPN species and strains that invaded in adult 
Colorado potato beetles. The nematodes were applied at three doses of 250, 500, and 1000 lis per 
host. Endemic strains isolated within this study are marked (*). 
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S. carpocapsae EGY4 
S. carpocapsae 1343 

S. carpocapsae MG604 
S. feltiae 37Ca 

S. feltiae Jakub* 
S. kraussei A8* 

S. affine 4* 
S. feltiae 15r* 
S, feltiae 626 

S. feltiae BM4* 
S. affine A3* 
S. fe/f/ae L2* 

S. feltiae MT2* 
S. fe/f/ae BORK 

S. fe/t/ae PD6* 
S. feltiae UST 
S. fe/f/ae A7* 

S. kraussei VC1 
S. fe/f/ae B&L 

S. fe/f/ae KLEN 
H. bacteriophora Hb221 

S. fe/f/ae 6* 
O onirici 1 b* 

S. affine A14* 
S. fe/f/ae 7* 

S. affine A6* 
S fe/f/ae MPS* 

S. feltiae JAK 
S. fe/f/ae A2* 

S. arenarium SLOV 
S kraussei 1 * 

S. fe/f/ae MT6* 
S. feltiae BEM* 

Figure 3. Percentage mortality of adult Colorado potato beetles caused by various EPN species and 
strains applied at three doses of 250, 500, and 1000 lis per host. Endemic strains isolated within this 
study are marked (*). 

In general, S. carpocapsae strains had consistently moderate to high invasion and 
caused the highest C P B mortality reaching 100% in higher doses of S. carpocapsae strain 
1343. Performance of S. feltiae and S. kraussei strains was variable, and the highest mortality, 
reaching 50% in al l doses, was observed in S. feltiae 37Ca and S. feltiae Jakub, w i th the 
latter showing a higher invasion. The invasiveness and pathogenicity of S. affine strains 
and the only heterorhabditid strain, Heterorhabditis bacteriophora Hb221, were lower. The 
facultatively parasitic nematode Oscheius onirici caused C P B mortality only at the highest 
dose, and its invasion was very high, but occurred only in the dead beetles. 

Based on these results, two E P N strains, S. carpocapsae 1343 and S. feltiae Jakub, were 
selected for further experiments. 

3.3. Pot Experiments 

Soil application of both nematodes (S. carpocapsae 1343 and S. feltiae Jakub) and fungus 
resulted in a significant decrease in the number of emerging C P B adults in comparison 
to control (df = 3, 28, F = 31.9, p < 0.001). A s visible in the graph (Figure 4a), both 
nematode strains and fungus caused significantly higher mortality than was observed in 
control (p < 0.05). Beauveria bassiana and S. feltiae Jakub have significantly (p < 0.05) higher 
mortality (more than 80%) than S. carpocapsae 1343 (less than 40%). 

mortality (%) 

20 EEED 
20 FGHD 

tram 
CD 

DO 
m 
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0 0 

S. carpocapsae S. feltiae control B. bassiana 
1343 Jaktib BBA08 

Figure 4. Mortality of pupating CPB in the soil (a) and adults on the potato leaves (b) after the 
application of entomopathogenic nematodes and fungus. Different letters above bars indicate 
statistically significant differences. 

After the application of nematodes on the leaves against adults of L. decemlineata, the 
observed mortality was not significantly different from control and reached a maximum of 
around 20% or lower (Figure 4b). O n the other hand, the leaf application of fungus (df = 3, 
28, F = 37.5, p < 0.001) was very successful, reaching mortality higher than 90%. 

3.4. Field Application 

In the field experiment, statistical analyses revealed significant differences among 
treatments (F = 3.15, p = 0.025, df = 3), but only the application of fungus B. bassiana 
significantly decreased the number of emerging CPB adults in comparison to control sites, 
by ca. 30% (p = 0.014) wi th a mean number of C P B adults emerged per 1 potato plant of 

5.9 ± 2.84 vs. 35.7 ± 3.43 in control plots. The number of emerging adults from the sites 
wi th the application of S. feltiae strain Jakub (29.6 ± 3.24) and its combination wi th fungus 
B. bassiana (29.6 ± 2.12) were around 20% lower in comparison to control (35.7 ± 3.43), 
though the difference was not statistically significant (p = 0.014). 

4. Discussion 

Endemic E P N strains can be more effective against target pests than exotic ones [29,30], 
and, therefore, we performed the sampling in the target localities. Interestingly, we recorded 
a massive presence and diversity of EPNs in Czech potato fields. Entomopathogenic 
nematodes are ubiquitous soil organisms; however, in general, their occurrence in the 
agroecosystems tends to be low [31]. In the light of this fact, our results are surprising, and 
it can be assumed that, in Czech fields, naturally occurring EPNs could contribute to the 
regulation of C P B populations. 

The ubiquity of S. feltiae and to a lesser extent S. affine is not surprising, as the former 
species is the most common E P N in the Czech Republic and the latter is frequent i n 
the agroecosystems [32]; on the other hand, the isolation of two strains of S. kraussei is 
surprising, as it represents the first finding of this species in arable areas of the Czech 
Republic [32]. The isolation of Oscheius onirici is the first finding of this nematode in the 
Czech Republic. 
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Our experimental infections wi th endemic and non-endemic strains d id not support 
the superiority of endemic strains, but conversely, non-endemic E P N strains were generally 
more pathogenic. In accordance wi th our results, Berry et al. [33] observed exotic E P N 
strains being superior to endemic ones in C P B infections. 

Overall , the experimental infections have shown considerable variability both in the 
invasion and pathogenicity of the nematodes tested. Inter and intraspecific differences in 
E P N infectivity towards different hosts are we l l known (e.g., [34]), and in this particular 
case, the differences could be related to host immune response. The Colorado potato beetle 
is known to possess an effective immunity response towards EPNs via encapsulation [35]. 
Accordingly, during dissections, we often observed dead IJs or even adults encapsulated 
by C P B hemocytes. Different insects have been shown to differ in their immune reaction 
towards different E P N species [36]; it can be hypothesized that the high effectivity of 
S. carpocapsae strains could be due to the lower immune response of the host. The high 
variability in the performance of nematode species and strains highlights the importance 
of thorough screening in the search for suitable biocontrol agents for C P B control. 

Wi th a majority of the tested strains ki l l ing only ca. 30% of C P B adults or less, even 
at the highest dose of 1000 IJs per beetle, the mortality is quite low in comparison w i t h 
published data from infections of CPB prepupal stages [20,33], but CPB adults are known 
to be less susceptible than prepupal stages [16]. Trdan et al. [15] reported the lowest LC50 
for adult CPB infections being 463 IJs / adult in S. carpocapsae, while in the present study, a 
mortality of we l l over 50% was achieved wi th S. carpocapsae strains even at the lowest dose 
of 250 IJs per one CPB adult. 

Field applications of biocontrol agents tend to be less successful due to uncontrolled 
abiotic and biotic factors. The results of the field application of the nematodes, fungus, and 
their combination wi th only the fungus causing a significant decrease in comparison to 
untreated control are not surprising. The rate of infestation in the experimental field was 
very high, wi th more than 200 adult beetles emerging from under a canopy of a single plant, 
so possibly the standard doses of bioagents were too low to cause considerable effect. In 
comparison to similar studies, the 20% decrease of the C P B population in S./e/rwe-treated 
sites in our study was lower than the 31% reduction of the late-season adults of the C P B 
treated with S. carpocapsae at a little higher dosage (7.6 x 105 per m 2 vs. 5 x 105 per m 2 ) [37]. 
Caged small plots wi th potatoes treated wi th S.feltiae and H. heliothidis (later synonymized 
wi th H. bacteriophora) decreased the emergence of CPB adults by 66-77% [38], but the dose 
of 90-150 IJs per c m 2 was two to three times higher than in the present study. 

Interestingly, in our experiment, the combination of both bioagents had a worse result 
than fungus alone. Interactions between some bioagents can be antagonistic [39], and, 
similar to our result, Shapiro-Ilan et al. [40] observed that, when pahs of nematode and fun­
gal pathogens attacked weevils of Curculio caryae, most pairings were less effective than a 
single highly effective entomopathogenic species. The negative effect of entomopathogenic 
fungi on EPNs has been described on several occasions. The development of Steinernema 
feltiae was negatively affected when the nematode was applied on Colorado potato beetle 
larvae 24 h or later after fungus I. fumosorosea [20]. A similar negative effect on nematode 
growth was observed in the interactions between the EPF Metarhizium anisopliae and EPNs 
Steinernema glaseri [22] and H. bacteriophora [41]. O n the other hand, in our study, the 
combined application showed worse results in comparison to fungus alone, which would 
suggest a negative effect of the nematode on fungus performance. The secondary metabo­
lites of the nematode bacterial symbionts of the genus Xenorhabdus produce many bioactive 
compounds, including fungistatic substances [42], and a negative effect of some of these 
metabolites on the growth of the fungus B. bassiana were observed [23]. Coinfections of CPB 
adults in the locality thus could reduce the reproduction of the fungus, leading to lower 
overall C P B mortality. Further research is needed to shed more light on the interactions 
of these particular biocontrol agents. Nevertheless, our present results do not allow us to 
recommend the combination of the nematodes and B. bassiana in the field. 
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Pupating summer generation C P B adults spend only several weeks i n the soil, and 
thus the time that biocontrol agents have to localize and infect pupating insects is limited. 
Our further research w i l l focus on overwintering C P B generation, where the nematodes 
and fungi can operate for a long period. 

5. Conclusions 

In conclusion, we demonstrate that, due to the high variability in nematode pathogenic­
ity towards C P B adults, large-scale screening is necessary in order to select the effective 
nematode strains. The selected nematodes and fungus B. bassiana effectively decreased the 
emergence of second-generation CPB adults in pots, while the effect of the field application 
of both agents and their combination was low. Further research w i l l focus on overwintering 
C P B generation. 
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Insekticidní a akaricidní aditivum do nosného substrátu pro pěstování rostlin 

Oblast techniky 

Technické řešení se týká insekticidního a akaricidního aditiva do půdního nosného substrátu. 

Dosavadní stav techniky 
Ochrana většiny kulturních plodin a ovocných a okrasných dřevin před živočišnými škůdci 
spočívá především v aplikaci pesticidů postřikem nadzemních částí rostlin. Životní cyklus řady 
hmyzích škůdců je však vázán na půdní prostředí, kde škodí na kořenech, jako jsou např. larvy 
smutníc, kovaříků či lalokonosců, nebo do půdy zalézají za účelem kuklení či prezimovaní, jako 
jsou např. třásněnky, mandelinka bramborová či makadlovka Tuta absoluta. Aplikace 
chemických insekticidů a akaricidů, tedy pesticidů určených k hubení hmyzu a roztočů, přímo do 
půdy není žádoucí z důvodů rizika kontaminace spodních vod a kumulace reziduí v půdě. Hmyzí 
škůdce vyskytující se v půdě však lze úspěšně potlačit pomocí jejich přirozených antagonistů, tj. 
entomopatogenních hub a entomopatogenních Místíc. Obě skupiny organismů se běžně vyskytují 
v přirozeném půdním prostředí, ne vždy jsou však dostatečně účinné, ať již z důvodu nízké 
patogenicity daného kmene, nebo nízké koncentraci infektivních částic v půdě. Většina komerčně 
vyráběných pěstebních substrátů tyto organismy běžně neobsahuje a nechrání tak pěstované 
rostliny před škůdci. 

Technické řešení podle CZ 31982 popisuje pěstební substrát s insekticidními a akaricidními 
účinky obsahující entomopatogenní houbu z rodu Isaria. Nevýhodou uvedeného řešení je 
zejména skutečnost, že entomopatogenní houby nejsou dostatečně virulentní proti všem škůdců 
vyskytujících se v půdě a pěstebních substrátech, nepůsobí např. na zástupce řádu dvoukřídlí. 
Vysokou účinnost na larvy dvoukřídlého hmyzu i další hmyzí škůdce vykazují entomopatogenní 
hli štice rodu Steinernema a Heterorhabditis. Entomopatogenní hlí štice jsou na trhu jako 
samostatné přípravky na ochranu rostlin určené pro aplikaci pomocí zálivky. Nevýhodou těchto 
přípravků je omezená doba jejich přežívání v půdách a substrátech bez vhodného hmyzího 
hostitele, a tudíž je nelze použít preventivně. 

Úkolem technického řešení je proto vytvoření insekticidního a akaricidního aditiva do půdního 
nosného substrátu, které by odstraňovalo výše uvedené nedostatky, obohacovalo půdu, pěstební 
substrát či kompost o užitečné mikroorganismy a makroorganismy a zlepšovalo tak jejich 
biologickou aktivitu, redukovalo výskyt širokého spektra půdních škůdců a mělo pozitivní vliv na 
fyzikální vlastnosti půdy, jako je provzdušnění, a v konečném důsledku zlepšovalo výnosové 
parametry pěstovaných plodin a kvalitu produkce s minimálním dopadem na životní prostředí. 

Podstata technického řešení 

Vytčený úkol je vyřešen pomocí insekticidního a akaricidního aditiva do nosného půdního 
substrátu pro pěstování rostlin podle tohoto technického řešení. Podstata technického řešení 
spočívá vtom, že aditivum je tvořeno směsí alespoň jednoho kmene entomopatogenní houby 
rodu Isaria (synonymum Paecilomyces) v koncentraci v rozmezí 105 až 107 infektivních částic na 
1 ml nosného substrátu a alespoň jednoho kmene entomopatogenní hlí štice rodu Steinernema v 
rozmezí 102až 104 infektivních částic na 1 ml nosného substrátu. 

Infektivní částice entomopatogenní houby jsou ve formě spor nebo ve formě fragmentů mycelia. 
Entomopatogenní Místíce je ve formě invazních larev. Ve výhodném provedení je kmen 
entomopatogenní houby Isaria fumosorosea (syn. Paecilomyces fumosoroseus) CCM 8367, 
kmen entomopatogenní hlí štice je Steinernema feltiae NFUST a nosič je pěstební substrát, čistá 
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rašelina nebo písek. V dalším výhodném provedení jsou obě složky, tj. entomopatogenní houba 
a entomopatogenní Místíce odděleny a mísí se až před aplikací. 

Výhody půdního insekticidního a akaricidního aditiva na bázi entomopatogenních hub a hlístic 
podle tohoto technického řešení spočívají zejména v tom, že obohacuje půdu nebo pěstební 
substrát o užitečné mikroorganismy a makroorganismy a využívá jejich synergického účinku. 
Kombinováním výše zmíněných dvou bioagens se dosahuje rozšíření účinnosti na více druhů 
hmyzích škůdců a škodlivých roztočů vyskytujících se v půdě. Výhodou entomopatogenní 
hlístice je její rychlé působení a schopnost najít škůdce i na vzdálenost několika centimetrů, 
přičemž během svého pohybu přispívají k lepšímu provzdušnění půdy a rozšíření spor druhého 
bioagens. Výhodou entomopatogenní houby je schopnost růst saprofyticky na organické hmotě, 
kolonizovat půdu či pěstební substrát a působit tak po delší období po aplikaci. Výše uvedené 
půdní insekticidní aakaricidní aditivum zlepšuje biologickou aktivitu půdy či substrátu a ve 
výsledku má pozitivní vliv na výnosové parametry pěstovaných plodin a kvalitu produkce 
s minimálním dopadem na životní prostředí. 

Kmen českého původu CCM 8367 entomopatogenní houby I. fumosorosea je uložený ve Sbírce 
mikroorganismů v Brně jako patentová kultura. Insekticidní a akaricidní účinky tohoto kmene 
byly prokázány již dříve. Infektivní částice houby lze získat stacionární neboli povrchovou 
kultivací na pevném příp. tekutém médiu nebo submerzní kultivací. 

Ve výhodném provedení je entomopatogenní houba kultivována ve fermentorech za použití 
vhodného tekutého média, např. na bázi glukózy, maltózy, škrobu a peptonu. Krátkodobě lze 
houbu skladovat v podobě zamrazených blastospor. Pro dlouhodobé uchování je vhodné použít 
konidiospory, které se nejprve lyofilizují a poté uloží v kapalném dusíku při -196 °C nebo 
v hlubokomrazícím boxu při -70 °C. K adjustaci do inertního nosného substrátu lze ve výhodném 
provedení použít techniku rozprašování suspenze infektivních částic entomopatogenní houby ve 
vhodném mísícím zařízení. 

Kmen hlístice Steinernema feltiae NFUST pocházející z Izhevska z Ruska, je uložen ve sbírce 
entomopatogenních hlístic Biologického centra A V CR, v.v.i. v Českých Budějovicích. Druhová 
identita byla potvrzena morfologicky i sekvenováním ITS oblasti rDNA (Genbank přístupové 
číslo: KT809344). Invazní larvy entomopatogenní hlístice lze získat chovem hlístic na hmyzím 
hostiteli, kterým je poslední larvální instar housenky zaviječe voskového, Galleria mellonella, 
nebo průmyslově in-vitro kultivací ve fermentorech. Množení hlístic se provádí nákazou 
housenek zavij eče voskového na vlhkém filtračním papíru v Petriho misce v dávce cca 50 až 
100 invazní ch larev na jednu housenku zavij eče. Po uhynutí housenek jsou tyto přemístěny na 
vodní pasti (White Trap), přibližně za 7 dní se z mrtvých hostitelů začnou uvolňovat nové invazní 
larvy, které zůstávají uvězněny v nízkém vodním sloupci, odkud jsou tyto slévány a čištěny 
opakovanou sedimentací ve vodě. Vyčištěné invazní larvy je pak možné použít pro přímou 
aplikaci nebo skladování. Celý proces množení se odehrává při pokojové teplotě cca 21 °C. 
Dlouhodobě lze entomopatogenní hlístice skladovat ve stádiu invazních larev při teplotě kolem 5 
až 6 °C v nízkém vodním sloupci, vlhkém písku či vermikulitu nebo v molitanové drti. 

Objasnění výkresů 

Uvedené technické řešení bude blíže objasněno na následujících vyobrazeních, kde: 

obr. 1 znázorňuje graf závislosti mortality škůdců na typu ošetření, 

obr. 2 znázorňuje graf závislosti perzistence Steinernema feltiae na podmínkách a době 
skladování, 

obr. 3 znázorňuje graf vlivu ošetření na líhnutí škůdců z pěstebního substrátu. 
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Príklad uskutečnění technického řešení  

Príklad 1 

Suspenze infektivních částic entomopatogenní houby / fumosorosea CCM 8367 byla připravena 
z blastospor, které byly získány submerzní kultivací. Do 95 ml sterilního tekutého kultivačního 
média na bázi PDB v 250 ml Erlenmeyerově baňce bylo naočkováno 5 ml houbové suspenze. 
Inkubace probíhala na orbitální třepačce při rychlosti 200 otáček za minutu a teplotě 25 °C po 
dobu čtyř dnů. Po inkubaci byla konečná suspenze filtrována přes sterilní gázu, aby se oddělilo 
mycelium a shluky spor. Koncentrace blastospor v suspenzi byla počítána pomocí Neubauerovy 
komůrky a následně byla upravena na požadovanou koncentraci. Do suspenze bylo přidáno 
smáčecí činidlo Tween 80® v koncentraci 0,02 % (v/v). Test klíčivosti prokázal 100% klíčivost 
blastospor. Invazní larvy S.feltiae NFUST byly získání z infikovaných housenek zavij eče 
voskového pomocí tzv. vodních pastí. Koncentrace invazních larev ve vodní suspenzi byla 
ustavena na 2 000 invazních larev na 1 ml vody. 

Připravenými suspenzemi obou bioagens byl ošetřen komerční pěstební substrát na bázi rašeliny 
nasypaný do plastových kelímků v množství 180 ml substrátu na kelímek. Byla použita dávka 
10 8 blastospor houby a 1 000 invazních larev hlístic najeden kelímek. Paralelně byly založeny 
varianty, ve kterých byl substrát ošetřen pouze I.fumosoroea, S.feltiae nebo sterilní vodou se 
smáčedlem představující kontrolu. Do každého kelímku byla následně umístěna jedna larva 
posledního instaru mandelinky bramborové, Leptinotarsa decemlineata. Kelímky byly zakryty 
folií a umístěny do inkubátoru s konstantní teplotou 25 °C a následně denně kontrolovány pro 
stanovení počtu vylíhlých dospělců. Současná aplikace obou bioagens se ukázala jako 
nejúčinnější, jak je patrné z následující tabulky a obrázku 1. Po ukončení pokusu bylo z 50 larev 
v substrátu nalezeno 11 mumifikovaných s mykózou I. fumosorosea, 28 jedinců bylo rozloženo 
v důsledku parazitace S.feltiae a 3 jedinci byli mrtví bez symptomů mykózy či parazitace. Na 
obr. 1 je tedy znázorněno porovnání účinnosti ošetření nosného substrátu entomopatogenní 
houbou I. fumosorosea CCM 8367 v kombinaci s parazitickou místící S. feltiae NFUST oproti 
variantě ošetřené pouze jedním bioagens či oproti kontrole, v níž byla aplikována pouze voda se 
smáčedlem Tween 80®. Chybové úsečky u sloupců znázorňují 95 % konfidenční limity. 

Ošetření Počet larev Počet vylíhlých imág 
kontrola 120 112 
Isaria fumosorosea 80 45 
Steinernema feltiae 40 22 
Isaria fumosorosea + Steinernema feltiae 50 8 

Příklad 2 

Suspenze entomopatogenní houby a entomopatogenní hlístice podle příkladu 1 byly formulovány 
do inertních nosičů, kterým byla v případě I. fumosorosea rašelina a v případě S. feltiae písek 
frakce 0,8 mm. Dávkování bylo zvoleno tak, aby koncentrace houby byla 2><106blastospor na 
1 ml rašeliny a koncentrace hlístic byla 1 500 invazních larev na 1 ml suchého písku. Invazní 
larvy hlístic byly do písku přidány v objemu 1 ml vody a následně byl písek ještě zvlhčen dalšími 
9 ml vody (celkem tedy 10 ml vody, 67 ml písku a 100 000 invazních larev hlístic). Takto 
připravené formulace obou bioagens tvoří dvě složky insekticidního a akaricidního aditiva do 
nosného substrátu pro pěstování rostlin. Bylo vyrobeno několik dávek, které byly samostatně 
zabaleny do uzavíratelných polyethylenových (PE) sáčků a umístěny do termostatu. 

Ihned po aplikaci I. fumosorosea do rašeliny a poté po měsíci skladování vPE sáčcích 
o rozměrech 15x20 cm při 9 °C byly z každého sáčku odebrány tři vzorky o objemu 25 ml, tyto 
byly eluovány ve 100 ml sterilní vody s přídavkem smáčedla Tween 80® v 250 ml 
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Erlenmayerově baňce. Vzorky byly umístěny na orbitální třepačce po dobu 20 minut, 200 otáček 
za minutu a teplotě 25 °C. Jeden mililitr výluhu byl potom zředěn v 9 ml sterilní vody se 
smáčedlem Tween 80®, 0,5 ml suspenze bylo přeneseno pipetou a rovnoměrně rozetřeno po 
povrchu selektivního růstového média s látkou Dodine. Petriho misky byly následně inkubovány 
po dobu jednoho týdne při 25 °C. Po tomto období byl stanoven počet kolonií I. fumosorosea na 
misce. Následující tabulka ukazuje, že koncentrace infektivních částic (CFU) v rašeline 
(x= 1,98><106/1 ml) odpovídala vypočtené koncentraci blastospor entomopatogenní houby při 
výrobě insekticidního a akaricidního aditiva. Z tabulky je dále patrné, že během skladování po 
dobu jednoho měsíce došlo k mírnému navýšení CFU (x = 2,52* 106/1 ml). 

Čas od 
výroby 

Průměrná koncentrace infektivních částic Isaria fumosorosea v 1 ml rašeliny Čas od 
výroby Vzorek 1 Vzorek 2 Vzorek 3 Vzorek 4 Vzorek 5 

0 

1 měsíc 

2 , l l x l 0 6 

2 , 5 7 x l 0 6 

l , 9 1 x l 0 6 

2 , 4 8 x l 0 6 

2 , 0 1 x l 0 6 

2 , 5 8 x l 0 6 

l , 9 1 x l 0 6 

2,05 x l O 6 

l , 9 7 x l 0 6 

2,49x10 6 

Písek s invazními larvami S.feltiae byl skladován při teplotách 5, 16 a 20 °C v uzavřených 
sáčcích (7x10 cm) a při stejných teplotách ve ventilovaných sáčcích (do stěny sáčku byly 
propíchnuty dva malé otvory pro volný přístup vzduchu) stejné velikosti. V intervalu 7 dní byl 
odebírán z každé teploty 1 sáček uzavřený a jeden ventilovaný a pomocí Bearmannových nálevek 
byly invazní larvy extrahovány, aby mohl být stanoven jejich počet ve výluhu. Na sítko 
Baermanovy nálevky byla z prostorových důvodů umístěna vždy 1/10 důkladně promíchaného 
objemu sáčku. Počet entomopatogenních hlístic byl stanoven počítáním jedinců pod binokulární 
lupou. Tito jedinci byli zároveň mechanicky podrážděni, abychom ověřili, že se jedná o živé 
aktivní jedince. Z obrázku 2 je patrné, že entomopatogenní hlí štice vdaném nosném substrátu 
přežívají ve všech teplotách po dobu nejméně 5 týdnů, ačkoliv dochází k mírnému poklesu jejich 
koncentrace v závislosti na čase a teplotě skladování. Nižší počty jedinců, než by odpovídalo 
1/10 objemu přípravku (tj. 10 000 larev) jsou pravděpodobně způsobeny (zvláště v prvních 
týdnech) přirozenými vlastnostmi entomopatogenních hlístic, jejichž cca 1/3 invazních larev 
zůstává neaktivní a nemůže tak být Baermanovou nálevkou zachycena. Tyto larvy jsou nicméně 
živé a v přítomnosti hostitelů schopné infekce. Z obrázku vyplývá, že tuto složku insekticidního a 
akaricidního aditiva je nejvhodnější skladovat v uzavřeném obalu při teplotě 5 nebo 16 °C, kde 
přežívá po 5 týdnech největší počet jedinců. Tyto výsledky zároveň jasně naznačují schopnost 
hlístic přetrvat za daných podmínek po dobu delší než testovanou. 

Příklad 3 

Insekticidní a akaricidní aditivum na bázi entomopatogenní houby I. fumosorosea 
a entomopatogenní hlístice S. feltiae podle příkladu 2 bylo aplikováno do směsi dvou komerčně 
dostupných pěstebních substrátů: bio substrátu s guanem bez rašeliny a substrátu pro rajčata, 
papriky a okurky, které byly smíchány v poměru 1:1. Oba substráty byly již zamořeny larvami 
smutníc. Touto směsí substrátů byly do 2/3 naplněny plastové kelímky o objemu 200 ml. Poté 
bylo u ošetřené varianty přidáno insekticidní a akaricidní aditivum v dávce 10 ml rašeliny 
inokulované entomopatogenní houbou a 3 g vlhkého písku s S.feltiae na jeden kelímek. 
Insekticidní a akaricidní aditivum bylo lehce zapraveno do nosného substrátu a zavlaženo 10 ml 
vody. Kontrolní varianta byla pouze zavlažena 10 ml vody. 

Kelímky byly poté uzavřeny průhledným plastovým víčkem, jehož spodní strana byla natřena 
lepem na hmyz a kelímky byly umístěny do klimatizovaného boxu s teplotou 21 °C a 
fotoperiodou 16L:8D. Po třech, pěti a devíti týdnech od založení pokusu byli spočítáni vylíhlí 
dospělci smutníc. Z obrázku 3 je patrné, že ošetření pěstebního substrátu aditivem má 
dlouhodobý účinek. Zatímco v neošetřené kontrole se v průměru vylíhlo celkem 8,55 smutníc na 
jeden kelímek, v ošetřené variantě jich bylo pouze 2,00. V průběhu pokusu tak došlo k redukci 
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škůdce o 77 %. 

Průmyslová využitelnost 

Insekticidní a akaricidní aditivum do nosného substrátu pro pěstování rostlin podle tohoto 
technického řešení lze použít zejména při pěstování pokojových i venkovních květin a bylin 
pěstovaných v květináčích, truhlících či na záhonech, k ochraně skleníkových kultur, zejména 
zeleniny a ovocných a okrasných keřů a stromů a dalších plodin. Je určeno pro aplikaci do půdy, 
k obohacení pěstebních substrátů a kompostů a k moření osiva a sadby. Uplatnění najde zejména 
u drobných pěstitelů a v ekologickém a bio-dynamickém zemědělství. 

NÁROKY NA OCHRANU 

1. Insekticidní a akaricidní aditivum do nosného substrátu pro pěstování rostlin na bázi půdy, 
pěstebního substrátu nebo kompostu, vyznačující se t ím, že je tvořeno směsí alespoň jednoho 
kmene entomopatogenní houby rodu Isaria v koncentraci v rozmezí 105 až 107 infektivních částic 
na 1 ml nosného substrátu a alespoň jednoho kmene entomopatogenní hlístice rodu Steinernema 
v rozmezí 10 2až 104 infektivních částic na 1 ml nosného substrátu. 

2. Insekticidní a akaricidní aditivum podle nároku 1, vyznačující se t ím, že kmen 
entomopatogenní houby je Isaria fumosorosea CCM 8367. 

3. Insekticidní a akaricidní aditivum podle nároku 1, vyznačující se t ím, že kmen 
entomopatogenní hlístice je Steinernema feltiae NFUST. 

4. Insekticidní a akaricidní aditivum podle nároku 1 nebo 2, vyznačující se t ím, že infektivní 
částice kmene entomopatogenní houby jsou ve formě spor. 

5. Insekticidní a akaricidní aditivum podle nároku 1 nebo 2, vyznačující se t ím, že infektivní 
částice kmene entomopatogenní houby jsou ve formě fragmentů mycelia. 

6. Insekticidní a akaricidní aditivum podle nároku 1 nebo 3, vyznačující se t ím, že infektivní 
částice kmene entomopatogenní hlístice jsou ve stádiu invazních larev. 

2 výkresy 
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Kontrola I. fumosorosea S. feltiae I. fumosorosea + 
S. feltiae 

Typ ošetření 

Obr. 1 

Perzistence Steinernema ftltia* během skladovaní v různých podmínkách 
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Vliv ošetření na kumulativní počty dospélců smutníc 

Týden od oselfeni substrátu 

Obr. 3 
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Pěstební substrát s insekticidními a akaricidními vlastnostmi 

Oblast techniky 

Technické řešení se týká pěstebního substrátu s insekticidními a akaricidními vlastnostmi. 

Dosavadní stav techniky 
Produkce pěstebních substrátů v Evropě představuje odvětví s obratem ve výši 1,3 miliardy eur. 
Obecně se požadavky na vlastnosti pěstebních substrátů liší, nicméně lze říci, že jsou vyžadovány 
tyto vlastnosti, jako je ukotvení rostliny, tedy musí být schopen udržet rostlinu, dobře zabezpečit 
výživu rostliny, dobrá propustnost a nasákavost vodou, vhodné pH požadované druhem rostliny 
a pěstební substrát by neměl obsahovat toxické látky a škůdce. 

Pěstební substráty jsou většinou založeny na organických složkách, které zahrnují rašelinu, 
kokosové vlákno, dřevěné vlákno, kůru či kompost. Kompost je organický prostředek pro 
zlepšení pěstebních substrátů obsahující stabilizované organické látky a rostlinné živiny získaný 
řízeným biologickým rozkladem směsi sestávající zejména z rostlinných zbytků a mající 
deklarované kvalitativní znaky. Rašelina je nahromaděný, částečně rozložený rostlinný materiál, 
který obsahuje převážně organické látky a organické kyseliny. Pro dodání přijatelných živin při 
přípravě čistých rašelinových pěstebních substrátů se používají minerální živiny ve formě hnojiv 
obsahujících dusík, fosfor a draslík. Rašelina navíc představuje dominantní pěstební médium 
používané v Evropě. Důvody použití samotné rašeliny nebo jejího použití jako hlavní součást 
pěstebních médií lze nalézt v její dostupnosti v severní Evropě, relativně nízkých nákladech, 
vynikajících chemických, biologických a fyzikálních vlastnostech a nízké hmotnosti. 

Kultivované rostliny jsou často napadány hmyzími škůdci, přičemž více než 90 % těchto škůdců 
tráví část svého životního cyklu v půdě, tedy v pěstebním substrátu. Substrát, ve kterém se 
rostliny pěstují, proto hraje důležitou roli při jejich ochraně vůči hmyzím škůdcům. V běžném 
půdním prostředí se vyskytují entomopatogenní houby zajišťující přirozenou regulaci škůdců. 
Entomopatogenní houby mohou napadat a parazitovat na všech vývojových stádiích hmyzu, 
nejčastěji se však vyskytují na larvách a kuklách, méně často jsou houbami infikováni dospělci 
a vajíčka hmyzu. Komerčně vyráběné pěstební substráty tyto houby běžně neobsahují a nemají 
tak insekticidní vlastnosti tedy nejsou určené k hubení hmyzu v jeho různých vývojových 
stupních ani akaricidní vlastnosti tedy nejsou určené k hubení roztočů. Ochranu rostlin je pak 
nutné zajišťovat dodatečně pomocí chemických insekticidů, které jsou však problematické kvůli 
vývoji rezistence škůdců a kvůli reziduím v životním prostředí s negativním vlivem na necílové 
organismy, zdraví lidí a zvířat a jejichž následné odstraňování je finančně i časově náročné. 

Úkolem technického řešení je proto vytvoření pěstebního substrátu s insekticidními a 
akaricidními vlastnostmi, který by odstraňoval výše uvedené nedostatky, který by snižoval škody 
na rostlinách způsobené hmyzími škůdci a roztoči, dále zlepšoval vitalitu rostlin a jehož použití 
by vedlo ke snížení spotřeby chemických pesticidů a zvýšení kvality produkce rostlin 
s minimálním dopadem na životní prostředí. 

Podstata technického řešení 

Vytčený úkol je vyřešen pomocí pěstebního substrátu s insekticidními a akaricidními vlastnostmi 
podle tohoto technického řešení. Pěstební substrát obsahuje směs rašeliny, jílu a minerálních 
látek. Podstata technického řešení spočívá vtom, že dále obsahuje alespoň jeden kmen 
entomopatogenní houby z rodu Isaria (synonymum Paecilomyces) v koncentraci v rozmezí 102 

až 107infektivních částic na 1 ml pěstebního substrátu. 
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Ve výhodném provedení je kmen entomopatogenní houby Isaria fumosorosea (synonymum 
Paecilomyces fumosoroseus) CCM 8367. 

Infektivní částice entomopatogenní houby jsou ve formě spor nebo ve formě fragmentů mycelia. 

Výhody pěstebního substrátu s insekticidními a akaricidními vlastnostmi podle tohoto 
technického řešení spočívají zejména vtom, že snižuje škody na rostlinách způsobené hmyzími 
škůdci a roztoči, zlepšuje vitalitu rostlin a jeho použití vede ke snížení spotřeby chemických 
pesticidů a zvýšení kvality produkce rostlin s minimálním dopadem na životní prostředí. 

Kmen českého původu CCM 8367 entomopatogenní houby I. fumosorosea je uložen ve Sbírce 
mikroorganismů v Brně jako patentová kultura. Insekticidní a akaricidní účinky tohoto kmene 
byly prokázány již dříve. Infektivní částice houby lze získat stacionární neboli povrchovou 
kultivací na pevném případně tekutém médiu nebo submerzní kultivací. Ve výhodném provedení 
je houba kultivována ve fermentorech za použití vhodného tekutého média, např. na bázi 
glukózy, maltózy, škrobu a peptonu. Aplikaci do substrátu lze ve výhodném provedení zajistit 
rozprašováním suspenze infektivních částic houby do substrátu ve vhodném mísícím zařízení. 

Objasnění výkresů 

Uvedené technické řešení bude blíže objasněno na následujících vyobrazeních, kde: 

obr. 1 znázorňuje graf závislosti úmrtnosti škůdců na koncentraci infektivní ch částic 
entomopatogenní houby v substrátu, 

obr. 2 znázorňuje graf vlivu koncentrace infektivní ch částic na procento infikovaných dospělců 
vylíhlých z houbou-inokulovaného pěstebního substrátu. 

Příklad uskutečnění technického řešení 

Příklad 1 

Pěstební substrát byl připraven na bázi vytříděné světlé a tmavé rašeliny s přídavkem mletého 
jílu, obohacený hnojivem se základními živinami a inokulovaný entomopatogenní houbou Isaria 
fumosorosea kmene CCM 8367. Suspenze infektivních částic houby použitá pro inokulaci 
substrátu byla připravena z blastospor, které byly získány submerzní kultivací. Do 95 ml 
sterilního tekutého kultivačního média na bázi PDB (Sigma-Aldrich, Německo) v 250 ml 
Erlenmeyerově baňce bylo naočkováno 5 ml houbové suspenze. Inkubace probíhala na orbitální 
třepačce při rychlosti 200 otáček za minutu a teplotě 25 °C po dobu čtyř dnů. Po inkubaci byla 
konečná suspenze filtrována přes sterilní gázu, aby se oddělilo mycelium a shluky spor. 
Koncentrace blastospor v suspenzi byla počítána pomocí Neubauerovy komůrky a následně byla 
upravena na koncentraci 1 x 107 spor/ml. Do suspenze bylo přidáno smáčecí činidlo Tween 80® 
(Sigma-Aldrich, Německo) v koncentraci 0,05% (v/v). Test klíčivosti prokázal 100% klíčivost 
blastospor. 

Homogenita inokulace v substrátu byla zajištěna rozprašováním suspenze blastospor pomocí 
airbrush pistole za použití tlaku 0,5 baru do pěstebního substrátu promíchávaného v horizontálně 
umístěné skleněné míchací nádobě o objemu 3 1 otáčející se rychlostí 18 ot./min, přičemž byla 
aplikována dávka 5 ml inokula na 0,5 1 substrátu. Výsledný pěstební substrát měl tyto vlastnosti: 
pH 6,5 až 7, vlhkost 60 až 70 %, obsah spalitelných látek v sušině 70 %, obsah infektivních částic 
lxl0 5 na 1 ml substrátu. 
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Příklad 2 

Pěstební substrát podle príkladu 1 pripravený s počáteční koncentrací 4><104blastospor/ml 
pěstebního substrátu o objemu 0,5 1 byl uložen do uzavíratelných PE sáčků o rozměrech 
15x20 cm a umístěn do inkubátoru s konstantní teplotou. V měsíčních intervalech byly ze sáčků 
odebírány vzorky substrátu o objemu 25 ml, tento byl eluován 100 ml sterilní vody s přídavkem 
smáčedla Tween 80® v 250 ml Erlenmayerově baňce. Vzorky byly umístěny na orbitální třepačce 
po dobu 20 minut, 200 otáček za minutu a teplotě 25 °C. Jeden mililitr eluátu byl potom zředěn 
v 9 ml sterilní vody se smáčedlem Tween 80®, 0,5 ml suspenze bylo přeneseno pipetou a 
rovnoměrně rozetřeno po povrchu selektivního růstového média s látkou Dodine. Petriho misky 
byly následně inkubovány po dobu jednoho týdne při 25 °C. Po tomto období byl stanoven počet 
kolonií I. fumosorosea na misce. Výsledky ukázaly, že houbou obohacený pěstební substrát lze 
skladovat při teplotách 15 až 25 °C po dobu několika měsíců při zachování životaschopnosti 
entomopatogenní houby v pěstebním substrátu, jak je patrné z tabulky znázorňující koncentraci 
infektivních částic v 1 ml substrátu v čase. 

Doba s dadování v měsících 
Teplota 
skladová 
ní 

2 4 5 6 7 8 

15 °C 
20 °C 
25 °C 

4,27x104 

3,44xl04 

4,00xl04 

5,57xl04 

5,95xl04 

2,93 xlO4 

5,71xl04 

5,36xl04 

2,59xl04 

6,19xl04 

3,31xl04 

2,08xl04 

4 , l l x l0 4 

l,87xl0 4 

8,80xl03 

4,08xl04 

l,71xl0 4 

6,93xl03 

3,09xl04 

2,27x104 

3,73xl03 

Příklad 3 

Pěstební substrát podle příkladu 1 připravený s počáteční koncentrací 7x103 až 7x106 

blastospor/ml substrátu byl rozmístěn do plastových kelímků v množství 180 ml/kelímek. Do 
každého kelímku byla umístěna jedna larva posledního instaru mandelinky bramborové. Kelímky 
byly zakryty parafilmem a umístěny do inkubátoru s konstantní teplotou 25 °C a následně denně 
kontrolovány pro stanovení počtu vylíhlých dospělců. Výsledky ukázaly, že účinnost vyjádřená 
procentem škůdců uhynulých v substrátu vzrůstá s rostoucí koncentrací infektivních částic, jak je 
patrné z obrázku 1. Vylíhlí dospělí brouci mandelinky bramborové byly následně umístěny do 
Petriho misek s 2% agarem, pro zjištění přítomnosti infekce u dospělců. Na rozdíl od houbou 
neošetřeného substrátu (kontrola) dosahovalo procento infekce až 78 %, jak je patrné z obrázku 
2. 

Příklad 4 

Pěstební substrát podle příkladu 1 připravený s počáteční koncentrací lxl05blastospor/ml 
substrátu byl rozmístěn do 20 plastových květináčů o objemu 100 ml. Současně byla také 
připravena kontrola, tedy 20 květináčů substrátu bez entomopatogenní houby. Do substrátu bylo 
vyseto osivo okurky seté salátové a růst škůdců-prostých rostlin byl sledován ve fytotronu. Po 
dvou měsících byla vyhodnocena hmotnost sušiny kořenu a nadzemní části vyrostlých rostlin. 
Výsledky neukázaly statisticky významné rozdíly mezi biomasou rostlin pěstovaných v houbou 
obohaceném substrátu (průměr±SE: 1,97±0,36 g) a kontrolním substrátu (průměr±SE: 
2,10±0,29 g) a potvrdily tak, že pěstební substrát nemá negativní vliv na rostliny v podmínkách 
bez výskytu škůdců. Současně byly náhodně odebrány vzorky substrátu, v nichž byla stanovena 
koncentrace infektivních částic postupem podle příkladu 2. V kontrole nebyla přítomnost houby 
I. fumosorosea prokázána, zatímco v obohaceném substrátu byla koncentrace v rozmezí 
6,32E+03 až 7,36E+03 blastospor/ml substrátu, jak je patrné z následující tabulky. 
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Vzorek 1 Vzorek 2 Vzorek 3 Vzorek 4 Vzorek 5 
Kontrola 0 0 0 0 0 

Obohacený 
substrát 6 ,80x l0 3 6 ,32x l0 3 6 ,88x l0 3 6,40x10 3 7 ,36x l0 3 

Průmyslová využitelnost 

Pěstební substrát s insekticidními a akaricidními vlastnostmi podle tohoto technického řešení lze 
použít zejména pro pěstování hospodářsky významných plodin, pro výsev, rozmnožování 
a pěstování zeleniny, např. paprik, rajčat, okurek atd., okrasných rostlin, např. pokojových květin 
a dalších plodin. Uplatnění najde zejména v alternativním, ekologickém zemědělství, 
skleníkovém pěstování plodin a u drobných pěstitelů. 

NÁROKY NA OCHRANU 

1. Pěstební substrát s insekticidními a akaricidními vlastnostmi obsahující směs rašeliny, jílu 
a minerálních látek, vyznačující se t ím, že dále obsahuje alespoň jeden kmen entomopatogenní 
houby zrodu Isaria v koncentraci v rozmezí 10 2 až 107 infektivní ch částic na 1 ml pěstebního 
substrátu. 

2. Pěstební substrát podle nároku 1, vyznačující se t ím, že kmen entomopatogenní houby je 
Isaria fumosorosea CCM 8367. 

3. Pěstební substrát podle nároku 1 nebo 2, vyznačující se t ím, že infektivní částice jsou ve 
formě spor. 

4. Pěstební substrát podle nároku 1 nebo 2, vyznačující se t ím, že infektivní částice jsou ve 
formě fragmentů mycelia. 

1 výkres 
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Abstract. Convenient ecological alternative to broad-spectrum chemical pesticides is the utilization of natural enemies, 
like predators, parasitoids and microorganisms. A substantial number of microbial biopesticides based on 
entomopathogenic fungi have been developed worldwide since 1960s. Beauveria bassiana (Balsamo-Crivelli) Vuillemin, 
Metarhizium anisopliae (Metchnikoff) Sorokin, Isaria fumosorosea (Wize), and B. brongniartii (Saccardo) Petch are the 
most common species used in commercially produced mycopesticides. Besides direct biological pest control, these fungi 
could be also used in preventive application programs, particularly in ornamental or nursery plants to provide better 
control against pests. The aim of the present study was to investigate potential of pre-colonization of sphagnum-based 
soil substrate with /. fumosorosea strain CCM 8367 which was found earlier to be highly virulent against several pest 
species. We developed simple laboratory apparatus for application of fungal spore suspension into the substrate. 
Suspension was prepared from blastospores obtained by submerged cultivation on potato dextrose broth (PDB) medium 
using an orbital shaker. Inoculated substrate was placed into plastic bags and stored at constant temperature for six 
months. Every month, samples were analyzed for concentration of colony forming units (CFU) by elution and selective 
medium technique. The results showed that at 20°C the fungus successfully colonized the soil substrate and persisted 
there although the mean concentration slightly decreased from 5.89><104 to 2.76><104 CFU per milliliter of substrate 
during the experiment. Temperature 30°C had negative effect on survival of the fungus and is not recommended for long-
term storage of pre-inoculated substrate. We can conclude that /. fumosorosea-colonized substrate can be convenient for 
preventive and permanent protection of various plants against soil-dwelling pests. 

INTRODUCTION 

Production of growing media represents an industry with a €1.3 billion turnover accounting for 11,000 jobs 
across Europe and is essential to the horticulture industry [1]. Growing media or plant substrates are mostly based on 
organic constituents which includes peat, coir, wood fibers, bark and compost [2] with peat presenting dominant 
growing media used in Europe [3,4]. The reasons for using pure peat or as a main component of growing media are 
to be found in its availability in Northern Europe, relatively low cost, its excellent chemical, biological and physical 
properties and its light weight [2]. 

Cultivated plants are often attacked by insect pests and more than 90% of these pests spend part of their life 
cycle in the soil [5]. Therefore, a substrate in which plant is grown plays an important role in plant protection, too. 
Instead of using chemical insecticides which are problematic because of pest resistance and residue in environment, 
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development of biocontrol methods using natural pathogens might be solution for sustainable production. Many 
microbial biopesticides based on entomopathogenic fungi have been developed worldwide since 1960s. The most 
common mycopesticides are based on Beauveria bassiana (Balsamo-Crivelli) Vuillemin, Metarhizium anisopliae 
(Metschnikoff) Sorokin, Isaria fumosorosea (WIZE), and B. brongniartii (Saccardo) Petch [6]. Experiments with 
preventive application of these fungi to soil or substrate were already reported [7-10]. 

The aim of the present study was to develop simple laboratory device for inoculation of sphagnum-based soil 
substrate with entomopathogenic fungi and to assess the persistence of the fungus in pre-colonized substrate during 
six months. For this purpose, we selected /. fumosorosea, the species which has a worldwide distribution and its 
natural occurrence in soil samples was reported from many countries including the Czech Republic [11]. It is a 
species with a relatively wide host range across several insect orders with the ability to cause natural insect 
epizootic. Several commercial mycoinsecticides based on various strains of this fungus have been developed in 
America, Asia or Europe. There is a growing demand for their application in biocontrol programs [12, 13]. 

MATERIAL AND METHODS 

Soil Substrate 

A commercially available special horticultural sphagnum-based substrate for seeds and nursery plants (Forestina 
Ltd., Czech Republic) was used. This soil substrate contains black and white peat, fine-ground clay, and is enriched 
by fertilizer with essential and trace nutrients, also pH is adjusted 

Entomopathogenic Fungus 

Strain C C M 8367 of I. fumosorosea was used in this study. The strain originated from pupae of the horse 
chestnut leaf miner, Cameraria ohridella Decka and Dimic (Lepidoptera: Gracillariidae) collected in the Czech 
Republic [14]. The strain is deposited as a patent culture in the Czech Collection of Microorganisms in Brno [15, 16] 
and at our laboratory is commonly maintained on potato dextrose agar medium (PDA, Sigma-Aldrich, Germany). 
The C C M 8367 strain was found earlier to be highly virulent against several insect and mite pest species [17-23]. 

Spore suspension used for inoculation of substrate was prepared from blastospores which were obtained by 
submerged cultivation For the cultivation, 95 mL of potato dextrose broth (PDB, Sigma-Aldrich, Germany) 
sterilized liquid medium in 250 mL Erlenmeyer flask was inoculated with 5 ml of fungus suspension. The flask was 
placed on an orbital shaker with speed of 200 rpm and temperature 25°C and it was incubated for four days [24], 
After incubation, the final suspension was filtered through sterile gauze to separate the mycelium and spore clusters. 
The number of blastospores in suspension was counted with a Neubauer improved chamber and subsequently the 
suspension was adjusted to the concentration 1* 107 spores per mL. For adjusting, soaking agent Tween 80® (Sigma-
Aldrich, Germany) was added to the suspension at a concentration of 0.05% (v/v). 

Inoculation Technique 

A laboratory device for low-volume application of fungal suspension into substrate has been developed [25]. The 
device consists of a glass jar with volume 3 liters placed horizontally on metal frame equipped with four motorized 
rubber wheels and airbrush connected to an electric compressor. Substrate of 0.5 L was scattered into the jar which 
revolved at speed 18 rpm. Two milliliters of fungal suspension were sprayed into the revolving jar by airbrush using 
pressure of 0.5 bar. Thus, the expected initial concentration was 4><104 blastospores per milliliter of substrate. 
Inoculated substrate was then placed into a plastic ziplock bag of size 15 ><20 cm. 

Evaluation of Fungus Persistence in Substrate 

Bags with inoculated substrate were sealed and placed into climatized cabinet with constant temperature 20±1°C 
for six months. Immediately after inoculation and subsequently every month five bags were analyzed for 
concentration of fungus in the substrate. For this purpose, substrate sample of 25 mL per bag was collected, eluted 
by 100 mL of sterile water with Tween 80® in 250 mL Erlenmayer flask. Samples were placed on orbital shaker for 
20 minutes, 200 rpm and temperature 25°C. One milliliter of elution was then diluted in 9 mL of sterile water with 
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Tween 80®, 0.5 mL of the suspension was transferred by pipette and spread with inoculation spatula on surface of 
selective grow medium with dodine [26]. Petri dish plates were incubated for one week at 25°C. After this period, 
number of colonies of I. fumosorosea on the plate were counted. This was repeated three times per one bag sample 
giving totally 15 counts per sampling period. In addition, shorter experiments were carried out to test fungus 
persistence at 15, 25 and 30°C with only one bag sampled per temperature and sampling period. 

Data Analysis 

Fungus concentration in substrate was expressed as number of colony forming units (CFU) per milliliter of 
substrate. CFU data were loglO (x+1) transformed before the analysis. Consequentiy, data were statistically 
analyzed using one/way A N O V A followed by Tukey post-hoc test. 

RESULTS AND DISCUSSION 

Conidia and blastospores are the main infective units used in biological control with entomopathogenic fungi. 
Although most formulations are based on aerial conidia obtained in solid-state fermentation using cheaper natural 
substrates such as rice, bran, hail or cereals [27] since these propagules are more resistant to abiotic factors found in 
open fields [6] there is no absolute advantage between both infective units [28]. We used blastospores because their 
cultivation was faster and provided sufficient yield [24]. 

Preparation of one sample of inoculated substrate took several minutes during which fungal spores were properly 
mixed with substrate. Advantages of the device used for inoculation are in particular that it allows a very precise 
dosing of the fungus suspension into the substrate and achieves a high homogeneity of mixing without significant 
increase in the liquid content of the final product. Other benefits include simple application, low cost, applicability 
under laboratory conditions, versatility of use and easy portability and maintenance. 

Elution and selective medium technique revealed that the fungus successfully colonized the soil substrate and 
that concentration after inoculation of substrate ranged between 4.99><104 and 7.17*104 CFU/mL. This was slightiy 
higher concentration than expected and might be caused either by the fact that concentration of blastospores in 
suspension used for inoculation was underestimated or because fungus multiplicated during period between 
preparation of substrate and the start of incubation of eluted sample. The results of long-term storage experiment 
showed that at 20°C fungus persisted well for six months although the mean concentration decreased from 5.89* 104 

to 2.76* 104 CFU per millilitre of substrate during the experiment (Fig. 1). This confirms that entomopathogenic 
fungi are able to survive in soil environment for long time [29] and, moreover, they are able to survive on the 
alternate substrate represented by organic matter or to grow saprophytically in the rhizosphere [30], 

0 1 2 3 4 5 6 
Months after inoculation 

FIGURE 1. Changes of Isaria fumosorosea concentration (mean and SE) in fungus-colonized soil substrate in time. The same 
letters indicate no significant differences between columns (Tukey HSD test, P>0.05) 

122 

030009-3 



Analysis of variance revealed highly significant effect of storage time on CFU concentration in substrate (F6.28 
=15.10, PO.0001). Persistence of fungus at 15°C was similar to that at 20°C. However, fungus concentration 
decreased at 25°C and temperature 30°C had strong negative effect on its survival (Table 1). Therefore, higher 
temperature is not recommended for long-term storage of pre-inoculated substrate. 

TABLE 1. The effect of temperature onlsaria fumosorosea concentration (CFTJ/mL) in fungus-
colonized substrate. 

Storage length 
[months] 15°C 25°C 30°C 

2 4 . 2 7 x l 0 4 4 . 0 0 x l 0 4 1.52xl0 4 

3 5 . 5 7 x l 0 4 2 . 9 3 x l 0 4 

0 

4 5 . 7 1 x l 0 4 2 . 5 9 x l 0 4 

0 

Soil trials reported earlier demonstrated high virulence of C C M 8637 strain against the Egyptian cotton 
leafworm, Spodoptera littoralis (Boisd.) (Lepidoptera: Noctuidae) [20] and the Colorado potato beetle, Leptinotarsa 
decemlineata (Say) (Coleoptera: Chrysomelidae) [21]. The strain is also efficient against the two-spotted spider 
mite, Tetranychus urticae Koch (Acari: Tetranychidae) [22]. However, the the strain was not virulent against the 
bulb mite, Rhizoglyphus robini (Claparěde) (Acari: Acaridae) [31]. It seems, that bulb mites are well adapted to live 
next to acaro/entomopathogenic fungi in soil environment. Indeed, some compounds like hexyl rhizoglyphinate 
isolated from R. robini have been shown to inhibit mycelial growth of several species of fungi [32]. Since I. 
fumosorosea might also have some negative effect on predators and parasitoids [33], it will be necessary to verify 
whether fungus-colonized substrate is harmless to beneficial soil-dwelling arthropods. 

We can conclude that the proposed method of inoculation of sphagnum-based substrate using mixing device 
provides high homogeneity and that the fungus is able to survive saprophytically in the substrate for several months. 
Pre-colonized substrate can be convenient for preventive and permanent protection of various plants against many 
pests occurring in soil. 
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Abstract: Entomopathogenic nematodes and fungi are globally distributed soil organisms that are 
frequently used as bioagents in biological control and integrated pest management. M a n y studies 
have demonstrated that the combination of biocontrol agents can increase their efficacy against target 
hosts. In our study, we focused on another potential benefit of the synergy of two species of nematodes, 
Steinernema feltiae and Heterorhabditis bacteriophora, and the fungus Isaria fumosorosea. According to our 
hypothesis, these nematodes may be able to disseminate this fungus into the environment. To test 
this hypothesis, we studied fungal dispersal by the nematodes in different arenas, including potato 
dextrose agar (PDA) plates, sand heaps, sand barriers, and glass tubes filled w i th soil. The results 
of our study showed, for the first time, that the spreading of both conidia and blastospores of 
I. fumosorosea is significantly enhanced by the presence of entomopathogenic nematodes, but the 
efficacy of dissemination is negatively influenced by the heterogeneity of the testing arena. We also 
found that H. bacteriophora spread fungi more effectively than S. feltiae. This phenomenon could be 
explained by the differences in the presence and persistence of second-stage cuticles or by different 
foraging behavior. Finally, we observed that blastospores are disseminated more effectively than 
conidia, which might be due to the different adherence of these spores (conidia are hydrophobic, 
while blastospores are hydrophilic). The obtained results showed that entomopathogenic nematodes 
(EPNs) can enhance the efficiency of fungal dispersal. 

Keywords: entomopathogenic nematodes; entomopathogenic fungi; conidia; blastospores; dispersal; 
P D A plates; soil substrate 

1. Introduction 

Entomopathogenic nematodes (EPNs) of the families Steinernematidae Filipjev, 1934, 
and Heterorhabditidae Poinar, 1976, are ubiquitous soil organisms and can be found i n almost 
all terrestrial ecosystems except for Antarctica. These nematodes live in obligate association wi th 
bacteria of the genera Xenorhabdus Thomas and Poinar, 1979, and Photorhabdus Boemare et al., 1993, 
(Enterobacterales: Morganellaceae) [1] and infect and k i l l a wide range of insects [2]. The only 
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free-living stage is infective juveniles (IJs), which can detect hosts over long distances due to their 
sense organs. They are able to react to many host-associated cues, such as carbon dioxide, arginine, 
uric acid, and ammonia [3-7]. When a signal from a host is detected, an IJ starts to move against the 
gradient of this chemical. When they reach the host, they invade its body, release bacteria into the 
hemolymph, causing septicemia, and the host usually dies wi th in 24 or 48 h. The ability to actively 
search for hosts and rapidly k i l l them make EPNs good biocontrol agents. 

Some E P N species are mass cultured in l iquid media or in surrogate hosts (e.g., Galleria mellonella 
Linnaeus, 1758 (Lepidoptera: Pyralidae) larvae) and widely used in biological control to reduce the 
damage caused by soil-dwelling pestiferous insects, e.g., grubs, caterpillars, and dipteran larvae [8]. 
Usually, these nematodes have a wide range of hosts and can be used to control populations of many 
insects; however, some nematodes (e.g., Steinernema scapterisci Nguyen and Smart, 1990 (Rhabditida: 
Steinernematidae) show an affinity for and a greater ability to manage populations of one pest 
(mole crickets) or a group of pests (e.g., grubs are controlled by Heterorhabditis bacteriophora Poinar, 
1976 (Rhabditida: Heterorhabditidae)) [8]. 

Entomopathogenic fungi (EPFs) are common in nature, have a cosmopolitan distribution and 
cause natural epizootics in populations of insects or other arthropods [9-11]. EPFs belonging 
to the order Hypocreales have a very wide range of hosts. The most important species include 
Beauveria bassiana (Bals.-Criv.) Vu i l l , 1912, Isaria fumosorosea Wize, 1904 and Metarhizium anisopliae 
(Metchnikoff) Sorokin, 1883 (Hypocreales: Cordycipitaceae) [12]. EPFs are unique organisms that are 
capable of infecting their hosts directly through the exoskeleton, while other entomopathogens (viruses 
and bacteria) must be ingested wi th food to infect the host [13]. The process of host infection starts 
wi th the adhesion of the fungal conidia to the host cuticle and then involves conidial germination, 
the differentiation of germ tubes into appressoria, cuticle penetration, hyphal differentiation into 
blastospores in the hemolymph inside the insect body, host colonization, and hyphal proliferation 
onto the host cadaver surface [12,14,15]. Under suitable conditions, the fungus grows on the surface 
of the body of the dead host and sporulates. A secondary generation of conidia is then released into 
the environment [16]. Conidia can be spread in the environment in several ways, e.g., by weather 
factors (wind and rain) or by biotic vectors that can spread spores over long distances [17,18]. 
Common mechanisms of the horizontal transmission of fungal diseases in invertebrate populations 
include the contact of healthy individuals w i th infected cadavers and the autodissemination of 
conidia wi th in populations in connection wi th specific intrapopulation processes, such as migration, 
copulation, and oviposition [12,19]. Entomopathogenic fungi persist in the soil for a long time [20-22], 
but the process of spore dispersion is l imited [10]. Entomopathogenic fungi from the Hypocreales 
order are already promising candidates in practical biological control against serious pests [23,24]. 
Numerous commercial products based on EPFs are registered around the world. The dominant species 
incorporated into these bioproducts are B. bassiana and M . anisopliae, which represent almost 70% of all 
bioproducts [24]. The fungi are produced either in solid-state fermentation, where they produce aerial 
conidia, or in a submerged liquid-state fermentation, where they produce blastopores [25]. The EPF 
I. fumosorosea, which is widely spread and has a wide host range, is one of the most prominent species 
of EPF [26]. This fungus can cause natural insect epizootics in populations of sucking pests [23,27]. 
Several commercial bioproducts based on various strains of I. fumosorosea have been successfully used 
in biocontrol, especially in Europe and the U S A [26,28]. 

The efficacy of biocontrol agents can be improved by their combination [29-31]. Entomopathogenic 
fungi and entomopathogenic nematodes applied together performed more efficiently than when 
applied alone [32-35]. In contrast, Shapiro-Ilan et al. [36] found that when pairs of nematode 
and fungal pathogens attacked the larvae of the weevil Curculio caryae Horn , 1873 (Coleoptera: 
Curculionidae), most pairings were less effective than a single highly effective entomopathogenic 
species. Although nematodes do not seem to be directly affected by EPFs, Hussein et al. [35] found that 
when Steinernema feltiae Filipjev, 1934 (Rhabditida: Steinernematidae) was applied to Colorado potato 
larvae 24 h or later after I. fumosorosea, the penetration rate and the development of the nematodes 
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were negatively affected. A similar negative effect was observed in the interactions between the fungus 
M. anisopliae and nematodes Steinernema glaseri Steiner, 1929 (Rhabditida: Steinernematidae) [37] and 
H. bacteriophora [38] and between B. bassiana and Steinernema ichnusae Tarasco et al., 2008 (Rhabditida: 
Steinernematidae) [39]. 

Invertebrates can effectively vectorize fungal spores and increase the chances of contact between 
them and their hosts. In particular, there is high potential in pollinators [40^2] or predators that have 
been recently investigated in several studies. Zhang et al. [43] reported that predatory mites can spread 
conidia of B. bassiana. A method has been developed i n which the soil predatory mite Stratiolaelaps 
scimitus Berlese (Acari: Laelapidae) and the plant-inhabiting mites Neoseiulus cucumeris Oudemans 
and Amblyseius swirskii Athias-Henriot (Acari: Phytoseiidae) collect and transport B. bassiana conidia 
directly from commercial rearing substrates to control western flower thrips, Frankliniella occidentalis 
Pergande, 1895 (Thysanoptera: Thripidae) [44]. To our knowledge, the dissemination of spores of 
entomopathogenic fungi by EPNs has not yet been studied. 

The main goal of this study was to evaluate the possibility of the dispersal of spores (both conidia 
and blastospores) of the EPF I. fumosorosea by the EPNs S.feltiae and H. bacteriophora. We not only 
targeted the differences between the different types of spores and different vector species but also tried 
to estimate the effects of environmental heterogeneity (experimental arenas) and the desheathment of 
the IJs. 

2. Materials and Methods 

2.1. Experimental Organisms 

The entomopathogenic nematodes Steinernema feltiae strain N F U S T (isolated during the 1980s 
near the town of Izhevsk, Russia) and H. bacteriophora strain HB221 (isolated in 1997, near the village of 
Pouzdrany, Czech Republic) were used for this study. Both strains are maintained i n the nematode 
collection of the Laboratory of Entomopathogenic Nematodes, Institute of Entomology, Biology Centre 
C A S in České Budějovice, Czech Republic. 

The nematodes were cultured in vivo in Galleria mellonella (Lepidoptera: Pyralidae) larvae, 
which were infected wi th ca. 50 IJs of the appropriate nematode per larva. The dead larvae were 
placed on White traps [45] and newly released IJs were collected from the water. The IJs were stored 
for later use in sterile tap water on 90 m m Petri dishes in a refrigerator at 5 o C in the dark. 

For this study, strain C C M 8367 of Isaria fumosorosea (Hypocreales: Cordycipitaceae) was used. 
The strain originated from infected pupae of the horse chestnut leaf miner, Cameraria ohridella Deschka 
and I3imic', 1986 (Lepidoptera: Gracillariidae), collected in the Czech Republic [46]. The strain was 
deposited as a patent culture in the Czech Collection of Microorganisms (CCM) in Brno [47,48]. 

Isaria fumosorosea was grown on Petri dishes (o 90 mm) containing potato dextrose agar 
(PDA, Sigma-Aldrich, Munich , Germany, 39 g/L). The plates were incubated at 25 o C in the dark for 

10-14 days. The aerial conidia were harvested by scraping them into a sterile solution of 0.05% (v/v) 
Tween 80® (Sigma-Aldrich, Germany). The conidial suspension was filtered through sterile gauze to 
separate the mycelium and clusters of conidia. In the uniform suspension, the number of conidia was 
counted wi th a Neubauer improved counting chamber (Sigma-Aldrich, Germany), and subsequently, 
the suspension was adjusted to a concentration of 1.5 x 10 8 spores per mL. The blastospores of the 
fungus were produced in potato dextrose broth (PDB, Sigma-Aldrich, Germany). For submerged 
cultivation, 95 m L of sterile l iquid P D B medium i n a 250 m L Erlenmeyer flask was inoculated wi th 

5 m L of conidial suspension at a concentration of 1.0 x 10 7 spores per mL. The flask was placed in 
an orbital shaker (Kühner A G , Birsfelden, Switzerland), and the fungus was incubated at a speed of 
200 rpm at 25 o C . The blastospores were harvested after 4 days of incubation. The suspension was 
filtered through sterile gauze to remove the mycelia. The blastospore concentration was determined 
by a Neubauer improved counting chamber and adjusted to 1.5 x 10 8 spores per mL. 
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2.2. Agar Plate Experiments 

The ability of EPNs to spread the spores of an EPF was observed on P D A in 90 m m Petri dishes. 
To simulate the effect of heterogeneity of space in contrast wi th clean agar we used three different types 
of experimental arenas: (1) a clean 3.9% P D A plate, (2) a Petri dish wi th a line of silver sand acting as a 
barrier across the center and (3) a Petri dish wi th P D A and a small heap of 0.8 m m sterile silver sand in 
the center (Figure 1). Sand grains were considered as obstacles which are likely to affect movement of 
nematodes and can remove some fungus spores from nematodes cuticle. A pipette was used to place 
the nematodes and fungal spores in the dishes on the agar in the center of the Petri dish (Figure 1A), 
directly on the top of the silver sand heap (Figure 1H) or on the agar in the middle of half of the Petri 
dish (Figure IB). For the experiment, 50 IJs of either nematode species (S.feltiae or H. bacteriophora) and 
20 uL of spore suspension (either conidia or blastospores) at a concentration of 1.5 x 10 8 per m L were 
used. Control dishes received fungus only. When the experiment was established, al l the dishes were 
stored at 16 oC in the dark for 5 days. Then, photos of the dishes were taken, and the digital images 
were analyzed (see the next paragraph). For each combination, we used 10 experimental and 10 control 
dishes, and the whole experiment was repeated twice. In total, 480 dishes were used (2 nematode 
species x 2 types of spores x 20 dishes x 3 types of experimental arenas x 2 repetitions). Addi t ional 
five dishes for each experimental design were used for evaluation of nematodes dispersal on the 
experimental plates and number of nematodes in different zones of the dishes (Figure 1) were counted. 

Figure 1. Design of the potato dextrose agar (PDA) plate experiments and zones for nematodes' 
dispersal evaluation. Clean agar (A), silver sand barrier (B) and silver sand heap (H), Zones 1-3 
(Z1-Z3), nematode or nematodes/fungus application side (N), sand marked with blue color. 

To estimate the area covered wi th I. fumosorosea colonies, the indiv idual Petri dishes were 
photographed by an Olympus SP-510 camera. The digital images were manually cleaned, and the 
colors were inverted to obtain negative images using Adobe Photoshop CS3 and Space Navigator 
(3Dconnexion). The resulting files were then processed in custom-made image analysis software written 
in the Java™ prograrnming language [49]. This processing included thresholding to obtain a black and 
white image, counting the number of black pixels (these indicate fungi) and calculating the percentage 
of Petri dish area covered by I. fumosorosea. The results were stored in a C S V (comma-separated value) 
file along wi th a thresholded image to control whether the thresholds were correctly implemented. 
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2.3. Glass Tube Experiments 

This experiment was performed in a simple apparatus that was constructed from one 10 cm long 
glass tube (with an inner diameter of 5 mm) and two 2 m L Eppendorf tubes attached to the ends of the 
glass tube (Figure 2). The glass tubes were lined wi th a piece of parchment paper (10 x 2 cm). Later, 
the tubes with paper were filled in wi th 3 m L of slightly wet sterilized brown soil. Openings (diameter 
of 8 mm) were made in the lids of the Eppendorf tubes, into which the glass tubes were inserted. 
Pieces of a synthetic cloth wi th calibrated apertures of 25 x 30 urn were glued onto the bottoms of the 
Eppendorf tube lids to protect the tubes against pollution by the soil in the glass tube. The Eppendorf 
tube on the application side of the glass tube was left empty, while one G. mellonella larva was added 
to the opposite Eppendorf tube (Galleria side) to stimulate the nematodes to move in that direction. 
The suspension wi th nematodes (500 IJs i n 40 uL of water) and 20 uL of the suspension wi th either 
conidia or blastospores were pipetted directly onto the soil in the glass tubes on the application side 
(without G. mellonella). These glass tubes were stored horizontally at 16 oC in the dark for 3 days. 
After this time, the soil on top of the parchment paper was removed from the glass tubes and divided 
into three equal parts, which were used for fungal isolation and consequent evaluation. Each part 
contained 1 m L of the soil substrate. A s a control, we used glass tubes wi th the fungus but without 
the nematodes. The experiment was performed wi th both S.feltiae and H. bacteriophora nematodes 
and wi th both conidia and blastospores of the fungus I. fumosorosea. For each combination, we used 
10 experimental and 5 control tubes, and the whole experiment was repeated twice. In total, 120 glass 

tubes were used (2 nematode species x 2 types of spores x 15 glass tubes x 2 repetitions). 

Figure 2. Design of the glass tube experiments. Eppendorf tubes (E), glass tube (G), parchment 
paper (P). 

To explain the effect of nematode species on fungus dispersal and the potential role of the 
second-stage cuticle, the same experiment was performed wi th desheathed IJs of both nematode 
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species. Infective juveniles were desheathed in 1% N a O C l for 5 min [50]. For this experiment, we used 
5 experimental glass tubes for each nematode and spore combination and 10 controls. The whole 
experiment was repeated twice. In total, 60 glass tubes were used (2 nematode species x 2 types of 
spore x 5 glass tubes + 10 controls x 2 repetitions). 

In order to test a possible effect of sheath on nematode movement, the same experiment without 
fungus was arranged both for ensheathed and desheathed nematodes. Nematodes from each part was 
extracted by using modified Baerman funnels [51] and counted under the stereomicroscope. For this 
experiment 6 glass tubes wi th desheathed and ensheatehed nematodes of both species were used 
making of 24 glass tubes in total. 

After 3 days, the concentration of spores in the soil substrate was analyzed from each part obtained 
from the glass tubes. From all the variants, 1 m L of the soil substrate from the first part (the side where 
the IJs and spores were applied) was suspended in 100 m L of sterile solution of Tween 80® (0.05% v/v) 
in a 250 m L Erlenmeyer flask. The samples were then placed on an orbital shaker for 20 min at 200 rpm 
at a temperature of 25 o C . After homogenization, each sample was diluted twice (1:100) wi th Tween 
80® solution. One milliliter of soil substrate from the middle part and 1 m L from the last part were 
suspended in 5 and 3 mL, respectively. The homogenization was performed wi th a Vortex (Heidolph 
Instruments G m b H , Schwabach, Germany). These samples were not diluted after homogenization. 
Each sample was transferred to a volume of 0.5 m L on the surface of a Petri dish wi th the selective 
medium dodine [52] and stirred wi th a sterile L-shaped spatula. The Petri dishes were incubated in a 
climate chamber for one week at 25 o C . After this period, the numbers of colonies of I.fumosorosea on 
the plates were counted. Three replications of each sample were prepared. The fungus concentration in 
the substrate was expressed as the number of colony-forming units (CFU) per milliliter of soil substrate. 

2.4. Statistical Analyses 

A l l the analyses were performed in the program Statistica 10 (Statsoft, Inc., Tulsa, O K , U S A ) . 
Analysis of variance ( A N O V A ) was used for the data evaluation. Glass tube experiments were 
evaluated by factorial A N O V A , for agar plate experiments one-way A N O V A was used due to different 
(non-factorial design). A l l the dependent variables were logarithmically transformed to reach normality. 
The results of these analyses were visualized by using categorized column or box plot graphs based on 
raw (nontransformed) data. 

3. Results 

3.1. Agar Plate Experiments 

The statistical analysis showed that the dispersion of I.fumosorosea on agar plates (Figures 3 and 4) 
is significantly influenced by the presence of nematodes (df: 1,48; F: 18.38; p < 0.001) and by the type 
of experimental area (df: 2, 87; F: 32.37; p < 0.001). The difference between dispersal of blastospores 
(1314 ± 700 mm 2 ) and conidia (1103 ± 654 m m 2 ) was not statistically significant (df: 1, 88; F: 2.27; 
p > 0.05). In general, the average fungal dispersion on the plates wi th H. bacteriophora (1219 ± 636 mm 2 ) 
was similar (df: 1, 88; F: 0.07; p > 0.05) to that on the plates with S.feltiae (1203 ± 707 mm2). Significant 
differences (p < 0.001) were observed among the different types of experimental arenas. The highest 
fungal coverage (1607 ± 693 m m 2 ) was recorded from the clean P D A plates wi th both nematodes 
and fungi, while in the case of the silver sand barrier (1314 ± 282 m m 2 ) and heap (704 ± 654 mm 2 ) , 
the fungal dispersion was apparently lower. 
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Control Steinernema feltiae Heterorhabditis bacteriophora 

A B H A B H A B H A B H A 6 H 

n Mean Nematodes Spores Nematodes/spores Spores Nematodes/spores 
I Mean±SD 

Figure 3. Mean ( SD) area of Isaria fumosorosea colonies in mm 2 . (A) Clean (pure) PDA, (B) PDA with 
a silver sand barrier, (H) PDA with a silver sand heap. Statistically significant differences are indicated 
by letters (a, b, c). 

Figure 4. Examples of dissemination of the blastospores of Isaria fumosorosea by Heterorhabditis 
bacteriophora on clean PDA plates (A), plates with a line of silver sand as a barrier (B), and a sand 
heap (H). Replications were performed without nematodes (A1,B1,H1) and with ensheathed infective 
juveniles (A2,B2,H2). The other combinations of nematodes, spores and experimental arena type are 
not shown as they seem very similar. This is an illustrative photo that do not have fully correspond 
with data presented in Figure 3 that shows means and standard deviations. 

According to statistical analyses there were no significant differences in the dispersal on P D A 
plates between H. bacteriophora and S. feltiae in any experimental arena: agar (df: 1,54; F: 0.13; p > 0.05), 
barrier (df: 1, 72; F: 0.04; p > 0.05), heap (df: 1, 36; F: 1.51; p > 0.05). Expectedly there was recorded 
significant effect of the zone (Figure 1) on nematode's dispersal: agar (df: 2, 54; F: 6.49; p < 0.05), barrier 
(df: 3, 72; F: 14.48; p < 0.001), heap (df: 1, 36; F: 14.86; p < 0.001). In general, the data showed no 
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difference in the dispersal between H. bacteriophora and S. feltiae on the clean P D A plates and plates 
wi th sand heap or sand barrier but according to our observation the movement pattern seemed to be 
different as the IJs of H. bacteriophora were almost always cruising while the IJs of S. feltiae tended to 
remain curled up and inactive after reaching some position in the arena. This effect however was not 
further evaluated. 

3.2. Glass Tube Experiment 

Isaria fumosorosea spread wi th in the soil substrate in the glass tubes (Table 1 as a result of its own 
growth; however, this dispersion was significantly enhanced by the presence of entomopathogenic 
nematodes (df: 1, 84; F: 5.00; p < 0.05). In general, H. bacteriophora dispersed to the distant part of 
the tube significantly (df: 1, 84; F: 13.82; p < 0.001) more spores per 1 m L of soil (64 ± 25 C F U / m L ) 
than S. feltiae (11 ± 12 C F U / m L ) . The dispersal of the blastospores (49 ± 34 C F U / m L , 0.022 % of 
all recovered spores) was significantly higher (df: 1, 84; F: 7.04; p < 0.05) than that of the conidia 
(26 ± 30 CFU/mL).The presence of the second-stage cuticle on the bodies of the infective juveniles was 
identified as a crucial factor (df: 1, 84; F: 14.08; p < 0.001), because spore dissemination by desheathed 
IJs was almost negligible. Only in the combination treatment wi th H. bacteriophora and blastospores 
were 3 CFUs disseminated in one of the glass tubes (an average 0.6 CFUs per glass tube). In the other 
combinations, the conidia and blastospores were not disseminated. Complete results of A N O V A , 
interactions included, are presented in Table 2. 

Table 1. Mean number of colony-forming units (CFUs) of Isaria fumosorosea isolated from different 
sections of the glass tubes with ensheathed infective juveniles of entomopathogenic nematodes. 
Statistically significant differences (p < 0.05) between "conidia or blastospores only" (control) and 
"conidia or blastospores + nematodes" in Galleria side are marked with asterisks. Dispersal of spores 
by desheathed nematodes is not shown, as there were almost no CFUs recovered in central and 
Galleria side. 

Nematode Spores 
Glass Tube's Side 

Nematode Spores 
Application Centre Galleria 

Conidia + nematodes X 590,000 154 51 

Heterorhabditis bacteriophora Condia only 608,000 125 10.8 
Heterorhabditis bacteriophora 

Blastospores + nematodes X 120,000 258 77.1 

Blastospores only 154,000 79 11.4 

Conidia + nematodes 527,000 53.1 1.5 

S teinernema fel tiae 
Condia only 537,000 14.4 0 

S teinernema fel tiae 
Blastnspnrps + npmatndps X 126,000 125 19.8 

Blastospores only 608,000 125 10.8 
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Table 2. Glass tube experiments—fungi and nematodes' dispersal: Complete results of factorial 
ANOVA including interactions that are not presented in the text; degrees of freedom (df), test criterion 
(F), p-value (p), numbers 1-4 indicate respective categorical predictors. 

Spore Dispersal Experiment Nematode Dispersal Experiment 

Categorical Predictors df F P Categorical Predictors df F P 
(1) Presence of sheath 1 14.0813 <0.001 (1) Presence of sheath 1 2.8779 >0.05 
(2) Nematode species 1 13.8195 <0.001 (2) Part of glass tube 2 86.8856 <0.001 

(3) Presence of nematodes 1 5.0018 <0.05 (3) Nematode species 1 1.9545 >0.05 
(4) Spore type 1 7.0388 <0.01 (4) Time 2 1.1445 >0.05 

1 x 2 1 9.5566 <0.01 1 x 2 
1 x 3 
2 x 3 
1 x 4 
2 x 4 
3 x 4 

1 x 2 x 3 
1 x 2 x 4 
1 x 3 x 4 

2 6.0719 <0.01 
1 x 3 1 4.8463 <0.05 

1 x 2 
1 x 3 
2 x 3 
1 x 4 
2 x 4 
3 x 4 

1 x 2 x 3 
1 x 2 x 4 
1 x 3 x 4 

1 0.4680 >0.05 
2 x 3 1 6.8541 <0.01 

1 x 2 
1 x 3 
2 x 3 
1 x 4 
2 x 4 
3 x 4 

1 x 2 x 3 
1 x 2 x 4 
1 x 3 x 4 

2 3.6176 <0.05 
1 x 4 1 4.5062 <0.05 

1 x 2 
1 x 3 
2 x 3 
1 x 4 
2 x 4 
3 x 4 

1 x 2 x 3 
1 x 2 x 4 
1 x 3 x 4 

2 0.0601 >0.05 
2 x 4 1 9.3411 <0.01 

1 x 2 
1 x 3 
2 x 3 
1 x 4 
2 x 4 
3 x 4 

1 x 2 x 3 
1 x 2 x 4 
1 x 3 x 4 

4 15.9850 <0.001 
3 x 4 1 2.6101 >0.05 

1 x 2 
1 x 3 
2 x 3 
1 x 4 
2 x 4 
3 x 4 

1 x 2 x 3 
1 x 2 x 4 
1 x 3 x 4 

2 0.2696 >0.05 
1 x 2 x 3 1 4.9220 <0.05 

1 x 2 
1 x 3 
2 x 3 
1 x 4 
2 x 4 
3 x 4 

1 x 2 x 3 
1 x 2 x 4 
1 x 3 x 4 

2 9.6688 <0.001 
1 x 2 x 4 1 4.3586 <0.05 

1 x 2 
1 x 3 
2 x 3 
1 x 4 
2 x 4 
3 x 4 

1 x 2 x 3 
1 x 2 x 4 
1 x 3 x 4 

4 2.4874 >0.05 
1 x 3 x 4 1 2.4981 >0.05 

1 x 2 
1 x 3 
2 x 3 
1 x 4 
2 x 4 
3 x 4 

1 x 2 x 3 
1 x 2 x 4 
1 x 3 x 4 2 0.0614 >0.05 

2 x 3 x 4 1 4.7677 <0.05 2 x 3 x 4 
1 x 2 x 3 x 4 

4 2.8772 <0.05 
1 x 2 x 3 x 4 1 2.9877 >0.05 

2 x 3 x 4 
1 x 2 x 3 x 4 4 3.7649 <0.01 

error 84 2.8677 >0.05 error 36 error 

Statistical analyses of additional glass tube experiment for nematodes' dispersal showed that 
nematodes species (df: 1, 36; F: 1.955; p > 0.05), presence of the second stage cuticle (df: 1, 36; F: 2.878; 
p > 0.05) and time (df: 2, 36; F: 1.144; p > 0.05) have no significant effect on nematodes dispersal. 

4. Discussion 

The present study explored a new alternative method for disseminating entomopatriogenic fungi 
in the environment, mostly in the soil. The goal of this study was to evaluate and quantify the efficacy 
of the dissemination of conidia and blastospores of I. fumosorosea by H. bacteriophora and S. feltiae. 
We focused on the differences between the types of spores and vector species. We also estimated the 
effect of environmental heterogeneity and the presence of a second-stage cuticle on the IJ nematodes. 
Our results showed, for the first time, that EPNs can enhance the efficacy of EPF dissemination. 

The utilization of other invertebrates, such as mites and insects, as vectors of fungal spores 
increases the chances of contact between a microorganism and its host and is considered a promising 
strategy for biological control programs [44]. The potential of arthropods, e.g., commercially available 
and mass-produced pollinators or predators, as vectors of beneficial fungi has been recently investigated 
in several studies [42]. A l Mazra ' awi et al. [40] reported that honeybees, Apis mellifera Linnaeus, 
1758 (Hymenoptera: Apidae), effectively dispersed B. bassiana conidia in canola fields, increasing 
the mortality of the target pest, Lygus lineolaris Palisot de Beauvois, 1818 (Heteroptera: Myridae), 
by up to five times compared to the mortality of the control. Entomovectoring systems using 
bumble bees are already commercially used in greenhouses [42]. Kapongo et al. [41] used B. bassiana, 
while Smagghe et al. [53] reported efficient bumble bee vectoring of M . anisopliae spores. 

Zhang et al. [43] used two predatory mite species, N. cucumeris and A. swirskii, as vectors of 
B. bassiana conidia against Diaphorina citri Kuwayama (Homoptera: Psyllidae). In vitro experiments 
showed that the mortality rates of phytoseiid mites were between only 10% and 15%, while the 
mortality of D. citri was 100%. In assays wi th plants, the majority of D. citri individuals were killed by 
fungi a few days after contact wi th the mites, which were loaded wi th fungal spores. A method has 
been developed in which the soil predatory mite Stratiolaelaps scimitus and the plant-inhabiting mites 
N. cucumeris and A. swirskii collect and transport B. bassiana conidia directly from a commercial rearing 
substrate to control the western flower thrips, F. occidentalis [44]. A study by L i n et al. [54] confirmed 
that loading A. swirskii and N. cucumeris w i th B. bassiana can increase then capacity to suppress thrips 
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populations by combining predation and the dispersal of pathogens. W u et al. [55] demonstrated 
that another phytoseiid mite, Neoseiulus barkeri Hughes (Acari: Phytoseiidae), is able to disseminate 
B. bassiana conidia. Another study, however, showed that any potential benefits of fungal dissemination 
by predatory mites were possibly weakened by increased mite grooming time, which likely reduced 
the searching activity and predation rates of N. barkeri and suggested that the simultaneous application 
of B. bassiana and phytoseiid mites wou ld not be recommended for effective biological control [56]. 

Similar to arthropods, entomopathogenic nematodes may be able to spread the spores of various 
fungi, and this phenomenon could explain the previously reported synergy between I. fumosorosea and 
S.feltiae [35]. The present study has demonstrated that although I. fumosorosea is able to spread in the 
envhonment through its own growth, the efficacy of its dissemination is enhanced by the presence of 
EPNs in the system. This effect is clearly visible both on the agar plates and in the glass tubes with soil. 
The fact that the fungal coverage on the agar plates and the number of C F U s in the glass tubes are 
higher in the presence of nematodes than in the controls suggests a certain level of synergy between 
the EPF and E P N , which could lead to higher efficiency against target pests, as reported by other 
authors [29-34]. Similarly, concomitant infection wi th Steinernema diaprepesi Nguyen and Duncan, 2002 
(Rhabditida: Steinernematidae) and the saprophytic fungus Fusarium solani (Martius) Saccardo, 1881 
(Hypocreales: Nectriaceae) increased the mortality of insects to 83% compared to 58% and 0% mortality 
when nematodes and fungi, respectively, were applied individually [57]. The final outcome w i l l depend 
on the timing of the (co)application of the EPFs and EPNs [35], and the EPF species w i l l probably play 
an important role (as in the joint application of some E P N - E P F pahs (e.g., M . anisopliae-S. glaseri and 
H. bacteriophora and B. bassiana-S. ichnusae); nevertheless, a negative effect on the efficacy has been 
observed [37-39]. 

In particular, from the agar plates wi th different treatments (clean agar, sand heap, and sand 
barrier), we saw that the dispersal of spores is apparently limited by spatial heterogeneity of the 
envhonment. The fungus was very effectively spread on the clean agar plates, while the sand barrier 
strongly limited its dissemination, probably due to the reduction in nematode movement on the 
plate. Only a limited number of nematodes moved across the barrier; however, the fungus was 
not disseminated across the barrier in almost any case. A similar effect was also observed on the 
plates wi th the sand heaps. Spore dispersal outside the heaps, on the agar surface was significantly 
lower than the dispersal on the clean agar. Therefore, it is possible to hypothesize that spatial 
heterogeneity (more abrasive envhonment) can limit the fungal dissemination due to removing spores 
from nematodes' surface. 

After observing that H. bacteriophora was more efficient than S. feltiae in transmitting spores, 
we formulated and tested the hypothesis that the difference could be connected to the presence of 
the second-stage cuticle. It is we l l known that Heterorhabditis nematodes retain their second-stage 
cuticle much more firmly than Steinernema, which usually loses this cuticle more easily [58]. Indeed, 
our experiment w i th desheathed larvae confirmed the crucial effect of the second-stage cuticle for 
dissemination. Generally, the presence of sheaths plays several important roles in nematode biology 
and survival. Sheaths can protect nematodes against desiccation [59], prevent infection wi th the 
parasitic fungus Hirsutella rhossiliensis Minter and Brady (Hypocreales: Ophiocordycipitaceae) [60] 
or reduce predation by mites [61]. The second-stage cuticle is more corrugated than the third-stage 
cuticle, and some parts of the sheath can be disrupted, providing the spores a good opportunity to 
adhere to the nematode and be transmitted. The less effective spore dispersal by the nematodes in 
the sand heaps and across the sand barriers could therefore be wel l explained by the fact that the 
abrasive envhonment could desheathed the nematodes, decreasing their ability to transmit the spores. 
The alternative explanation could lie i n differences in foraging strategies of these two nematodes. 
While H. bacteriophora is considered typical cruiser, S.feltiae is intermediate species [50]. Surprisingly, 
no significant difference in nematodes' dispersal was observed between these nematodes and that 
supports our first hypothesis about the crucial role of sheath. O n the other hand, we observed, though 
it was not systematically evaluated, that after moving quite far from the place of application S.feltiae 
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usually remained still, while H. bacteriophora was usually observed in active movement. Higher 
movement activity of H. bacteriophora thus could contributed to its more efficient spore dissemination. 
The situation in the glass tubes is very similar. There was no significant difference in number of 
nematodes recovered from different parts of glass tubes between S.feltiae and H. bacteriophora, but the 
latter dispersed more spores than S.feltiae. The fact that desheathed nematodes transmitted almost no 
spores while their movement d id not differ from ensheathed nematodes in both species highlights 
the important role of sheath. O n the other hand, S. feltiae was evidently able to move through the 
tube with soil and find the host more effectively than H. bacteriophora as the mortality of Galleria larvae 
and nematodes' invasion rate in dead Galleria were apparently higher in S. feltiae. This observation 
highlights the role of foraging behavior in spore transmission. While S.feltiae goes directly and quickly 
to the host, H. bacteriophora cruise more in the soil and disperse the spores more effectively. According 
to our opinion and based on the results and observations both discussed factors influence the ability 
of the nematodes to disperse spores. In any case it w i l l be necessary to make series of more specific 
experiments targeting both on the role of sheath and foraging behavior to further clarify their role in 
spore transmission by the nematodes. 

5. Conclusions 

This study explored a new, alternative way for dispersal of entomopathogenic fungi i n the 
environment. The obtained results showed that E P N can enhance the efficiency of fungal dispersal. 
The level of fungal dissemination depends on the nematode species, spore type and heterogeneity of 
the environment. 
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6 Závěr 

Na základě výsledků popsaných v této dizertační práci byly všechny cíle splněny 
a závěry lze shrnout do následujících bodů: 

• Pomocí selektivního média na bázi dodine byly z půdních vzorků 
z České republiky a Izraele vyizolovány kmeny EPH spadající do rodů: 
Metarhizium sp., Beauveria sp., Isaria sp., Lecanicilium sp. a Purpureocillium 
sp. 

• Identifikace E P H byla provedena pomocí morfologických a mikroskopických 
vlastností a pomocí genetické analýzy. Byly identifikovány druhy 
EPH: Metarhizium anisopliae, Metarhizium brunneum, 
Metarhizium indigoticum, Beauveria bassiana, Beauveria brongniartii, Isaria 
fumosorosea, Lecanicillium muscarium a Purpureocillium lilacinum. 

• Nej vyšší účinnost (téměř 100 %) proti roztoči Rhizoglyphus robini byla 
zjištěna u kmenů Metarhizium anisopliae izolovaných z půdních vzorků 
z České republiky a u kmene Metarhizium indigoticum z Izraele. 

• Kmen E P H I. fumosorosea C C M 8367 vykázal nízkou virulenci proti larvám 
zavij eče zimostrázového (Cydalima perspectalis). 

• Houba Beauveria bassiana B B A 08 byla velmi efektivní proti dospělcům 
mandelinky bramborové. 

• Bylo vyvinuto jednoduché laboratorní zařízení pro aplikaci suspenze spor hub 
do substrátu. 

• Podařilo se optimalizovat proces maloobjemové submerzní kultivace houby 
I fumosorosea kmene C C M 8367. 

• Houba /. fumosorosea C C M 8367 byla schopná po dobu 6. měsíců v substrátu 
přežívat a sloužit jako preventivní ochrana vůči půdním škůdcům. 

• Síření spor I. fumosorosea C C M 8367 v pokusných arénách je efektivnější 
za přítomnosti entomopatogenních hlístic. 

• Účinněji se šíří blastospory houby, pravděpodobně z důvodu schopnosti vázat 
vodu (hydrofilní vlastnosti). 
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V ý z k u m n é hypotézy 

Hypotéza 1 

Znění hypotézy: Diverzita kmenů hub je natolik vysoká, že je možné vyizolovat 
z půdy nový (virulentní) kmen entomopatogenní houby s novými vlastnostmi. 

Potvrzení/zamítnutí hypotézy: Výsledky provedených experimentů potvrdily výše 
uvedenou hypotézu. Podařilo se vyizolovat z půdy velmi virulentní kmen, který 
způsobil téměř 100% mortalitu v populaci roztoče Rhizoglyphus robini. 

Hypotéza 2 

Znění hypotézy: Entomopatogenní houby redukují populace škodlivých činitelů. 

Potvrzení/zamítnutí hypotézy: Výsledky provedených experimentů potvrdily 
i zamítnuly výše uvedenou hypotézu. Ne všechny entomopatogenní houby mohou 
efektivně redukovat populace škodlivých činitelů. Isaria fumosorosea C C M 8367 
nebyla účinná proti zavij eči zimostrázovému naopak Beauveria bassiana B B A 08 
vykazovala vysokou efektivitu proti mandelince bramborové. 

Hypotéza 3 

Znění hypotézy: Pomocí záměrné inokulace kmene entomopatogenní houby lze 
zvýšit supresivitu půdy. 

Potvrzení/zamítnutí hypotézy: Výsledky provedených experimentů potvrdily výše 
uvedenou hypotézu. Podařilo se nainokulovat půdní substrát o houbu 
Isaria fumosorosea C C M 8367, která byla schopná v substrátu přežívat více jak 
6 měsíců a tím se zvýšila půdní supresivita. 

Hypotéza 4 

Znění hypotézy: Hlístice mohou šířit spory entomopatogenních hub v životním 
prostředí. 

Potvrzení/zamítnutí hypotézy: Výsledky provedených experimentů potvrdily výše 
uvedenou hypotézu. Síření spor houby Isaria fumosorosea C C M 8367 bylo 
efektivnější za přítomnosti entomopatogenních hlístic. 
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