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- zhodnotit mozZnost vyuzZiti Beauveria bassiana k prevenci vzniku skod Zirem ponrav chroust(
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- vyhodnotit zdravotni stav a kofenovy systém borovic oslabenych Zirem chroust( dle typu osetfeni pfi
vysadbé

Metodika

V bfeznu probéhne odbér ponrav chroustu Il. instaru z terénu. Ndsledné bude zaloZen pokus v polopro-
voznich podminkach ve fdliovniku. Bude vysazeno celkem 200 sazenic Pinus sylvestris (velikost 20-25 cm)
v rGznych variantach:

a) kontrola (n=25),

b) sazenice s hydrogelem a ponravou (n=25),

c) sazenice s hydrogelem s roztokem B. bassiana a ponravou (n=50),
d) sazenice s hydrogelem (n=50),

e) a sazenice s ponravou a nosicem obsahujicim B. bassiana (n=50).

U kazdé sazenice bude na zadatku a konci pokusu zmérena vyska, tloustka kofenového krcéku a vaha. Ve
14dennich intervalech bude ddle kontrolovdna vitalita. Po ¢tyfech mésicich budou sazenice vyzvednuty
a analyzovdna mortalita ponrav. Poté budou na vzorku 10-15 sazenic z kazdé varianty vyhodnoceny ko-
fenové systémy borovych sazenic v programu WinRhizo: délka kofent podle priméru, pocty kofenovych
Spicek, pocet kratkych zakonceni a stanovena hmotnost korend.

Na dalSich sazenicich ve stejném poctu 10-15 z kazdé varianty bude provedena analyza cukrl (sachardza,
trehaldza, glukdza, fruktdza, mannitol, rafinéza, arabinéza) a polyfenolickych slouéenin z vétvi a kotren(.

Ziskané vysledky budou vyhodnoceny standardnimi statistickymi metodami a srovnany z obdobnymi vy-
sledky z dalSich vyzkum(. Zavérem bude vyhodnocena efektivita pouZiti B. bassiana v biologickém boji
proti ponravam chroustli madalovych.
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Harmonogram

bfezen 2022 — odbér ponrav chroustu v terénu, vysadba borovic a zalozeni pokusu ve féliovniku
duben-srpen 2022 — kontrola vitality sazenic

zati-prosinec 2022 — ukonceni pokusu, laboratorni analyzy a statistické zhodnoceni

leden-brezen 2023 — predloZeni literarni resSerse, zpracovanych dat a diskuse ke kontrole
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Hodnoceni efektivity vyuziti houby Beauveria bassiana

Vv biologickém boji proti ponravam chrousta mad’alového

Souhrn

Ponravy chrousta mad’alového v kombinaci se suchem mohou byt vyznamnou ptekazkou
pii péstovani borovice lesni na chudych pisCitych stanovistich. Moderni pojeti integrované
ochrany rostlin navic klade diiraz na preferenci biologického boje se sktuidci. Proto byly v rdmci
této studie podrobeny testim dvé metody aplikace ochrany dvouletych sazenic s vyuzitim
entomopatogenni houby Beauveria bassiana (Bals.-Criv.) Vuill., Bull. Soc ke kterym byla
pfiddna ponrava. Experiment trval po dobu 5 mésicl. Prvni testovand metoda byla aplikace
kulicky vyrobené z obilnin a porostlé houbou ke kofeniim sazenice. V druhém piipadé byly
spory rozmichany v dostatecné koncentraci s hydrogelem, jez byl rovnéZz aplikovan ke
kotenim. Efekt hydrogelu byl testovan i samostatné bez pritomnosti houby. Nejlépe rostly
sazenice z kontrolni kategorie bez ponravy i jakéhokoliv oSetfeni a sazenice oSetfené pouze
hydrogelem bez piitomnosti ponravy. Studie odhalila, Ze nejprikaznéj$im ukazatelem vlivu
ponravy na sazenice je zmé&na hmotnosti a vySkovy pfirlist sazenice. Ob¢ varianty ochrany
prokazaly mit pozitivni vliv na vitalitu rostlin. U oSetfenych sazenic oproti kontrolni kategorie
bylo nalezeno na konci experimentu vyrazné méné Zivych ponrav. Zaroven u jedinct, u kterych
ponrava nebyla nalezena, byl prokazan nizsi ztrata délky kofenového systému. Kategorie
chranéna nosi¢em porostlym B.bassiana také vykazovala zna¢né niz§i hodnoty, oproti ostatnim
kategoriim obsahujici ponravu, sacharidu trehaldézy v kotfenech sazenice, jiZ rostliny obvykle

reaguji na stres.

Klic¢ova slova: Melolontha hippocastani, entomopatogenni houby, hydrogel, biologicky boj,

Pinus sylvestris



Evaluation of the effectiveness of the use of fungi Beauveria

bassiana in the biological control against forest cockchafer larvae

Summary

The grubs of the forest cockchafer in combination with dry weather can be a major
obstacle in attempts to grow forest pines on poor sandy stands. In addition, the modern view of
integrated pest management highly prefers using natural enemies of targeted pests over
synthetic insecticides. For this reason, were evaluated two methods of treatment of two years
old pine seedlings against added grubs using the entomopathogenic fungus Beauveria bassiana
(Bals.-Criv.) Vuill., Bull. Soc. The experiment had been taken for 5 months. The first method
of treatment served a ball made of grains, covered with the fungus, that was put to the roots of
the seedlings. The other method of treatment was using hydrogel as a carrier for the fungus
spores, also applied to the roots. The effect of hydrogel had been tested also separately with
neither the fungus spores nor the grubs. The best growth overall had been observed in the
control category (no treatment and no grubs) and the seedlings treated by hydrogel only
(without grubs). The study had shown that the best indicator of grub influence on the seedlings
is the change of the seedlings weight and height increment. Both treatment methods proved to
have a beneficial effect on the vitality of the seedlings. The number of living grubs that were
found at the end of the experiment was significantly lower in the case of treated pines than in
the case of the control category with grubs. In addition, the overall length of the root system
had been greater in the plants, where the grub hadn’t been found. The category protected by
carrier overgrown by B. bassiana had shown lower amounts of the stress indicator,

carbohydrate trehalose in the roots, compared to other categories.

Keywords: Melolontha hippocastani, entomopatogenic fungi, hydrogel, biological control,

Pinus sylvestris
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1 Uvod

V letech 2015 a 2018 bylo zaznamenano nezvykle nizké mnozstvi srazek (Knizek a Liska
2022). Tento stav snizené dostupnosti vody vedl Kk oslabeni stromi, které hromadné chradly a
odumiraly a byly nachyInéjsi vic¢i hmyzim sktdctim jako jsou napi. kiirovci. Vyrazné byly
zasazeny zejména jehli¢naté hospodarské dieviny jako napiiklad borovice a smrky. V dasledku

téchto faktord vznikly rozsahlé holiny, které jsou postupné obnovovany.

Obnova porostil je kvili suchu komplikovana, a proto se stale ¢astéji hledaji feSeni pro
zadrzovani vody v ptirodé a pii péstovani lesa. Jednim z moznych feSeni je vyuziti hydrogeld,
jez se prokazuji byt vhodnym feSenim obdobich nedostatku vody pfi péstovani dievin
(Tomaskova et al. 2020). Hydrogel je hydrofilni polymer, ktery je schopen, v zavislosti na
druhu, absorbovat vodu o hmotnosti 100nasobku ¢i az 400nasobku vlastni hmotnosti (Mack
et al. 2022). Zaroven ale umoznuje kotfentim rostliny, aby z n¢j vodu Cerpala v ptipadé suchého
obdobi (Vundavalli et al. 2015). Osetfeni hydrogelem umoznilo péstovani sazenic dievin
dokonce i v subtropickych podminkach (Tomaskova et al. 2020). Proto by se mohlo jednat o
vhodné feSeni péstovani lesa pfi zmeéné klimatu v Evropé.

Dalsi faktory, které komplikuji obnovu porostl, jsou biotického charakteru, jako je
ptitomnost riznych skidcu, jez jsou schopni sazenice svoji ¢innosti ni¢it. V piipadé borovice
lesni (Pinus sylvestris Linné) jsou jednou z takovychto hrozeb chrousti rodu Melolontha (Kula
2021). Nejenze jsou imaga schopna pusobit skody defoliaci na rozsahlych plochach ale jejich
larvy mohou prakticky znemoziovat obnovovani porosti na chudych pis¢itych stanovistich, na
kterych je borovice lesni Casto péstovana (M. Svestka, 2006; Knizek & Liska, 2020).
S rostoucim tlakem na odklon od syntetickych pesticida je dulezita aktivni snaha o objevovani
novych metod biologického boje s témito skudci. Jednou z moznosti biologického boje se
skidci je vyuziti pfirozenych, idealné hostitelsky specifickych, patogent, jako jsou
entomopatogenni houby nebo prazitické hlistovky. Houby rodu Beauveria jiz proti byly proti
chroustim uspésné testovany (Keller 2000). V mnohych piipadech byl pro oSetieni pudy
houbami tohoto rodu zvoleny inokulované obilniny. Jeden takovy zptsob (kuli¢ka z obilnych
zbytkli porostla houbou) byl uspésné testovan pii ochrané sazenic borovice lesni proti
klikorohtim rodu Hylobius (Lalik et al. 2021). Vyhodou této metody je jednoduchost aplikace,
proto bylo vhodné metodu otestovat i proti ponravam. Dalsi testovanou metodou byla vyuziti
hydrogelu jako nosi¢e spor B.bassiana v navaznosti na komplikace zpiisobené suchem.
Utinnost téchto feSeni ochrany sazenic proti ponravam chroustéi rodu Melolontha bude

zkoumédna vramci této studie. Piedpokladem vyzkumu bylo, Ze sazenice s ptfidanou



entomopatogenni houbou budou mit pfi vystaveni ziru ponrav chrousti lepsi vitalitu a ristové

charakteristiky nez borovice bez tohoto typu ochrany



2 Cil prace

Cilem této diplomové prace bylo zhodnoceni moznosti vyuziti entomopatogenni houby
Beauveria bassiana k prevenci vzniku $kod zirem ponrav chrousti rodu Melolontha. Druhym
cilem studie bylo srovnani dvou typd aplikace B. bassiana ke kofenum sazenic
v poloprovoznich podminkach. Poslednim cilem této studie bylo zhodnoceni zdravotniho stavu
sazenic borovice lesni, oslabenych zirem ponrav chrousti dle typu oSetieni pii vysadbé a

nasledné srovnani poskozeni jejich kotenovych systémii.



3 Literarni reSerSe
3.1 Melolontha hippocastani

Melolontha hippocastani, Fabricius, 1801 ¢esky chroust
madalovy je bezobratly Zzivocich, ktery je fazen do fadu
Coleoptera, ¢eledi Scarabaeidae (Obr. 1, Obr. 2). Byl popsan
vjizni Evrop€ jako brouk, podobny chroustu obecnému
s ¢ernou hlavou a chlupatym hrudnikem a bilymi koncetinami

(Fabricius 1801). Imago M. hippocastani je stiedné velky

brouk s orthognatni hlavou, kousavym tstrojim a vyraznym
Obr. 1 Melolontha hippocastani-imago,

pohlavnim dimorfismem (Obr. 1-3) Vpodobé rozdilné samec
Autor: Zdenék Chalupa (biolib.cz)

velikosti a tvaru tykadel a pygidia (Kula 2021).

3.2 Imago

Dospélci se pii uzivném ziru nejcastéji zametuji na
listnaté dfeviny, zejména bfizu, ale i dub, buk a dalsi
(Feddersen 1896). Zaznamenan byl také zir na jefabu,
topolu, vrbé, lisce ¢i ovocnych stromech (Henschel 1895;
Boden 1895; Zweigelt 1928; Woreta a Sukovata 2010). Na

jehli¢natych stromech se mohou imaga zivit bud’ mladymi
jehlicemi, coZ bylo pozorovano na smrku ztepilém (Picea 0br- 2 Melolontha hippocastani-imago,
abies (L.) H. Karst, 1881) a mfe David Selnekovic (biolib.cz)

jedli (Abies nordmanniana S A A =
Spach, 1841) (Bothe 1899).
Mimo jehlici byla také
pozorovana konzumace
prasnikovych  kvéti  na
borovici a smrku (Henschel ' L7
1895). V piipad¢ smrku a e e Nl Vil

o, . . ., 0br.32Znaky pohlavniho dimorfismu rodu Melolontha - vlevo tykadlo samce,
mOdrlnu byl pOZOI‘OVal’l 1 7Z1r vpravo tykad/o samice

Prevzato z (Balthasar 1956)

na letorostech (Erichson et al.
1866).
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3.3 Vyvin

Rod Melolontha je hmyz s pieménou
dokonalou, jehoz larvalni stadium se
nazyva ponrava (Obr. 4). Pfeména probiha
ve 3 instarech. Konkrétn¢ ponravy
M. hippocastani se pievazné vyskytuji
V borovych porostech s pfimési listnatych
stromu na pisCitém stanovisti, kde samice
preferuji klast sva vajicka (Delb a Mattes

2001). Larvy, obzvlasté¢ 2. a 3. instaru,

preferuji  kofeny cévnatych  rostlin,

. .. . Obr. 4 Ponrava chrousta rodu Melolontha
napiiklad rodu jako Rumex, Chenopodium, prevzato 7 (Mugka et al. 2012)

Stellaria, Achillea, Daucus, Solanum,

Festuca, Cirsium, Taraxacum a Plantago. Bylo také laboratorné prokazano, Ze samice chroust
jsou schopny rozeznat, jaké rostliny na stanovisti rostou a naklast vajicka tam, kde je vhodna
rostlinna skladba zejména pak velké mnozstvi druhu Taraxacum officinale F.H. Wigg (Horber,
1961; Hauss & Schiitte, 1978). Z nakladenych vaji¢ek v zemi se larvy prvniho instaru za¢inaji
lihnout po 30-40 dnech (Henschel 1895). Doba, za kterou se vajicka vylihnou zavisi na teploté
pudy. Ta musi mit vice nez 17 °C. Pokud je teplota nizsi, vyvoj se zpomaluje a tim se posouva
termin lihnuti. Ponravy se vtomto stadiu zGstavaji az do 1éta pospolu, kdy se zacinaji
samostatn¢ 1ézt za potravou (Kowalska 2001). Takto malé larvy se mohou Zzivit kofeny rostlin,
to spiSe ale v pfipad¢, Ze v substratu neni dostate¢né mnoZstvi humusu, jez je ponravami
upiednostinovan (Schuch 1935; Thiem 1949)Aby toho byly schopné, ziskavaji symbiotické
bakterie z trusu samice, ktera vajicka nakladla (Kowalska 2001). Po konci vegetaéniho obdobi
a s prichodem chladngjsich teplot (teplota pudy 10-11 °C) se ponravy o velikosti 10-13 mm
zavrtavaji hloubéji do zemé cca do hloubky 30-60 cm (Schwerdtfeger 1939). Do druhého
instaru se nasledujici rok larvy vyvijeji béhem Cervence. V tomto instaru se jejich strava sklada
vyhradné z jemnych kotinku rostlin. V 1. a 2. instaru vykazuji ponravy nejrychlejsi rust, ktery
se pohybuje mezi 250-300% hmotnosti (Woreta a Sukovata 2015). Ponrava musi byt velmi
aktivni pfi vyhledavani vhodnych kotinkl jako potravu. Jeji aktivita je vyrazné ovlivnéna
teplotou, kdy teplota pudy 8 °C je pro larvu hrani¢ni pro vstup do vrchnich vrstev rhizosféry
(Laengle et al. 2005). Pii nizSich teplotach se ale stale vyskytuji hloubé&ji pod povrchem v

nezamrzné hloubce cca 40 cm (Kula 2021). Nasledujici rok ponravy vyrostou do tetiho instaru.
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V této fazi jsou jiz schopny nalézt a pozirat kofeny v hloubce 30 cm jiz pii teploté podlozi 7 °C
(Ené 1942). Ponravy o velikost pfiblizn¢ 50 mm uz dokéazou ozirat i siln&jsi kofeny (Valenta a
Gavelis 1970). Béhem tohoto instaru larvy ale mnoho na hmotnosti nepiibiraji, ba naopak byl
pozorovan ubytek jejich hmotnosti coz mize byt zpusobeno metabolickou pfipravou na stadium
kukly (Woreta a Sukovata 2015; Kozel et al. 2017). Pfed samotnym zakuklenim se larva zavrta
do hloubky mezi 35-80 cm (Valenta a Gavelis 1970). Hloubka, do které se ponravy prohrabaly
zavisi na vlhkosti, kdy v pfipad¢ sucha se prohrabavaji hloubéji. Poté se ponrava Vv druhé
poloviné ¢ervna zakukli (Kula 2021). Krom¢ zmény barvy z bilé na zazloutlou ponrava, krom¢é
hlavy a zadeCku, narovna télo. Nasledn¢ po vyhrabani skulinky se larva zacne po dobu 4 dni,
kdy je kukla vytvofena. Informace o délce trvani tohoto stadia se lisi. Dle VVogel (1950) je tato
faze 3 tydny dlouhd, Escherich (1923) zase uvadi 4-8 tydnii.

3.4 Hibernace a rojeni

Imaga po vylihnuti zistavaji v pidé, jelikoz k tomu dochazi v obdobi na zacatku mésice
zari (Kula 2021). Hloubka, do které se zavrtavaji v zavislosti na hladiné spodni vody a hrubosti
podlozi se pohybuje od 0,15 do 1,5 m (Escherich 1923; Kratochvil et al. 1953; Kowalska 2001).

Vétsina se ale naléza v hloubce od 15 cm do 40 cm (Kula 2022).

Rojeni vzdy probihd jednou za 4 roky, protoze v kazdém instaru stravi zhruba ponrava 1
rok. Koncem dubna i pfes prvni polovinu kvétna se dospélci zacinaji vyhrabavat ze svych
komurek, po kterych zlistavaji v zemi vyletové otvory (Kula 2021). Termin, kdy chrousti vyleti,
zavisi na teploté, kdy v hloubce 0,1-0,2 m pfetrvavala teplota pudy vyssi nez 10 °C po dobu
alespon 3 dny (Escherich 1923). Zaroven musi byt teplota vzduchu 12-20 °C (Wagenhoff et al.
2014; Zivanovic 1972). Ovsem podle Trotus et al., (2013) staéi, aby ptuda méla prumérnou
teplotu uz mezi 6,1-14,2 °C a vzduch 5,5-13,2 °C. Kazdopadné ¢im je teplota vyssi, tim diive
dojde k vyletu broukt (Kowalska 2001). Podle dat Wagenhoff et al. (2014) samci vylétaji jako
prvni a jejich rojeni kulminuje 7-10 dni po zacatku. Rojeni samic kulminuje 7-14 dni po poc¢atku
vyletu. Grada¢ni maxima piitomnosti M. hippocastani se dle dostupnych dat opakuji kazdych
30-40 let (Nunberg 1951).

3.5 Skody zpusobené chrousty

Ponravy chroustii rodu Melolontha jsou schopny piisobit skody na relativné velkych

plochach. Naptiklad ve stiedni Evropé v obdobi tii za sebou jdoucich rojeni v letech 1986, 1990
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a 1994 byly zaznamenany Skody na Gizemi o velikosti mezi 10—15 tis. ha, coz bylo zptisobeno

zakazem, jakkoliv proti ponravam zasahovat (Schmid-Vielgut et al. 1992; Delb 2000).

V Ceské republice byly po pelomu tisicileti na plose o velikosti 10 tis. ha nalezeny $kody
na 50-300 ha vysadeb a obnovovanych ploch (Svestka 2006). V letech 20072012 byly skody
zpusobené ponravami chroustli zjisténé na plochach neptesahujici 51 ha za rok (Knizek a
Peskova 2008; Knizek 2009; 2010; 2011; Knizek a Modlinger 2013). V roce 2013 jiz tato
plocha ¢itala 71 ha a o rok pozd¢ji ponravy zpisobily skody jiz na 104,5 ha (Knizek et al. 2015).
Tato izemi se v nasledujicim obdobi tedy roky 2015 a 2016 zna¢né rozsifilo nejprve na 256 ha
a poté 379 ha (Knizek et al. 2016; 2017). V tom samém obdobi bylo také zaznamenano
poskozeni dospélci zejména M. hippocastani na plose 190 ha v roce 2015 a 379 ha v roce 2016.
Dale v letech 2017 a 2018 byly Skody pisobené ponravami nizsi, konkrétné na 81 ha a 63 ha
(Knizek a Liska 2018; 2019). Dospélci v tomto obdobi ptsobili Skody jen vzacné. Ovsem v roce
2019 tento trend otd¢i a jsou pozorovany Skody plsobené na vétsi ploSe o rozloze 321 ha
(Knizek a Liska 2020). To bylo pfisuzovano chladnému destivému pocasi, coz zapficinilo rojeni
na vétsi plose, ale nebylo tolik intenzivni, jak se piivodné ocekavalo. Vyssi aktivita dospélct
byla zaznamenana i v roce 2020, tedy Skody na plose celkem 314 ha z toho témé&f polovina
(152 ha) byly skody v Kralovehradeckém kraji (Knizek a Liska 2021). Ponravy ptsobily Skody
jen v omezené mife. V roce 2021 jiz rojeni neprobihalo a v Ceské republice piisobily vétsi
Skody opét ponravy, a to na plose celkem 187 ha (Knizek a Liska 2022). Dalsi rojeni chroustti
rodu Melolontha je o¢ekavano v roce 2023.

Nejohrozengjsi stanovisté jsou obzvlast’ 1-2leté kultury na volnych pasekach 1-2 roky po
rojeni (Svestka a Drapela 2012). Toto ohroZeni trvé pfiblizné do 10let véku porostu, kdy se
odhaduje, Ze k uhynuti stromku sta¢i 2-5 ponrav (Zaruba, 1956; Svestka & Kapitola, 2003).
Podle Knézik & Liska (2022) jsou ponravami M. hippocastani nejvice ohrozené teplé oblasti
Cech a Moravy zejména pak vychodni Polabi a dolni Pomoravi, kde se chroust b&zné
pfemnoZuje. Na takovychto mistech, ktera jsou trvale zatizena pfitomnosti chroustd, at’ uz

larvami ¢i dospélci, neni mozné dlouhodobé zalozit kultury (KniZek a Liska 2020).

3.6 Integrovana ochrana rostlin proti chrousti rodu Melolontha

V ramci integrované ochrany rostlin je cilem snizeni mnozstvi sktidce pod takzvany prah
hospodarské Skodlivosti (Kula 2021). V soucasné dob¢ je k dosazeni zminéného cile
preferovano vyuziti co nejsetrnéjsich prostiedkii k Zivotnimu prostiedi. Pi boji se sktidcem se

bere v potaz ekosystém jako celek, a nikoliv pouze Skidce tak, aby nebyly poSkozeny
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ekosystémové vazby. Nejcastéji je k tomuto vyuzivano insekticidli v riiznych formach ci
posileni piitomnosti piirozenych parazitti nebo parazitoidd. V Ceské republice je povinné se
fidi pfedepsanymi zdsadami o integrované ochrané rostlin.

Povolené prostiedky a zplsoby ochrany jsou definovany smérnici Evropského
parlamentu 2009/128/ES, jez stanovuje ramec pro ¢innost Spolecenstvi za uc¢elem udrzitelného
pouzivani pesticidi (natizeni ¢. 1107/2009) (Zahradnik 2014). V Ceské republice se obsah této
smérnice stala soucasti zakona ¢. 326/2004 Sb., o rostlinolékatské péci. Kapitola o integrované
ochrang rostlin byla do zminéného zédkona dodana v ramci novely tohoto zakona ¢. 199/2012
Sb., ktera byla jest¢ doplnéna o vyhlasku €. 205/2012 Sb. o obecnych zasahéach integrované
ochrany rostlin. Vyhlaska vesla v platnost 1. ledna 2014.

3.6.1 Monitoring

Zakladni soucasti integrované ochrany rostlin je monitoring pfitomnosti Skidce.
V piipadé imag chrousti rodu Melolontha toho lze docilit kuptikladu svételnymi lapaci,
kopanim pudnich sond v obdobi piezimovani v zemi (srpen az duben), sklepavani chrousti
z korun stromu a chytani je do plachet ¢i pouzitim pasti s feromonovou navnadou (Kula 2021).
Nutno dodat, ze feromonovymi navnadami je mozné zachytit primarné samice (Huiting et al.
2006). Navic se nejedna o tak vyznamné mnozstvi, aby se tento postup uplatnil pfi snizovani
populace chroustll. Odchyt dospélcti je dulezity, pokud je potieba zjistit obdobi, kdy je vhodné
oSetfit zirovisté (Zahradnik 2014). Tento ¢asovy usek se pohybuje mezi 3 az 10 dny, ve chvili,
kdy jiz nalétly samice, ale jeSt€ neodlétly. Vhodnym naCasovanim zasahu proti samicim se

zamezi 1 Skodam zplisobenym ponravami. Obvykle se tak uskuteciiuje na zac¢atku kvétna.

Pro lesni Skoly, holiny urcené k zalesnéni nebo jina vysoce ohrozena mista je ale hlavni
monitoring pfitomnosti ponrav v pudé (Kula 2021). Toho lze docilit napfiklad kopani
kontrolnich sond na mistech, kde je obvykly jejich vyskyt (Zahradnik 2014). Jejich velikost a
pocet zavisi na stanovisti, vegetaci, dob¢ realizované kontroly a na zakonech kazdého statu,
ktery urCuje kritické pocty jedinci Sktdce zpravidla na metr Ctverecni (Kula 2021).
Zahradnik, (2014) doporucuje vyhloubit takovy pocet sond, aby pti rovhomérném rozmisténi
po zkoumané ploSe byla zachycena cela ohrozend oblast. PficemZ minimalni pocet sond by m¢l
byt alespoil 5 sond na hektar. Dale specifikuje 1 rozméry jednotlivych sond, tedy 1x1x0,5 m.
Podobné rozméry uvadi 1 Muska, (1993) , v jeho piipadé 1x1x0,6 m. Idealni ¢as pro pouziti
tohoto druhu kontroly je v ptipadé M. hippocastani obdobi srpen az zafi. V pozdé&jSich

terminech je pro ziskdni dobie vypovidajicich vysledkil zvétsit hloubku sond a to na 0,7 az1 m
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(Zahradnik 2014). Kula (2018) stanovil kritické pocty primérné abundance na metr ¢tvere¢ni
dle jednotlivych instarti ponrav na: 2 ponravy 1. instaru, 1 ponrava 2. instaru, 0,5 ponravy

3. instaru.
3.6.2 Moznosti ochrany rostlin

Jednou z moznosti, jak ochranit sazenice pfed ponravami chrousta Melolontha, je pted
sadbou provedeni hloubkové orby ohrozené pudy do hloubky alesponi 20-30 cm, ale spiSe
0,5 m (Zahradnik 2014). Tento zptisob sebou ale nese nevyhodu v podob¢ vyrazného naruseni
ekosystému. Dalsi preventivnim opatfenim miize byt vyuziti moznosti odkladu zalesnéni. Diky
tomu lze naplanovat vysadbu na rok rojeni, takze velké mnozstvi ponrav 3. instaru jiz v zemi
nebude pritomna. Zahradnik, (2014) také doporucuje intenzivné nelikvidovat v misté sadby
bufen, protoze ponravy casto daji pfednost kofenovému systému bylin pfed kofeny stromkil
jakozto zdroji potravy. Poslednim preventivnim doporuéenim je zvazeni podrostniho zptisobu
hospodareni na ponravami ohrozenych stanovistich. V ptipad¢ lesnich Skolek je mozné vyuziti
siti s jemnymi oky. Ty Ize v obdobi rojeni pokladat na podklad stanovisté a tim zamezit zaprvé
tomu, aby samice ze zem¢ vylezly a vykovavaly uzivny zir a zadruhé ptilétajicim samicim, aby
do zemé nakladly vajicka.

Pro chemickou obranu proti chroustim a jejich ponravam je moZno vyuzit pouze
ptipravky, ktera jsou oficialné schvalené Ustiednim kontrolnim a zkuSebnim tstavem
zemédélskym (UKZUZ). Tento zptisob ochrany je ale velmi vyjimeény, a to pomoci letecké
aplikace latky, kdy cilem je zabranit samicim naklast vajicka (Zahradnik 2014). Pro pouziti
tohoto zplisobu je navic potieba povoleni UKZUZ, a to pouze Vv kritickych situacich, kdy je
Skiidcem ohrozen cely ekosystém. Zahradnik (2014) tento postup doporucuje pouze pro

osetfeni okraje porostu do hloubky 50-100 m.
3.7 Biologicky boj

Ptirozenou mortalitu chroustt ovlivituje hned nékolik abiotickych i1 biotickych faktord.
Pro imaga mohou byt nebezpeéné napiiklad v obdobi pted rojenim ndhlé mrazy, béhem kterych
prerusi zir a shlukuji se k sobé (Kula 2021). To muze pftispét k jejich mortalité, protoze tak
ztrati Cas pfi regenera¢nim Ziru. Dale se o redukci dospélé populace chroustl zasluhuji i ostatni
zivoc¢ichové, jako naptiklad sycek obecny (Hamori et al. 2017). Dale jsou jako predatofi
uvadéni Spacci, havrani, lelek lesni z ptakt a Cerna zvét, rejsci nebo netopyii ze savet (Kula

2021). Nutno podotknout, Ze na populaci M. hippocastani nemaji pfilis velky vliv.
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V piipad¢ ponrav je jednim z hlavnich ohrozujicich faktorti sucho (Kula 2021). Jednak
z diivodu ztizeného svlékani ktize a dale kvili nutnosti zahrabani se do vétsi hloubky. Tim se
ponrava potencionalné vzdaluje od kofend. Mezi vyznamnéjsi biotické faktory se fadi mykozy

a virozy spole¢né s parazitoidy.
3.7.1 Entomopatogenni houby

Studovana moznost
biologieckého boje S
M. hippocastani je  vyuziti
entomopatogennich hub
(Niemczyk et al. 2019). Jednim
zrodu takovych hub je rod
Beauveria popsany v roce 1912,
které jsou povazovany za hlavnim
patogenem chroustt (Paul
Vuillemin, 1912  (Trzebitzky,

1996).). Dvéma  stézejnimi

Obr. 5 Beavueria bassiana - hyfy s konidiemi
Prevzato z https.//www.indiamart.com/proddetail/beauveria-bassiana-
21650325633.html

zastupci jsou vtomto piipadé

Beauveria brongniartii Sacc. 1892 a Beavueria bassiana (Bals.-Criv.) Vuill., Bull. Soc. (1912),
které jsou vieckovytrusné (Ascomycota) houby, fazeny do podkmenu Pezizomycotina, fadu
Hypocreales c¢eledi Cordycipitaceae (viz. index fungorum 2023) (Obr. 5). Jsou schopny
prekonat kutikulu hostitele pomoci kombinace mechanickych sil a enzymt, jako naptiklad
lipaza nebo chitinaza, které pii kli¢eni konidii uvoliuji (Lung a Strasser 2000). Houba nasledné,
ktera se uspéSné dostane do hostitelského organismu zabrani jeho pfijmu potravy spole¢né
S vypousténim toxinu a tim hostitele usmrti (Boucias et al. 1994). Proti chroustim byla,
primarné testovana B. brongniartii, z velké ¢asti i kvili tomu, ze byla na chroustech rodu
Melolontha nalezena ve velkém mnozstvi evropskych zemi a na vSech instarech (Blaisinger
1988; Dolci et al. 2006; Keller 1988; Maass 2002). V n¢kterych zemich je dokonce schvalena
jako oficialni bioinsekticid (Keller 2000). V tomto pfipad¢ se vyuzivalo jako nosi¢e houby zrna
je¢menu jakozto obrany proti larvam chrousti (Aregger-Zavadil 1992). Pii aplikaci oSetfeného
B. brongniartii jeCmene proti larvam tohoto brouka, bylo pro ucinné pouziti stanoveno
mnozstvi 40 kg/ha (Keller a Schweizer 2001). Efektivita ochrany je ale zavisla jednak na
pudnich podminkach, roénim thrnem srazek a teploté (Dolci et al. 2006). Dalsim faktorem

ovliviiyjici schopnost rlstu téchto hub se prokazalo byt pH substratu, do které¢ho byly ulozeny.
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Napiiklad B. bassiana vyhovuje pH pidy 8-8.5 (Quesada-Moraga et al. 2007). B. brongniartii
zase vykazovala nejvétsi efekt pii pH 6,8 (Sierpinska 2009). Jako nosi¢ hub rodu Beauveria
byla také vyuzita koule porostla houbou vyrobena ze smési mouky, cerealii a slepicich vajec
(Lalik et al. 2021). V tomto piipadé byla testovana pouze na druhu Hylobius abietis Linnaeus,
(1758). Idealni obdobi pro aplikaci entomopatogennich hub pro ochranu rostlin, bylo
doporuc¢eno jaro ¢i 1éto zdavodu vysSich prumérnych teplot v téchto obdobich, ale
preferovanéjsi je aplikace na jafe, kvuli vyssi vlhkosti (Kessler a Keller 2003; Maass 2002).
Konkrétné v piipadé B. brongniartii byla zjist€éna pfima navaznost na p¥itomnost ponravy
Melolontha melolontha Fabricius, kdy v piipadé absence larvy je houba redukovéana az na
10 % (Kessler et al. 2004). Pokud jsou ale larvy v okoli houby pfitomné, je mozné timto
zpusobem jejich populaci regulovat az po dobu 10 let po aplikaci, protoze Beauveria je schopna
snaze prezit s opakujicim se Zivotnim cyklem. Spory je mozné taky aplikovat na velké plochy
letecky (Boucias et al. 1994). Vyhodou této metody, bylo zmenseni plochy tézce poskozenych
lest, ale na druhou stranu se zvétsilo poskozeni mimo oSetfené plochy. OSetfeni se projevilo
hlavné az na dal$ich generacich dospé€lcit Melolontha, a proto se spiSe preferuje osetieni v zemi
ptimo proti larvam (Jung et al. 2005). Smés s obsahem spor B. brongniartii byla testovana proti
ponravam chroustt i v lesni Skolce, kde dosahla tispé$nosti 75 % i bez ptidani jakékoliv davky

insekticidu (Ciornei a Andrei 2011).

Jednim z komer¢né prodavanych ptipravku pro biologicky boj s chrousty rodu
Melolontha je ptipravek Melocont® ¢i Beavuveria-Schweizer® (Mayerhofer et al. 2015).
V obou ptipadech se jednd o produkty, obsahujici sterilizovana jadra je¢mene kolonizované
druhem B. brongniartii. Tyto produkty jsou primarné aplikovany na povrchu ¢i pod povrchem
zemé. DalSimi pfipravky na podobné bdzi jsou napiiklad Betel® vyuZivany ve Francii,
Engerlingspilz® pouzivany ve Svycarsku (Strasser 2000).

Alternativou K vyuziti entomopatogennich hub mize byt vyuziti nékterého z
jinych ptirozenych patogenu ¢i parazitoidi chroustti rodu Melolontha. Piikladem mohou byt
entomopatogenni Nematoda jako napiiklad hlistovky rodu Steinernema ¢i potencionalné
hlistice Heterorhabditis downesi Stock, Griffin & Burnell, (2002) (Zahradnik 2014; Kula
2021).
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4 Metodika

4.1 Odbér ponrav

Ponravy chrousta Melolontha hippocastani byly nasbirany dne 1.4. 2022. Sbér se
uskutecnil pobliz obce Byst’ v okrese Pardubice. Zde byly v hloubce od 0,5 m do 1,5 m pomoci
rucnich nastroji (srdcova lopata, krumpac) ponravy vyhledavany a odebirany. V blizkém okoli
stanovis$t’ se nachazel smiSeny les se druhovou skladbou smrk, borovice, dub. Podlozi bylo
piscité do hloubky vétsi nez 1,5 m.

Sbér probihal na dvou stanovistich oznacenych pismeny A a B.

e Stanoviste A (GPS 50.144087, 15.882988) bylo zalesnéno sazenicemi druhu
P. sylvestris a oploceno. Nachazely se zde také mladé smrky a nalet dubu. V tomto misté

bylo nalezeno celkem 58 ponrav v druhém instaru.

e Stanoviste B (GPS 50.144015, 15.882575) nebylo zalesnéno, ale bylo oploceno. Na

oplocené ploSe byly ponechany 2 stromy pro pfirozené zalesnéni. Zde bylo nalezeno

64 ponrav ve druhém instaru. Nalezeny byly pfevazné v mistech pod zbylymi kotfeny
pafezll vytéZzenych stromil.

Z této lokality bylo také odebrano 140 litrd pisku pro vytvofeni smési s obsahem

ptvodniho podloZi.
4.2 Zacatek experimentu

Pro experiment bylo vybrano misto ve foliovniku, ktery se nachazi v Kosteleci nad
Cernymi lesy, Truba 839 v arealu arboreta Fakulty Lesnické a dievaiské Ceské zemédélské
univerzity v Praze. Jako sadebni material byly zvoleny dvouleté prosto kofenné sazenice
P. sylvestris.

Substrat pro sazenice byl namichan v poméru 1 ¢ast zeminy, 5 ¢asti pisku, 1 ¢ast pisku
z mista odbéru. Za pouziti michacky na beton bylo zajisténo dikladné promichani substratové
smési. Na dno 5-ti litrovych kvétinaca byl umistén opad (dubové listi a borové jehlice), aby se
snizila pravdépodobnost, ze se ponrava prohrabe a vypadne z kvétina¢e spodnimi otvory.
Nasledné byly kvétinace naplnény namichanym substratem do poloviny jejich kapacity. Poté
do nich byly vlozeny prosto-kofenné sazenice P. sylvestris. V prub¢hu sadby byly méreny

rozméry sazenic (tloustka kminku, vyska, hmotnost) (Tab.1).
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Celkem bylo vysazeno 196 sazenic P. sylvestris. Sazenice byly rozdéleny do 5 skupin:
1) K - Kontrolni rostliny - pouze sazenice
2) KP - Kontrolni rostliny s pfidanou jednou ponravou
3) H - Hydrogel — sazenice s roztokem hydrogelu ptidaného pod koten
4) B - Sazenice s roztokem hydrogelu namichaném spolu s konidiemi B.bassiana a
jednou ponravou
5) G - Sazenice s pridanym kulatym nosi¢em s houbou B. bassiana a jednou

ponravou

Ad. 1) Do 25 kvé&tinaca se sazenici oznac¢enych
kédem KP, byly vloZeny ponravy, které byly
umistény 2 cm od kminku do hloubky 4 cm.
Ponravam byly pifedem zméfeny rozmeéry
télnich ¢asti, tedy hlavova schranka a jejich cela
délka.

Ad. 2) Dale bylo zasazeno 50 sazenic
z kategorie H, kam bylo pfed umisténim »
sazenice do substratu pod kofeny nalito 200 ml |

hydrogelu (Obr. 6) ¢istého roztoku.

Ad. 3) Stejnym zplsobem bylo zasazeno i
50 sazenic kategorie B. Zde bylo vyuzito 70 ml

namichaného hydrogelu s konidiemi

B. bassiana a 130 ml ¢&istého roztoku s Obr. 6 Misa, obsahujici 50 g krystalického hydrogelu 7
Autor fotografie: David Novdk

hydrogelem.

Pro extrakci konidii z hub, vypé&stovanych na Petriho miskéach, bylo namichéno 0,05%
roztok Tweenu (3 1 destilované vody; pfiddno 1,5 ml Tween 20). Do nadoby o objemu 5 1
s roztokem bylo vlozeno celkem 20 kust Sabouraude dextrose agaru porostlého houbou
B. bassiana (kultivace probéhla na LOS Bansk4 Stiavnica). Smés byla diikladné promichana a
protifepana, aby v roztoku zlstalo co nejvétsi mnozstvi konidii. Nésledné byl obsah nadoby
procistén pres filtr sloZzeny ze sita a 1ékai'ské gazy, ktery zachytil veSkery agar a zbytky hyf.
Dale byl ¢isty roztok 4krat nafedén destilovanou vodou z divodu usnadnéni po¢ta konidii. Ze
ziedéného roztoku se odebraly dva vzorky. Poté bylo na Biirkerové komtrce, na dvou
¢tvercovych polich pro kazdy vzorek, spocitano mnozstvi konidii. Dale byl spocitan primérny

pocet konidii na vzorek a koncentrace celého roztoku.
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Vypocet koncentrace:
Celkovy pocet konidii:
Vzorek 1
1. 117 konidii
2. 103 konidii

Vzorek 2
1. 119 konidii
2. 100 konidii

(117 + 103 + 119 + 100) = 439
Primérny pocet konidii: 439/4 = 109,75
Primérny pocet konidii v 1ml: 439 * 250 000 = 109750000
Pramérny pocet konidii na pole byl 109,75. Kone¢na koncentrace spor v 1 ml byla stanovena
na 1,1*108, co? je dostate¢nd koncentrace pro mortalitu hmyzu (koncentrace ma byt vy$si ne?
1*108).
K této varianté sazenic byly také rovnou vlozeny ponravy. | v tomto ptipadé€ byly ponravy
umistény 2 cm od kminku do hloubky 4 cm.
Ad. 4) Posledni varianta G obsahovala sazenice vysazené obdobnym zpiusobem jako v
ptedchozich piipadech, pouze s rozdilem, zZe namisto roztoku s hydrogelem se ke kotfeniim
vkladal kulaty nosi¢ porostly houbou B. bassiana a ponrava.
VSechny kvétinae byly umistény na kovovych roStech v riiznych mistech skleniku.
Ptipravené rostliny byly zalévany kazdy den v 18:00.
Vitalita sazenic byla hodnocena kazdych 14 dnti na stupnici od 1 do 4 kdy:
1 = zdrava
2 = lehké znaky zloutnuti jehlic
3 = vyrazné zloutnouci jehlice
4 = mrtva rostlina
Kontroly vitality probihaly v obdobi od 2. dubna 2022 do 2. zati 2022. Pti kazdé navstéve
foliovniku byla pofizovana fotodokumentace celé plochy po jednotlivych stolech. V ptipadé,
ze jedinec vykazoval viditelné znaky snizené vitality (tedy kategorie 2-4), bylo pofizeno

detailni foto takového jedince.
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4.3 Ukonceni experimentu

Experiment byl ukoncen 13. zafi 2022, kdy bylo provedeno kone¢né méteni dievin
(vyska, tloustka, hmotnost) a odbér vzorka (jehli¢i ze Spicky sazenice, vzorek kofenového
systém). Odebirani vzorkt piedchézelo oznaceni dvou sad, tedy 392 zkumavek o objemu
50 ml. Do kazdé zkumavky byl vloZzen maly papirovy ¢tverecek o rozméru 1x1 cm s piislusnym
oznacenim sazenice napsanym obycejnou tuzkou. Nasledné byly stromky vyjmuty z kvétinace
1 se substratem odloZeny na pfipraveny valnik. U kategorii KP, B a G byl dikladné prohledan
veskery obsah kvétinaCe pomoci sita, aby bylo mozno zaznamenat, zda ponrava piezila ¢i
nikoliv. V piipadé nalezeni larvy byly opét zméfeny jeji rozméry, tedy délka téla a hlavova
schranka. Dale byly sazenicim diikladné promyty koteny ve vodé. Nasledovalo odebrani vzorkt
koteni a jehlic (ze $pic¢ky). Zkumavky se vzorky byly umistény do specidlnich nadob s tekutym
dusikem. V téchto nadobach byly ptepraveny do prostor Dievaiského pavilonu, Fakulty
Lesnické a dievaiské, Ceské zemédélské Univerzity v Praze, kde byly velmi opatrnym
zpisobem z nadob vyjmuty. Vyjmuté zkumavky byly umistény do mraziciho pfistroje, ktery je
schopen udrzovat konstantni teplotu -80°C. Do laboratoie byly také pievezeny vsSechny

sazenice v dostate¢né velké nadobé s vodou.
4.4 Méfeni kofentu v programu WinRHIZO

Kazda sazenice byla oznacena ptislusnym kodem. Nasledné byl vybrané sazenici ustfizen
kompletni kotenovy systém, ktery byl peclivé zbaven veSkerych necistot. Takto upravené
koteny byly vloZeny do nadoby o velikosti 20x25 cm, naplnéné destilovanou vodou. Jednotlivé
¢asti kotfentd byly, rovnomémné rozprostieny po nadobé o kalibrovanych rozmérech. Dale byla
nadoba 0 umisténa na skener (EPSON Expression 10000XL) a naskenovéna do pocitace. Po
naskenovani kofenu byla v programu WIinRHIZO Pro 2016 oznaena oblast pro méfeni a
program zméfil a spocital veskeré udaje, jako naptiklad plochu kotfent ¢i délku kofent. Timto
zpisobem byly zmétfeny vSechny sazenice. Voda v nadobé& byla pravidelné ménéna, aby
nedochazelo ke zkresleni vysledki, kvili volné se pohybujicim ¢astem, jeZ mohl pocita¢

vyhodnotit jako kofen.

4.5 Homogenizace

Vzorky kotenii byly pfeneseny ze zkumavky do vycisténé a 70 % ethanolem

vydezinfikované ocelové nadobky, do které byly ptidany 3 ocelové kulicky. Poté byly tyto
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nadobky vlozeny do homogenizatoru. Zde probihala homogenizace po 2 minutach pii frekvenci
30 udert za sekundu. Tento krok bylo u nékterych vzorkti nutno opakovat dle potieby, dokud
prachova zrna z kofenti neodpovidala piiblizné pfesn¢ pozadované hrubosti. Vzorky byly vzdy
homogenizovany v parech. Upraveny vzorek byl nasledné vysypan na Cisty papir a usazené
zbytky prachu byly z nadobky ziskany pomoci miniaturni laboratorni 1zicky. Obsah nadobky
byl nasledné pfesypan do své zkumavky a pfedan k odebrani vzorku dle pozadované vahy.
Ocelové nadobky i kulicky byly vzdy po homogenizaci vy¢istény 70 % ethanolem.
Homogenizované preparaty byly poté navazeny pomoci analytickych vah do nddobek
typu Eppendorf, a to na piiblizné piesné 30 mg prachu s pfesnosti na 1 mg. Z kazdé zkumavky
byly takto ptipraveny 2 vzorky. Veskery material byl nasledné skladovan v mrazicim zafizeni,

schopném udrzet konstantni teplotu -35° C.

V piipadé¢ homogenizovanych jehlic bylo do nadobek typu Eppendorf navazeno po
50 mg prachu s piesnosti na 1 mg. V tomto piipad¢ se ned¢lala druha kopie, ale pfipravily se
dvé dalsi 100 mg navazené s presnosti na 0,1 mg. Jeden vzorek byl umistén do nddoby typu
Eppendorf a druhy do sklenéné vialky, jez byl dale zalit 1ml hexanu pro maximalni zachovéani

aromatickych latek.

4.6 Extrakce cukru

Pro zjisténi po¢tu a druhli cukrii obsaZzenych v homogenizovanych vzorcich kotfenl
sazenic bylo v prvni fazi, pouzito 1200 ul methanolu a 200 ul purifikované destilované vody
jakozto extrak¢ni roztok. Obé¢ kapaliny byly odméfeny pomoci automatické pipety do nadobek
typu Eppendrof, které obsahovaly navazené vzorky. Mezi pipetovanim byly ménény Spicky o
vhodném objemu. Po dodédni roztoku do nddobek byl obsah dikladné promichdn pomoci

vortexu.

Ptipravené vzorky byly nasledné umistény do thermoshakeru, kde byly michany za stalé
teploty 60 °C. Po uplynuti 45 minut byla provedena centrifugace vzorkd pii rychlosti

13000 rotaci za minutu do dobu 5 minut. Timto vznikla kapalné a pevna faze.
Dale byly vzorky vyjmuty z centrifugy a pomoci injek¢ni stiikacky byla odsata kapalna
faze. Ta byla ptenesena do pfipravené sklenéné vialky. Z vialky byly nasledn¢€ odebrany riizné

objemy kapaliny, jez byly fedény purifikovanou destilovanou vodou v riiznych pomeérech:
200 ul roztoku nafedéno v poméru 1:7 (1400 pl vody)
50 ul  roztoku nafedéno v poméru 1:30 (1500 ul vody)
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Timto zpiisobem byly vytvotfeny dva pary vzorkd.
4.6.1 Analyza cukri pomoci kapalinového chromatografu

Cukry byly analyzovany pomoci LC-qTOF-MS/MS. Tato analyza byla provedena na
Agilent 1290 Infinity II parovana s Agilent 6546 LC/MS QTOF system (Agilent, USA).
Chromatograficka separace byla provedena pomoci on Supel Co apHera NH2 Polymer column
(150x2 mm, Sum) pii 30 °C. Jako mobilni faze byl pouzit acetonitrile (A) fedény purifikovanou
destilovanou vodou (B). Gradient eluce byl proveden za pocateéniho poméru mobilni faze
80:20 (A:B) v 0,5-13 min 55:45 (A:B) a v 14-15 min 80:20 (A:B) pfi rychlosti prutoku 0,2 mL
*min (Madsen et al. 2015). Objem vstiikovani byl nastaven na 1 pL. Proces byl provadén v
negativnim ionizaénim modu. Parametry QTOF byly optimalizovany pouziti standardd
(sachardza, mannitol, trehaldza). Optimalizace probéhla pfi: rozsah skenovani 100-1000 m/z;
teplota vysouseciho plynu, 280 °C; rychlost proudéni mobilni faze, 12,0 L/min; teplota mobilni
faze, 400 °C; kapilarni napéti, 2,0 kV; fragmentor, 120 V; kolizni energie pfi 10, 20 a 40 eV.
MS/MS data byla ziskana pti rozmezi skenovani 50-800 m/z. Méteny byly dvé hmotnostni
korekce: 112.9855 m/z a 922.0098 m/z. K ziskani dat byl nasledn¢ pouzit software Agilent
Mass Hunter Acquisition. Analyza dat byla byla provedena za pouziti software Quantitative
Analysis 10.0 a Q-TOF Quantitative analysis.

4.7 Statisticka analyza ziskanych dat

Terénni data byla zpracovdna do tabulek vprogramu MS Excel pro Microsoft 365.
Statisticka analyza a grafické zpracovani ziskanych dat bylo provedeno v programu R (v. R-

4.2.2) a TIBCO Software Inc. (testy normality, Kruskal-Wallistiv test).
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5 Vysledky

5.1 Meéreni ve foliovniku

V zafi 13. 2022 pti ukonceni experimentu bylo vyhodnoceno 28 sazenic jako kategorie
4. Konkrétné se jednalo o:
e K =0sazenic (0 %)
e KP =6 sazenic (24 %)
e B =7 sazenice (14 %)
e G =14 sazenic (29,8 %)

e H =1sazenice (2 %)

Nejvyssi zastoupeni nepoSkozenych sazenic bylo zaznamenano u kategorie s hydrogelem
abez ponravy (H), jeZ ¢inilo 48 kusti z 50, tedy 96 %. Prvni ze zbylych dvou sazenic vykazovala
znamky zhorSeného stavu jiz pfi 3. kontrole. Jeji stav se nasledné¢ zhorsil pii 5. kontrole a byla
umisténa do kategorie 3. Druhé sazenici byl zaznamenan zhorSeny stav pfi 6. kontrole. V tomto

ptipadé byla sazenice pii posledni, 11. kontrole, umisténa do kategorie 4 (Obr. 7).

50-

40-

30-

Pocet sazenic

20-

1 2 3 a
Kategorie vitality

Obr. 7 Srovnani vitality sazenic borovice lesni v kategorii H béhem experimentu v roce 2022
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Dale bylo z 25 sazenic v kontrolni kategorii (K) 22 (88 %) vyhodnoceno jako kategorie
1. Vitalita poslednich 3 sazenic spadala do kategorie 2. V zadném dal$im ptipadé nebyla

zaznamenana sazenice s vyrazngji zhorSenym stavem (Obr. 8).

Poget sazenic

1 2 3 4
Kategorie vitality

Obr. 8 Srovnani vitality sazenic borovice lesni v kategorii K behem experimentu v roce 2022

V kategorii B, tedy sazenice oSetfené hydrogelem s konidiemi B. bassiana, bylo na konci
zatazeno 27 sazenic do kategorie 1 (54 %), 11 sazenic kategorie 2, 5 sazenic kategorie 3 a 7
mrtvych sazenic kategorie 4 (Obr. 9). Poprvé byly identifikovany znamky snizené vitality
béhem 7. kontroly. V tomto ptipad¢ slo o rychlé zhorSeni stavu z 1. kategorie rovnou na 3. Pfi
pfisti kontrole byly také nalezeny prvni 2 mrtvé sazenice. Dal$i vyrazny skok nasledoval v
9. kontrole, kde ptibylo dalSich 6 odumfelych sazenic. Ve dvou ptipadech sazenice se stav
sazenice rapidné zhorsil z kategorie 1 do kategorie 4 béhem jedné kontroly a dale v jednom
ptipad¢ z kategorie 2 do kategorie 4. Posledni sazenice nejevici znamky zivota byla

zaznamenana pii posledni kontrole.

25



Ve varianté oSetfené nosi¢em porostlym houbou B. bassiana (G) bylo klasifikovano
22 sazenic jako kategorie 1 (46,8 %), 9 sazenic kategorie 2, 2 sazenice kategorie 3 a 14 kategorie
4 (Obr. 10). Prvni zhorSeni vitality bylo v této varianté zaznamenano jiz pii 3. kontrole, a to
Vv ptipadu jedné sazenice z kategorie 1 do kategorie 3. Nasledujici tydny ptibylo az 9 sazenic
Vv kategorii 2. Az béhem 6. kontroly byla identifikovana prvni mrtva sazenice. Dalsi vyraznéjsi
skok pfisel 8. kontrolu, kdy se pocet mrtvych sazenic zvysil na 5. Hodnocenim na 9. kontrole
byly piidany 4 dalsi sazenice ve 4. kategorii. Na posledni kontrole se toto ¢islo zvétSilo na
kone¢nych 14 odumielych sazenic. V této kategorii bylo nahlé zhorSeni vitality z 1. kategorie

na 4. zaznamenano ve 3 piipadech a z 2. na 4. bylo zaznamenano 2krat.

Pocet sazenic

=]

1 2 3 4
Kategorie vitality

Obr. 9 Srovndni vitality sazenic borovice lesni v kategorii B béhem experimentu v roce 2022

Posledni byla kontrolni kategorii byla kategorie s ponravou a bez Zadné formy ochrany
(KP). Nakonec bylo nalezeno 6 plné vitalnich sazenic kategorie 1 (24 %), 8 sazenic kategorie
2, 5 sazenic kategorie 3 a 6 mrtvych kategorie 4 (Obr. 11). Zde bylo prvni zhorSeni vitality
sazenice zaznamenano pii 3. kontrole z 1. do 2. kategorie. Osma kontrola odhalila prvni
3 sazenice V kategorii 4. Toto ¢islo bylo navyseno o jednu sazenici pii 10. kontrole a nasledné
pii posledni 11. kontrole, kdy bylo dosazeno kone¢nych 6 sazenic v kategorii 4. Nahlé zhorSeni
stavu sazenic zde bylo pozorovano v 1 ptipadé z 1. na 4. kategorii a ve 3 pfipadech z 2. na

4. kategorii.
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Obr. 10 Srovnadni vitality sazenic borovice lesni v kategorii G béhem experimentu v roce 2022
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Obr. 11 Srovndni vitality sazenic borovice lesni v kategorii KP béhem experimentu v roce 2022

Podet sazenic
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Primérné hodnoty rozmért sazenic na zacatku i na konci experimentu byly spocitany a

zaznamenany (Tab.1).

Tabulka 1 Priimérné hodnoty méreni jednotlivych kategorii

Zacatek experimentu Konec experimentu
Pramér Vyska Hmotnost Priamér Vyska Hmotnost
Varianta (mm) (cm) (9) (mm) (cm) (9)

K 4,95 30,60 14,76 6,23 45,00 43,96
KP 5,72 29,61 19,60 6,26 38,37 23,96
B 4,44 25,52 14,06 5,04 34,98 25,56
G 4,89 28,60 12,87 5,44 36,99 26,38
H 5,07 28,11 16,24 5,86 44,05 39,72

Béhem experimentu byly statisticky nejvyznamnéj§i hmotnostni zmény sazenic

(Obr. 12). Primérnou zménu hmotnosti za 5 mésict v jednotlivych kategoriich 1ze vyjadiit

procentudln¢:

K=+197%
H=+144,6 %
G=+105%
B=+818%
KP=+222%

Mediadny hodnot zmény hmotnosti sazenic jednotlivych kategorii byly stanoveny na:

K=29¢g
H=245¢g
G=4g¢g
B=15¢g
KP=-1¢g

Kategorie K zaznamenala jak nejvyssi maximalni hmotnostni pfirdast (52 g) a spolu

s kategorii H byly tyto zmény vyznamné vyssi ve srovnani s kategoriemi KP, B, G. Mezi K a

H nebyly zjistény statisticky vyznamné rozdily (Tab. 2).
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Tabulka 2 Vicendsobné porovndni: Kruskal-Wallistv test - zména hmotnosti
sazenic borovice lesni v experimentu v roce 2022
Zelené = statisticky vyznamny rozdil (p<0,05)

KP

<0,0001

<0,0001
U vétSiny kategorii byly zaznamenany i ztraty na hmotnosti. V ptipad¢ kategorie KP bylo

nalezeno 13 takovych sazenic. Kdy nejvyssi ztrata byla -15 g. Dale v kategorii B bylo 19 sazenic
s maximalni ztratou -7 g, v kategorii G bylo 11 sazenic s maximalni ztratou -11 g a v kategorii
H byla nalezena 1 sazenice, ktera jez ztratila -9 g. V kategorii K nebyla zadna sazenice, ktera
by béhem experimentu pfisla o ¢ast své hmotnosti.

Nejvyssi vyskovy prirdst byl zjistén u kategorie H spolecné s kontrolnimi rostlinami (K)

(Obr. 13).
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!
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40

Zména hmotnosti (g)
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!

T T T T T
K KP B G H

Kategorie

Obr. 12 Srovndni zmény hmotnosti sazenic borovice lesni béhem experimentu v roce 2022
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Medidny hodnot vySkového ptiristu jednotlivych kategorii:

H=16,4cm
K=14,1cm
B=6,9cm
G=69cm
KP=6,5cm

Velikosti ptiristu se od kategorie Klisily statisticky pouze sazenice z kategorie G

(Tab. 3),

Tabulka 3 Vicendsobné porovnadni: Kruskal-Wallistv test — vyskovy pririst sazenic
borovice lesni v experimentu v roce 2022
Zelené = statisticky vyznamny rozdil (p<0,05)

K KP B
K 0,1354 0,1497 0,0159 1
KP 0,1354 1 1 0,0005
B 0,1497 1 1 <0,0001
G 0,0159 1 1 <0,0001
H 1 0,0005 <0,0001 <0,0001

Vicenasobné porovnani hodnot také ukézalo, ze mezi kategoriemi KP, B a G neni

statisticky vyznamna odliSnost. V pfipadé¢ mediant kategorii B a G dokonce neni ani fakticky

rozdil, protoze jejich mediany jsou shodné tedy 6,9 cm.

Nejvyraznéjsi byla statistickd rozdilnost v pfipadé kategorie H viici kategoriim B, G a

KP.

Data o tloustkovém pfirGstu prokdzala pouze omezené rozdily mezi jednotlivymi

skupinami (Obr. 14).

Mediany hodnot vyskového pfirtistu jednotlivych kategorii:

K=0,91 mm
H=0,59 mm
B =0,28 mm
G =0,23 mm
KP =0,19 mm
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Obr. 13 Srovnadni vyskovych prirtisti sazenic borovice lesni béhem experimentu v roce 2022

Mediany kategorii K a H sice naznacuji jisty trend, ale ten se ve vicenasobném porovnani
neprojevil jako ptili§ vyznamny (Tab. 4). Rozdily mizeme pozorovat v mezi kategorii K, KP a

G. Ve vSech ostatnich pfipadech ale nebyla prokézana statisticky vyznamna odliSnost.

Tabulka 4 Vicendsobné porovndni: Kruskal-Wallisiv test — tloustkovy pririst sazenic
borovice lesni v experimentu v roce 2022
Zelené = statisticky vyznamny rozdil (p<0,05)
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Obr. 14 Srovndni tloustkovych prirtisti sazenic borovice lesni behem experimentu v roce 2022
5.2 Faktor pritomnosti ponravy

Pritomnost ponravy, respektive nalezeni ponravy, ve substratu na konci experimentu u
kategorii KP, B a G, byl prokazan jako faktor, ktery ma vliv na zménu hmotnosti sazenice
s hladinou vyznamnosti p = 0,0013 (Kruskal-Wallisuv test) (Obr. 15). Median v piipadé, Ze
ponrava nebyla nalezena byl stanoven na 3 g a v piipadé, Ze byla nalezena byl median zmény
hmotnosti -1 g.

V ptipad¢ tloustkového pfirGstu bylo mozno pozorovat podobny, statisticky prikazny
trend, a to s hladinou vyznamnosti p = 0,0202 (Kruskal-Wallistv test) (Obr. 16). Median
skupiny, kde byla ponrava nalezena byl 0,12 mm. Ve skupiné, v niz nebyla ponrava nalezena
byl medidn spocitan na 0,27 mm.

Ptirdst vySky se neprokazal byt ovlivnén nalezenim ¢i nenalezenim ponravy po skonceni

experimentu.

Zadny statisticky vyznamny vliv nalezeni ponrav nebyl prokazan ani v piipadé vitality.
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Obr. 15 Srovndni zmény hmotnosti sazenic borovice lesni v zdvislosti na pfitomnosti ponravy na konci experimentu
béhem experimentu 2022

<
- -
=]
o« — o
—_ © o
E
= &
=
w
=2
= T
[=% 1
i
g :
= i
w |
3
o i
= |
|
i
|
|
i
|
|
- 7 H
T
j
|
|
|
i
i
o [ | T
T T
Paonrava nalezena Ponrava nenalezena
Kategorie

Obr. 16 Srovnadni tloustkového priridstu sazenic borovice lesni v zavislosti na pritomnosti ponravy chrousta na konci
experimentu 2022
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5.2.1 Vliv pfitomnosti ponravy na korenovy systém

Analyzou dat ziskanych meéfenim kofenovych systému sazenic pomoci software
Winrhizo byl objeven vliv pfitomnosti ponravy na konci experimentu na celkovou délku
kotfenového systému nezavisle na kategorii, ze které sazenice pochazely (Obr. 17). Hladina
vyznamnosti tohoto vztahu byla stanovena na p = 0,0077.(Kruskal-Wallistv test) Median
kategorie s nalezenou ponravou byl 24,4 cm a u kategorie, kde nebyla ponrava nalezena
320,14 cm.

Délka koend (cm)
200
I

100
|

T T
Ponrava nalezena Ponrava nenalezena

Kategorie

Obr. 17 Srovndni konecné celkové délky korent sazenic borovice lesni v zavislosti na pfitomnosti ponravy chrousta na
konci experimentu 2022

Tento faktor se ukazal byt vyznamnym i v pfipad¢ celkové plochy kotfenil na hladiné
vyznamnosti p = 0,0422 (Kruskal-Wallisiav test) (Obr. 18). Zde byl median stanoven na
16,37 cm, pokud byla ponrava nalezena a 22,58 cm, pokud nebyla nalezena.
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Obr. 18 Srovndni konecné celkové plochy koren( sazenic borovice lesni v zavislosti na pritomnosti ponravy chrousta na
konci experimentu 2022

Dal$im parametrem na zakladé dat je projektovana plocha (projected area) kofinki na
zakladé jejich délky na kofenovém systému. V piipadé kotinkdt do 0,5 cm byla nalezena
odlisnost kategorie G s kategoriemi K a H (Tab. 5). Mezi kategoriemi K a H nebyl nalezen
Zadny rozdil.

Ve skupin¢ kotenii od délky 0,5 cm do 1 cm se prokazala statisticky vyznamna odliSnost

vSech kategorii obsahujici ponravu tedy KP, B a G od kategorii bez ponravy tedy Ka H

(Tab. 6). V ramci téchto dvou uskupeni se jednotlivé kategorie od sebe nijak nelisily.

Tabulka 5 Vicendsobné porovndni: Kruskal-Wallisiv test — projektovand plocha
koren( celkové délky do 0,5 cm sazenic borovice lesni dle kategorii

v experimentu v roce 2022

Zelené = statisticky vyznamny rozdil (p<0,05)
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Tabulka 6 Vicendsobné porovndni: Kruskal-Wallisiv test — projektovand plocha
korend celkové délky od 0,5 cm do 1 cm sazenic borovice lesni dle kategorii

v experimentu v roce 2022

Zelené = statisticky vyznamny rozdil (p<0,05)

Rozdily byly jesté nalezeny ve skupiné kofentl od 1,5 cm do 2 cm (Tab. 7). Zde byl

nalezen statisticky vyznamny rozdil pouze mezi kategorii KP a H.
Tabulka 7 Vicendsobné porovndni: Kruskal-Wallisiv test — projektovand plocha
korent celkové délky od 1,5 cm do 2 cm sazenic borovice lesni dle kategorii
v experimentu v roce 2022
Zelené = statisticky vyznamny rozdil (p<0,05)

Posledni skupinou, kde byly nalezeny statisticky vyznamné rozdily mezi jednotlivymi

kategoriemi byla plocha kotent (surface area) o délce od 0,5 cm do 1 cm (Tab. 8).

Tabulka 8 Vicendsobné porovnani: Kruskal-Wallisiv test — plocha korent
celkové délky od 0,5 cm do 1 cm sazenic borovice lesni dle kategorii

v experimentu v roce 2022

Zelené = statisticky vyznamny rozdil (p<0,05)

1
G 0,2763 0,5827
H 1 0,0265 0,1255
Zde byl nalezen rozdil hlavné mezi kontrolni kategorii K a kategoriemi KP, B. Dale

potom se prokazala byt-i odli$na kategorie KP od H.
V jinych parametrech nebyla nalezena Zzadna statisticky prokazatelna odliSnost c¢i

zavislost.
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5.2.2 Cukry obsaZené v jehlicich a korenech sazenic

Analyza obsahu cukri v kofenech a jehlicich sazenic byla zaméfena na pfitomnost a
mnozstvi sachardzy, trehal6zy a mannitolu.
Pti testovani zavislosti mnozstvi sachardzy v jehlicich nebyl nalezen zddny vyznamny

rozdil mezi kategoriemi (Obr. 19).

12 14
|

10

Sacharoza - jehlice (mg/g)

Kategorie
Obr. 19 Srovndni obsahu sachardzy v jehlicich sazenic borovice lesni v zdvislosti na pritomnosti ponravy chrousta na

konci experimentu 2022

V ptipad¢ sacharozy, kterd se nachazi v kotenech byl objeven silny trend mezi skupinou

kategorii KP, B, G a skupinou kategorii Ka H (Tab. 9), (Obr. 20). Mezi jednotlivymi

Tabulka 9 Vicendsobné porovndni: Kruskal-Wallisav test — obsah sacharézy v
korenech sazenic borovice lesni v experimentu v roce 2022
Zelené = statisticky vyznamny rozdil (p<0,05)

KP B G H
<0,0001| <0,0001| <0,0001 1

<0,0001 1 1| <0,0001
B <0,0001 1 <0,0001
G <0,0001 1 1 <0,0001
H 1{ <0,0001| <0,0001
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Obr. 20 Srovndni obsahu sachardzy v korenech sazenic borovice lesni v zavislosti na pritomnosti ponravy chrousta na
konci experimentu 2022

kategoriemi KP, B a G nebyl nalezen zadny rozdil. Stejné tomu bylo i v ptipad€ kategorii K a

H.

Vysledky testovani dat obsahu trehaldzy v jehlicich sazenic prokazaly odliSnost kategorie

H od vsech ostatnich kategorii s vyjimkou kategorie KP (Tab. 10), (Obr. 21). U kategorie KP

se ale prokazal rozdil s kategorii G.

Tabulka 10 Vicendsobné porovndni: Kruskal-Wallisav test — obsah trehaldzy v
jehlicich sazenic borovice lesni v experimentu v roce 2022
Zelené = statisticky vyznamny rozdil (p<0,05)
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K KP B G H
K 0,0671 1 1| <0,0001
KP 0,0671 0,7033 0,033| 0,2577
B 1| 0,7033 1| <0,0001
G 1 0,033 1 <0,0001
H <0,0001| 0,2577| <0,0001| <0,0001
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Obr. 21 Srovndni obsahu trehaldzy v jehlicich sazenic borovice lesni v zavislosti na pritomnosti ponravy chrousta na

konci experimentu 2022

Obsah trehaldzy v kofenech sazenic se vyrazné lisil v piipad€ kategorie H od kategorii B

a KP (Tab. 11), (Obr. 22). Kategorie KP a B se také obsahem trehal6zy lisily od kategorie G.

Tabulka 11 Vicendsobné porovndni: Kruskal-Wallisiv test — obsah trehaldzy v
korenech sazenic borovice lesni v experimentu v roce 2022
Zelené = statisticky vyznamny rozdil (p<0,05)

0,5793 1| 0,1023

0,0361| <0,0001
B 0,5793 1 <0,0001
G 1 0,0361
H 0,1023| <0,0001
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Obr. 22 Srovndni obsahu trehaldzy v korenech sazenic borovice lesni' v zavislosti na pfitomnosti ponravy chrousta na
konci experimentu 2022

Testovani hodnot mannitolu V jehlicich sazenic ukézalo zna¢nou variabilitu mezi
vétsinou kategorii (Tab. 12), (Obr. 23). Kategorie H se lisila od kategorii K, B a G. Skupina

K se navic siln¢ odliSovala od kategorie KP. U kategorie KP byl nalezen rozdil i s kategoriemi

BagG.

Tabulka 12 Vicendsobné porovnadni: Kruskal-Wallisiv test — obsah mannitolu v

jehlicich sazenic borovice lesni v experimentu v roce 2022

Zelené = statisticky vyznamny rozdil (p<0,05)

40

K KP B G H
K <0,0001 1 1| <0,0001
KP <0,0001 0,0006| 0,0007 1
B 1| 0,0006 1 0,0005
G 1 0,0007 1 0,0008
H <0,0001 1 0,0005( 0,0008
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Obr. 23 Srovndni obsahu mannitolu v jehlicich sazenic borovice lesni v zavislosti na pfitomnosti ponravy chrousta na
konci experimentu 2022

Trend byl nalezen i v piipadé obsahu mannitolu v kofenech zkoumanych sazenic (Tab.
13), (Obr. 24). Zde byl nalezen statisticky vyznamny rozdil mezi skupinou kategorii K, H a

skupinou kategorii KP, B a G. Navic byla nalezena i odlisnost mezi kategoriemi G a B.

Tabulka 13 Vicendsobné porovndni: Kruskal-Wallisiv test — obsah mannitolu v
korenech sazenic borovice lesni v experimentu v roce 2022
Zelené = statisticky vyznamny rozdil (p<0,05)

41

K KP B G
K 0,0039 0,04| <0,0001 1
KP 0,0039 1 0,4179( 0,0001
B 0,04 1 0,0011f 0,0008
G <0,0001| 0,4179| 0,0011 <0,0001
H i 0,0001f 0,0008( <0,0001




120
|

80

Mannitol - kofeny (ma/g)
60
1

40

20
|

T T T T T
K KP B G H

Kategorie

Obr. 24 Srovndni obsahu mannitolu v kofenech sazenic borovice lesni v zdvislosti na pfitomnosti ponravy chrousta na
konci experimentu 2022

5.2.3 Zavislost obsahu cukri na pritomnosti ponravy

V ramci zkoumani dat o obsahu cukrli v ¢astech sazenice v zavislosti na pfitomnosti na
ponrave byly pouzity 3 kategorie a to kategorie, kde ponrava nebyla k sazenice vlozena (N),
ponrava byla nalezena na konci experimentu (A), ponrava byla k sazenici vlozena, ale nebyla

nalezena (D).

V ptipad€ sacharozy obsazené v jehlicich, byl nalezen rozdil mezi kategorii A a N

(Tab. 14).

Tabulka 14 Vicendsobné porovndni: Kruskal-Wallistv test — zdvislost sachardzy
v jehlicich sazenic borovice lesni na pritomnosti ponravy v experimentu v roce
2022

Zelené = statisticky vyznamny rozdil (p<0,05)
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Velmi silny trend byl zaznamenan také v ptipadé zavislosti sachar6zy v kofenech na

ptitomnosti ponravy (Tab. 15). Zde se prokazal byt rozdil mezi v§emi skupinami.

Tabulka 15 Vicendsobné porovndni: Kruskal-WallisGv test — zavislost sachardzy
v korfenech sazenic borovice lesni na pritomnosti ponravy v experimentu v roce
2022

Zelené = statisticky vyznamny rozdil (p<0,05)

A

<0,0001

Trehal6za v jehlicich sazenic se prokazala byt rozdilna v ptipadé kategorie A od N a D

od N (Tab. 16).

Tabulka 16 Vicendsobné porovndni: Kruskal-Wallisiyv test — zdvislost trehaldzy
v jehlicich sazenic borovice lesni na pritomnosti ponravy v experimentu v roce
2022

Zelené = statisticky vyznamny rozdil (p<0,05)

V kotenech se ukézal také byt statisticky vyznamny rozdil mezi vSemi kategoriemi

(Tab. 17). Piitomnost ponravy neprokazala mit statisticky vyznamny vliv na mnozstvi

Tabulka 17 Vicendsobné porovndni: Kruskal-WallisGv test — zdvislost trehaldzy
v korenech sazenic borovice lesni na pritomnosti ponravy v experimentu v roce
2022

Zelené = statisticky vyznamny rozdil (p<0,05)

A

<0,0001

mannitolu v jehlicich sazenic. Na koncentraci mannitolu v kofenech byl ale prokazan rozdil

mezi skupinami, a to mezi skupinou N a skupinami A i D (Tab. 18).

Tabulka 18 Vicendsobné porovnadni: Kruskal-Wallistyv test — zdvislost mannitolu
v korenech sazenic borovice lesni na pritomnosti ponravy v experimentu v roce
2022
Zelené = statisticky vyznamny rozdil (p<0,05)

A D

<0,0001| <0,0001
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6 Diskuse

6.1 Vitalita a fyzické vlastnosti sazenic

Vitalita sazenic byla kontrolovana kazdych 14 dni. K prvnim zménam zdravotniho stavu
sazenic zacalo dochazet prevazné az po 5. kontrole. Nejvétsi skokové zhorSeni stavu zhorSeni
stavu sazenic bylo ale pozorovano az béhem 3 poslednich kontrol. Lze proto piredpokladat, ze
mortalita by byla jesté vyssi, pokud by experiment trval delsi dobu. V¢tSina sazenic, které bud’
odumfely anebo na konci experimentu byl jejich stav vyhodnocen kategorii 3, pochazely
z kategorii obsahujici ponravu. Co se tyCe kategorii Ka H, pouze jedna sazenice byla
ohodnocena ¢islem 4. To by bylo pravdépodobné mozné pfisoudit pfirozené mortalité nebo
jinému poskozeni pii vysadbé. Neni, ale pochyb o tom, Ze ponravy maji pfimy negativni vliv
na vitalitu sazenic a zna¢né omezuji moznost jejich péstovani, jak uvadi Knizek & Liska, (2020)
ato i v poctech kdy je jedna ponrava na sazenici. To dokazuje i fakt, ze nejvitalnéjsi a nejlépe
rostouci sazenice byly ve variantaich bez ponravy. Kategorie G a B vykazovaly vyssi
procentualni mortalitu nez kategorie Ka H. V porovnani s kategorii KP ovSem zde byl
pozorovan znateln¢ vétsi podil rostlin v kategoriich 1 a 2. Proto Ize fict, Ze ob& formy ochrany

maji pozitivni vliv na vitalitu sazenic.

Z4dna z metod oseteni houbou B. bassiana oviem neprokazalo mit statisticky prikazny
vliv na zmény rozmért sazenic jako je zména hmotnosti, vySkovy pfirast a tloustkovy piirust.
Je vhodné¢ ale poznamenat, Ze v obou kategoriich, tedy B a G, byla zaznamenéna data s vétSim

rozptylem, ktera naznacovala jisty stupeni ochrany.

Pro zménu hmotnosti byla nalezena zna¢na podobnost mezi skupinami K a H a prikazny
rozdil od ostatnich kategorii. Je zfejmé, ze zména hmotnosti je dobrym ukazatelem stavu
dvouletych sazenic. Znalost této skute¢nosti, by mohla pomoci i pfi vyzkumech integrované
ochrany rostlin i proti jinym kofeny poskozujicim druhtim hmyzu. Zjevnou nevyhodou tohoto

ukazatele je nutnost vyjmuti rostliny z ptidy, coz miiZze mit pro rostlinu fatalni nasledky.

Dalsim dobrym ukazatelem, ktery ovSem na rozdil od méfeni zmény hmotnosti
nevyzaduje vyjmuti sazenice z pudy, se prokazal byt vyskovy pfiriist. V tomto pripadé mohl
byt pozorovan dokonce mirn€ vyssi ptirtst u skupiny H tedy sazenice oSetfené hydrogelem nez
Vv pfipad€ kontrolni skupiny. Tento rozdil, ovSem nebyl dostatecné signifikantni, aby bylo

mozno dojit k jednoznatnému zavéru. To je pravdépodobné zplisobeno vybérem druhu
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testované rostliny, protoze dle studie (Toméskova et al. 2020) piisobil hydrogel vyrazné
pozitivné spise pii pouziti v kombinaci s listnatymi druhy dfevin.

Tloustkovy pfirist se neprokazal byt vyraznym ukazatelem, coz mulze byt
pravdépodobné zpiisobeno nizkym vékem sazenic a kratkou dobou trvani experimentu.
Z téchto diavodii pak byly tloustkové pfirtisty minimalni a dostupnymi zpiisoby spolehlivé
nem¢fitelné. Opét zde byl ale pozorovan stejny trend jako u predchozich parametri a to, Ze
kontrolni skupina K a skupina s H vykazovaly nejvyssi pfirdst ze vSech. Tento pfirtist ovsem

nebyl tak vyrazny jako v ptipad¢ zmény hmotnosti nebo vyskovém piirastu.
6.2 Dopad pritomnosti ponravy na sazenice a jejich korenové systémy

Na konci experimentu bylo nalezeno celkem 29 Zivych ponrav ze 122 aplikovanych.
Vysoké mortalita nemohla byt pfimo potvrzena, z divodu nemoznosti nalézt ostatky mrtvych.
I pfes to lze predpokladat, ze v nékterych ptipadech byla ochrana sazenic nékterou
Z testovanych metod Gspé$nd. Tomu naznacuje i fakt, ze bylo nalezeno nejvice zivych ponrav
Vv kategorii KP, celkem bylo nalezeno 52 % zivych ponrav, kterd nebyla oSetiena Zadnou
houbou. Na rozdil od ostatnich kategorii s ponravou, tedy B a G, kde bylo nalezeno dohromady
pouze 16,5 % ze vSech ponrav. Navic byly zaznamenany i situace, kdy kategorie s pfitomnou
ponravou dosahla hmotnosti podobné jako sazenice z kontrolni kategorie. V téchto pfipadech
se muzeme tedy domnivat, ze ponrava byla zabita relativné brzy po za¢atku experimentu. Toto
tvrzeni ale nelze jednoznacné potvrdit, protoZze nebylo mozné fyzicky monitorovat, v jaky
moment byla ponrava zabita. Nutno podotknout, Ze mortalita v kontrolni neosetené kategorii
KP byla mirné¢ vyssi, nez jaka byla pozorovana Vv piipadé jiného experimentu testovani
biologického boje s ponravami rodu Melolontha v poloprovoznich podminkach kde mortalita
kontrolni skupiny dosahla pouze 45 % (Sukovata et al. 2015). Nicmén¢ faktor oSetieni sazenic
houbou B. bassiana se prokazal byt dtlezity v pfipadé fyzickych vlastnosti sazenice a podobné
jako pozorovali Lalik et al., (2021) u populace druhu H. abietis doslo k Gspésné redukci
dospélcti pomoci houby B. bassiana. Vyrazny rozdil v Géinnosti mezi nosi¢em porostlym
houbou a vyuzitim hydrogelu s konidiemi B. bassiana ale pozorovan nebyl. Ve srovnani zmény
hmotnosti skupin, kde byla ponrava Gspé$né nalezena a skupinou, kde nebyla nalezena, byl
spocitan rozdil stfedni hodnoty 4 g. Pfi primérné zméné hmotnosti 10,81 g v ramci sazenic
kategorii KP, B a G lze povazovat zminény rozdil za signifikantni. Podobny fenomén bylo
mozné pozorovat i v ptipad€ tloustkového ptirtistu. Rozdil mezi stfednimi hodnotami skupin

S nalezenou a nenalezenou ponravou ¢inil 0,15 cm. I pies to, Ze pomé&r mezi rozdilem kategorii
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a prumérnym tloustkovym pfirGistem, jez Cinil u sazenic ze zminénych kategorii 0,595 cm,
nebyl tak velky jako v u zmény hmotnosti, tento rozdil byl i pfes to statisticky prokazatelny.
Zavislost na tom, zda byla ponrava na konci experimentu nalezena ¢i nikoliv byla
objevena i v ptipad¢ kofenl sazenic. Velmi vyrazny rozdil bylo mozné pozorovat hlavné
Vv ptipad¢ celkové délky kotfenového systému. A to at’ uz v primérné délce tak v medianech.
Prokazatelny byl i vliv na celkovou plochu kofenového systému, byt jen siadoveé nizsi

vyznamnosti, nez tomu bylo u délky koteni.

Na zakladé téchto tidaju lze usuzovat, Ze aplikace B. bassiana je z hlediska ochrany pied
ponravou je, byt v omezené mife, benefitni pro kofenovy systém sazenic i pfes to, ze ponrava
neni ihned houbou zlikvidovana. Pro potvrzeni tohoto zavéru je ale potieba dalsi a detailné;jsi
studie, kterd by byla piimo zaméfena na danou problematiku.

Analyza plochy kotenil, které byly déleny dle jejich délky, naznacila potencionalni
preference ponravy. Na zdklad¢ kategorii se jednoznaéné nejvice liSily kofeny v rozmezi
0,5 cm az 1 cm. Prokazatelny rozdil v ptipadé¢ vyhodnoceni metodou projektované plochy
dokonce naprosto piesné kopiruje rozdéleni kategorii podle pfitomnosti ponravy, kdy plochy
kotenii kategorii K a H jsou statisticky naprosto shodné zaroven odlisné od kategorii KP, G a
B, jez jsou si shodné navzajem. Podobna data poskytla hodnoceni ,,surface area®, jez naznacila
podobny trend u kofent délky mezi 0,5 cm a 1 cm délky s vyjimkou kategorie u porovnani
kategorii G x Ka B X H. V ostatnich ptipadech nebyl podobny vysledek pozorovan pouze
misty, a to na hranici statistické signifikance. Dalo by se tedy pfedpokladat, ze 2. instar ponrav
druhu M. hippocastani preferuje primarné kofinky o délce mezi 0,5 cm a 1 cm. Tento vysledek
byl ale ocekavatelny, jelikoZ je zndmo, Ze ponravy preferuji rostliny s jemnéjSimi koteny

(Horber, 1961; Hauss & Schiitte, 1978).

6.3 Cukry

Sacharéza je tvorena diky fotosyntetické funkci rostliny v asimila¢nich organech (Lunn
a Furbank 1999). Jedna se o sacharid, skladajici se ze dvou ¢asti, molekuly glukozy a molekuly
fruktozy. Jeji funkce je primarné zasobni, respektive je vyuzivana rostlinou jako zdroj energie
a uhliku. Nejcastéji je rostlinou uchovavana v kofenech ¢i plodech (Lunn a MacRae 2003).
Jednou z jeji mnoha funkci je i signalni funkce, kdy pomaha udrZzovat homeostazu v reakci na
okolni vlivy prostiedi (Ciereszko et al. 2001). Vysledky této prace ukazaly vyrazné snizeni
mnozstvi sachardzy v kofenech, pokud byla pfitomna ponrava. Jelikoz, kofeny jsou oblast,

ktera je vysoce aktivni diky pfitomnosti meristému ve Spickach kotfinkii, vysoka koncentrace
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sacharozy je ocekavatelna. O tomto tvrzeni vypovidaji i ziskana data, kdy pfitomnost sachar6zy
byla vyrazn¢ vyssi v kofenech sazenic K a H. Jeden z diivodd nizsi koncentrace zasobniho
sacharidu v kofenech ostatnich kategorii je pravdépodobné pravé ptitomnost ponravy, jez se
primarné zamétfuje na mensi kofinky. V jejichZ Spi¢kach se koncentruje velké mnozstvi
sachardzy, kterd poskytuje energii délicim se buiikdm. Vyrazny pokles ¢i navyseni koncentrace
sachar6zy V jehlicich nebyl zaznamenan.

Disacharid trehal6za je jednim z cukrt, které jsou prevdzné zname pro jejich spojeni
s bunkami hub (Jorge et al. 1997). Obvykle se vyskytuje v bunkach, které se zrovna ned¢li,
nebo ve sporach. V pripadé rostlin se trehaldza vyskytuje nejéastéji v fasach (Lunn et al. 2014).
Za hlavni funkci trehalozy reakce na stres. Ve vyssich cévnatych rostlinach se vyskytuje ale
v niz$ich koncentracich, protoze jeji funkci prebiraji jiné cukry jako sacharoza. Data této prace
ukazuji, ze dle oc¢ekavani v jehlicich se nenachazela vysoké koncentrace trehal6zy. Jedinou
vyraznou vyjimkou byly sazenice kategorie H, ve kterych bylo detekovano vyrazné veétsi
mnozstvi trehaldozy nez v ptipad€ ostatnich kategorii. Tento jev neni mozné na zakladé
ziskanych dat vysvétlit. Pro vysvétleni této reakce sazenic na hydrogel je potieba dal§iho
vyzkumu. Trehal6za v kofenech jiz byla detekovana ve zvySeném mnozstvi. Co se tyce
kategorie KP, zde 1ze tuto reakci vysvétlit plisobenim ponravy jakoZzto stresového faktoru.
K podobnému zavéru by bylo mozné dojit 1 v piipad¢ kategorii B a G. V tomto ptipadé lze
ovSem piedpokladat, Ze mnozstvi trehalozy ovlivnila 1 pfitomnost a potencionalné uspésna
kolonizace houbou B. bassiana. Na zaklad¢ nizsi koncentrace disacharidu u sazenic kategorie
G lze predpokladat, Ze tento zplisob ochrany sazenice sniZuje stres rostliny zplsobeny

ponravou.

Mannitol je sacharid produkovany cévnatymi rostlinami z pravidla spolecné s jinymi
cukry jako je rafindza nebo sachardza (Stoop et al. 1996). Rostliny ji produkuji jako reakci na
abioticky stres jako napfiklad vysoké hodnoty salinity v okoli. Data této studie ukazuji, Ze
zvysSena koncentrace mannitolu oproti ostatnim kategoriim V jehlicich sazenic, byla sledovéana
pouze u kategorie KP a H. V piipadé kategorie KP lze potencionalné tento jev vysvétlit
pusobenim ponravy. Na druhou stranu nebyla nalezena fadna data o zvySené produkci
mannitolu rostlinami v reakci na ponravy ¢i jiné larvy. ZvySené mnozstvi tohoto cukru bylo
spiSe pozorovan pii napadeni rostliny fytopatogenni houbou, jelikoz jak houby, tak rostliny
tento sacharid vyuzivaji (Meena et al. 2015). O poznani vyssi koncentrace mannitolu byla
nalezena v kofenech. Vyvozovani zaveért na zaklad¢ predlozenych dat je velmi spekulativni.

Koncentrace mannitolu v ptipad¢ B. bassiana ptimo spojena s koncentraci trehalozy jako
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reakce na stres houby zplsobeny teplotou (Liu et al. 2009). Navic nekteré organismy jsou
schopny mannitol vyuzivat i pro tvorbu ATP (Stoop a Mooibroek 1998). Na zaklad¢ této
informace je tedy mozné, Ze sniZzena hodnota tohoto sacharidu v kofenech u kategorii KP, B a
G miize byt zplisobena pravée stresem piisobenym ponravou, respektive podobné jako v ptipadé
sachardzy zirem metabolicky aktivnich kofenovych S$pic¢ek. Pro potvrzeni tohoto vyroku by

byla potieba specializovana studie.

Jelikoz se dé& na zéklad¢ ziskanych dat fici, Ze v kofenech se obecné nachdzely zkoumané
sacharidy ve vétSich koncentracich, bylo ziejmé, Ze rozdil mezi tim, kdy ponrava ptitomna byla
¢1 nebyla bude prokazatelny. V piipadé cukrt v kofenech tomu tak skutecné ve vétsin€ piipadi
bylo. Jedina vyjimka byla nalezena v pfipad€ mannitolu v kofenech sazenic. Zde nebyl nalezen
prokazatelny rozdil mezi koncentraci sacharidu u sazenic, kde ponrava nalezena na konci
experimentu byla a mezi sazenicemi, kde nalezena nebyla. Na druhou data o sazenicich, ke
kterym ponrava pfidana nebyla vibec, se odliSuji od téch, u kterych ponrava piezila, s velmi
vysokym statistickym vyznamem. Co se jehlic tyce, nebyl nalezen vyrazny rozdil mezi tim kdy
ponrava prezila ¢i neptezila. Zde je vyjimkou trehaloza, jejiz koncentrace na pieziti ponravy
zalezela.

U B. bassiana jakozto endofytické houby byl pozorovan i vliv na rust u riznych rostlin
(Sanchez-Rodriguez et al. 2015; Lopez a Sword 2015; Jaber a Enkerli 2016; Shaalan et al.
2021). V nékterych ptipadech byl pozitivni naptiklad pii kolonizaci Gossypium hirsutum Linné,
Vicia faba Linné, nebo Cucumis sativus Linné. V jinych se dostavil negativni efekt (Sanchez-
Rodriguez et al. 2015). Podobny efekt jesté¢ nebyl zkouman v piipadé dievin. V ramci této
studie, ale nebyla pozorovana vyrazna zména v rustu oproti sazenicim, které nebyly B. bassiana
oSetfeny. Je mozné, Ze ptitomnost houby i na dfeviny mé né&jaké pozitivni Gi€inky, jak bylo diive
naznaceno daty o zméné hmotnosti. Na zéklad¢€ ziskanych idaji provedené¢ho experimentu se
da pouze spekulovat o efektu endofytické houby na P. sylvestris a to z nékolika dtvodd. 1) Do
experimentu nebyla zafazena kategorie, ktera by byla oSetfena B. bassiana a zaroven k ni
nebyla piidana ponrava M. hippocastani. Proto, pokud by se dostavil at’ uz pozitivni ¢i negativni
efekt na jakykoliv z métenych parametrQ, nelze vyloucit vyrazné zkresleni vysledka prave kvili
pfitomnosti larvy, ktera mohla potencionalni pfirtisty konzumovat. 2) Béhem analyzy dat
nebylo piimo zjistovano, zda byly sazenice viibec endofytem kolonizovany. Pfitomnost vyssi
koncentrace trehal6zy u kategorie B sice miiZze nepiimo naznacovat uspé$nou kolonizaci (Jorge

et al. 1997). Zaroven tomu ale odporuje fakt, ze u sazenic kategorie G byla koncentrace

Cvwr
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kolonizovany. Tento fakt je jeSt¢ umocnén tim, ze pfi experimentech, které se zamétuji na
pusobeni endofytli na rostliny byla vyuzita aplikace konidii houby pfimo na semena rostlin
s dal$im ovéfenim o UspéSnosti inokulace oSetfenych semen (Shaalan et al. 2021). V nami
provedeném experimentu bylo ale pouze vloZzeno médium hydrogelu s konidiemi ¢i v podobé
nosic¢e porostlého houbou pfimo pod kofeny jiz rostlych sazenic. V nékterych ptipadech
zminénych rostlin byla ale pozorovana zvysena odolnost proti $kiidcim naptiklad u C. sativus
a Cucumis melo Linné proti druhu msice Aphis gossypii (Shaalan et al. 2021; Gonzalez-Mas et
al. 2019). Pokud by byl podobny efekt objeven i v piipadé nékteré z lesnich dievin, které se
vyuzivaji pro hospodaiské ucely, mohlo by se jednat o uziteCny nastroj pro integrovanou
ochranu rostlin. Je ov§em nutno podotknout, Ze se objevily i pfipady, kdy kolonizace rostliny
(Vicia faba) nejen ze nezvysila rezistenci zkoumané rostliny pied A. gossypii, ale dokonce

v druh¢ generaci potencionalné zvysila jejich schopnost mnozeni (Jensen et al. 2019).
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[ Zavér
Efekt ptitomnosti houby B. bassiana na mortalitu ponrav chrousta madalového se
neprokazal byt tak vyrazny, aby bylo mozné ji vyuzivat jako plnohodnotnou ochranu rostliny

pied Skiidcem. Na druhou stranu se jevi vhodné jeji pouziti jako podplirného prostiedku

v kombinaci s dal§imi opatienimi, nebot’ redukuje mnozstvi ponrav v padé.

Aplikace vyuzitim hydrogelu jako nosi¢e spor se neprokazalo byt vyrazné lepsi ¢i
spolehlivéjsim zpisobem oproti pouziti kulového nosic¢e porostlého houbou a naopak. Hydrogel
jako takovy ovSem prokazal, ze diky nému muiZze sazenice benefitovat. Pro objeveni moznych
konkrétnich vyhod, které mize hydrogel v kombinaci se sporami B. bassiana pfinést, napiiklad

pii absenci ponravy, je potfeba provést dalsi vyzkum.

Ponravy maji vyrazny vliv na zdravotni stav sazenic. U kofenového systému jsou
ponravou druhého instaru nejohrozenégjsi kotinky v délce od 0,5 cm do 1 cm. Mezi druhem
oSetfeni nebyl zaznamenan vyznamny rozdil, ale jakékoliv forma ochrany se prokazala byt lepsi
nez varianta kontrolni, obsahujici ponravu. Tomu nasvédcuje i fakt, Ze u kontrolni varianty
S ponravou byla objevena prokazatelné vyssi koncentrace trehalozy, tedy cukru, ktery rostlina

produkuje Vv reakci na vyrazny stres.
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