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Abstrakt

Entomopatogenni houba Beauveria bassiana je polyfagni druh houby, ktery napada vice jak
700 druhi hostitelti. Tento druh houby patii mezi nejprozkoumang;jsi a nejb&znéji se vyskytujici
zastupce entomopatogennich hub. V zahranici je registrovana fada biopreparatti formulovanych
na bazi konidii nebo blastospor B. bassiana. Biopreparaty na bazi B. bassiana jsou vyuzivany
v ochran€ proti riznym S$kidcim polnich plodin, v ochran¢ rychlené zeleniny a okrasnych
kvétin i v ochrang lesnich porostl proti nékterym druhtim skiidcii. Bakalafské prace se zamétuje
na zakladni "in vitro" parametry vybranych kmeni entomopatogenni houby B. bassiana
z ruznych geografickych oblasti. Byl hodnocen vliv teploty na kli¢ivost spor vybranych kment
entomopatogenni houby B. bassiana. Dale byl porovnan rust a vyvoj kment houby B. bassiana
(radialni rist). Posledni ¢ast je zaméfena na porovnani vytéznosti spor kmenti entomopatogenni

houby B. bassiana na standardnim zivném médiu a pfirozeném substratu.

Klic¢ova slova: biologicka ochrana, entomopatogenni houby, Beauveria bassiana, produkce

spor, kultivace

Abstract

The entomopathogenic fungus Beauveria bassiana is a polyphagous species of fungus that
attacks more than 700 species of hosts. This species of fungus is one of the most researched and
most common representatives of entomopathogenic fungi. Many of bioproducts based on
conidia or blastospores of B. bassiana are registered around the world. These bioproducts are
used in biological control against various pests of field crops, fast-growing vegetables and
ornamental flowers and in forest stands against certain pest species. The bachelor thesis focuses
on the basic "in vitro™ parameters of selected strains of entomopathogenic fungus B. bassiana
from different geographical areas. The work focuses on the effect of temperature on the
germination of strains of the entomopathogenic fungus B. bassiana. Furthermore, the growth
and development of B. bassiana strains (radial growth) were compared. And the last part is
focused on the comparison of spore production of strains of entomopathogenic fungus B.

bassiana on standard nutrient medium and natural substrate.

Key words: biological control, entomopathogenic fungi, Beauveria bassiana, spore

production, cultivation
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1. UVOD

V soucasné dob¢ se stal trendem zdravy zivotni styl. WHO definuje zdravi jako stav
uplné télesné, duSevni a socialni pohody. Samotna definice zdravého Zivota zahrnuje rtizna
opatfeni, kroky a strategie co clovek voli, aby dosahl optimalniho zdravi. Zdravy Zivotni styl je
cenny pro snizeni vyskytu a dopadu zdravotnich problémd, regeneraci organismu, zvladani
zivotnich stresortii a zlepSeni kvality zivota. Jednim z vyznamnych krokt je zdravé stravovani.
Trendem ve stravovani se staly i tzv. bio potraviny. Ekologické zemédélstvi je zpiisob
hospodatenti, ktery klade zna¢ny diiraz na opatieni chranici ptidu a pfirodu, zajist'uje ohleduplné
zachazeni se zviraty a nepouziva syntetické pesticidy ani umeéla hnojiva. Pravé pesticidy mohou
vést k vyskytu rezidui G¢innych latek nejen v potravinach ale i v zivotnim prostiedi. Pesticidy
mohou mit fadu nezadoucich G¢inki. Primarné se jedna o toxické, karcinogenni, mutagenni a
teratogenni G¢inky. Mohou mit vliv i na hormonalni a imunitni systém ¢lovéka a reprodukci.

Tato prace se zaméfuje na prirozengjsi alternativy ochrany rostlin, které snizuji zavislost
na pesticidech. Bakalafsk4 prace se zaméfuje na vyuziti entomopatogennich hub konkrétné
druhu Beauveria bassiana. Entomopatogenni houby se pouZzivaji v biologické ochrang rostlin,
ktera je soucasti integrované ochrany rostlin. Zasady integrované ochrany rostlin jsou od 01.
01.2014 (Vyhlaska ¢. 205/2012 Sb.) povinné pro v§echny profesionalni uzivatele pripravki na
ochranu rostlin a maji za cil eliminovat zbytecné uzivani nebezpecnych pesticida.

Entomopatogenni houby jsou jiz dlouhou dobu zndmy jako ptvodci infekei u hmyzu,
ktery zptisobuje vyznamné $kody na kulturnich plodinach. Entomopatogenni houba Beauveria
bassiana ma Siroké hostitelské spektrum, a proto je Casto vyuzivana v biologické ochrané
rostlin. Nevyhodou pouziti téchto hub je zdvislost i€innosti na podminkach prostiedi, zvIaste
na teploté a relativni vzdusné vlhkosti. Tim se pouzitelnost omezuje pouze na urcité klimaticky
pfiznivé aredly a prostory jako jsou skleniky.

Cilem bakalatské prace je hodnotit a porovnat zakladni "in vitro" parametry vybranych
kmenti entomopatogenni houby B. bassiana z riznych geografickych oblasti. Prvni ¢ast prace
se zamé&fuje na vliv teploty na kli¢ivost vybranych kmend entomopatogenni houby B. bassiana.
Dal8i ¢ast na porovnani ristu a vyvoje s vyuZitim standardniho laboratorniho postupu
umoziujici parametrizaci vybranych kmend houby B. bassiana v oblasti "in vitro" (radialni
rust). Treti ¢ast bakalarské prace je zaméfena na porovnani vytéZznosti spor vybranych kmeni

entomopatogenni houby B. bassiana na standardnim zivném médiu a pfirozeném substratu.



2. LITERARNI PREHLED

2.1 Biologicka ochrana rostlin

Biologicka ochrana rostlin je definovédna jako vyuzivani zivych organismi k potlaceni
hustoty populace Skodlivych organismii nebo zamezeni ucinku specifického Skodlivého
organismu (hmyz, hmyzi vektor) (Eilenberg et al., 2001). Populace vSech zivych organismi
VvV pfirod¢ se ve stejné mife snizuji pomoci predator, parazitl, parazitoidi a riznych
mikroorganismi. Tento proces se nazyva pifirodni ochrana. Jsou-li $kiidci kontrolovani, jedna
se 0 biologickou ochranu (Hajek 2004). Kazdy skidce ma svého pfirozeného nepfitele

(parazitoidi, predatofi, mikroorganismy).

2.1.1 Predatori

Predatofti jsou makroorganismy, ktefi dokazi zabijet a pojidat hmyz. Predatofi jsou na
rozdil od parazitoidd vétsi nez jejich obét” a lovi pfedevsim v noci. Na hostitele jsou predatoti
vazani pouze potravné. Mladi predatoti vyuzivaji ziviny z obéti pro sviij rist, zatimco dospéli
jedinci vyuzivaji obét pro udrzovani se v dobré kondici a pro reprodukci. Pro vyuziti predatort
Vv péstitelském systému rostlin jsou nezbytné znalosti o taxonomii a biologii jak predatort, tak
hostitel (van Driesche et al., 2008). Mezi predatory patii nejen hmyz (dravé plostice,
zlatoocka, slunécka) ale i dravi roztoci napf. Typhlodromus pyri, Phytoseiulus persimilis a
Amblyseius californicus proti sviluskam, Amblyseius cucumeris a A. degenerans proti
ttasnénkam (Hajek 2004).

2.1.2 Parazitoidi

YV W

Parazitoidi jsou nejbéznéjSimi typy ptirozenych neptatel hmyzich Sktdct (Hall, Ehler
1979; Greathead 1986). Na rozdil od pravych parazitii, parazitoidi hostitele zabijeji a dokoncuji
svij vyvoj pouze na tomto hostiteli (Greathead 1986, Godfray 1994). Parazitoidi jsou tedy na
svého hostitele vazani nejen potravng, ale 1 svym vyvojem. Vyznamné jsou fady blanokitidlych
(Hymenoptera) a dvoukiidlych (Diptera). Parazitoidi zahrnuji nejméné 36 rodi celedi

blanoktidlych (Hymenoptera), ale rody se mezi sebou vyznamné lisi ve velikosti a svym
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spektrem potenciondlnich hostiteld. DalSimi vyznamnymi celedémi, které se vyuzivaji
Vv biologické ochrané rostlin, jsou chalcidky (Chalcidoidea) a lumci (Inchneumonoidea).
Parazitoidi jsou uzivani primarné pro regulaci Skiideti naptiklad msic, motylti a molic, kde jsou

ucinnéjsi nez piirozeni predatofi (van Driesche et al., 2008).

2.1.3 Mikroorganismy

Jako mikroorganismy jsou ozna¢ovany organismy, které¢ jsou dobfe viditelné pouze pod
mikroskopem a patii spolu s ¢lenovci k nejvyznamnéjSim hubitelim Skadct. Nekteré druhy
mikroorganismt jsou schopny vyvolat hromadné ndkazy Skiidcti doprovdzené zhroucenim
jejich populaci, a proto se jiz po mnoho let uplatituji pii biologickém boji proti nim (Ticha
2001). Mezi mikroorganismy, které dokazi eliminovat populace Skadcd, zafazujeme

entomopatogenni viry, houby, bakterie, hlistice a mikrosporidie.

Ptirozeni nepratelé mohou eliminovat populaci Skiidct takovym zplisobem, ze muze
dojit i ke snizeni pouzivani pesticidl. Biologickd ochrana je povazovana za nejjednodussi a
nejméné ndkladnou metodu bez piiznakid poskozeni a zneciSténi ptfirodniho ekosystému
(Wiliams 2010).

Cilem biologické ochrany rostlin neni kompletni eliminace cilovych druhti. Je zde snaha
o redukci populaci pod ekonomicky prah Skodlivosti. Existuji Etyfi strategie pro biologickou

ochranu:

Klasicka biologickd metoda
Inundativni metoda

Inokula¢ni metoda

M W

Konzervace a podpora ptirozenych neptatel

Klasicka biologicka metoda je zdmérna introdukce exotického bioagens se synchronnim
vyvojovym cyklem sktidce. Cilem je trvalé udrzeni exotického bioagens v daném biotopu a
dlouhotrvajici kontrola cilového skidce (Eilenberg et al., 2001).

Pfi inundativni strategii je vypousténo velké mnoZstvi pfirozenych nepiatel do
jednoletych plodin. Strategie je urena proti jednogenera¢nim Skiidcim zpiisobujicich Skody na

polnich plodinach. Piikladem je vypousténi parazitické vosicky Trichogramma evanescens do
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populace zavijeCe kukufi¢ného. Pfirozeni nepiatelé se vypoustéji jednorazové maximalné
dvakrat béhem sezony, po vyhubeni Sktidce sami zahynou (Helyer et al., 2014).

Pti inokulativni metodé je vypousténo velké mnozstvi pfirozenych neptatel, k prekryti
populaci Skodlivych ¢initeltl v fizenych podminkach, tj. sklenikli. V ramci sezonn¢ inokulativni
strategie se vyuzivaji napf. vosicka Encarsia formosa, dravy rozto¢ Phytoseiulus persimilis,
entomopatogenni bakterie Bacillus thuringiensis, entomopatogenni houba Beauveria bassiana
a spousta dalSich jinych makroorganismt nebo mikroorganismt (Landa 2002; van Driesche,
Heinz 2004).

Posledni strategii je Konzervace a podpora pfirozenych neptatel Skodlivych Ciniteld.
Mechanismus spociva ve zvysSeni pocetnosti piirozenych neptatel v obdobi pocatku vyvoje
populaci sktidcti. Pocetnost se ovliviiuje naptiklad vytvofenim vhodnych mist pro pfezimovani
ptirozenych nepfiatel. Pozitivn€ se projevilo udrzovani vétsi diverzity kvetoucich rostlin jejich
vysévanim na okrajich poli, pfipadn€ vynechanim herbicidniho zasahu v téchto mistech (Hon¢k
et al., 2008).

V lesnictvi je vyuzivdna pouze klasickd a inundativni strategie biologické ochrany
rostlin. Mezi pozadavky pro dosazeni uspésnosti biologické ochrany rostlin patii vysoka
ucinnost a nizké naklady. Péstiteli je obecné preferovana augmentativni biologicka ochrana
rostlin (inundativni a inokulativni strategie) pted pouzitim pesticidi. A to v ptipadé, pokud
ptirozeni nepiatelé reguluji cilové Skiidce v tolerovatelné mife. Aby byla biologick4 ochrana
rostlin vyuZivana, musi byt srovnatelnd 1 s jinymi metodami ochrany proti Skiidcim a byt

ekonomicky vyhodna (van Driesche et al., 2008).

2.2 Historie mikrobialnich insekticidu

Studium onemocnéni vyvolané mikroorganismy na hmyzu zacalo v 19. stoleti (Kirby,
Spence 1815). Studium se zaméfovalo na ochranu komer¢nich druhtt hmyzu napt. naptiklad
bource morusového (B. mori L.). Agostino bassi byl prvnim kdo prokazal experimentalné
pfirozené onemocnéni na hmyzu v roce 1835, kdy studoval onemocnéni zptisobené tzv. bilou
muskardinou (Beauveria bassiana) na bourci morusovém. Dal§imi experimenty na bourci
morusovém se zabyval Louis Pasteur ve Francii mezi roky 1865-1870.

Prvni podnéty vyuziti mikroorganismli ve formé mikrobialnich insekticidi byly
navrzeny Agostinem Bassim v roce 1836. Navrhl, ze by se rozkladajici té€lo nakazeného hmyzu

mohlo smichat s vodou a nasledné rozprasit na listy a ti€elné zabit vybrany hmyz.
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Tento koncept vyuzil pii polnich pokusech v roce 1884 Elie Metchnikoff, ktery
vyprodukoval konide houby Metarhizium anisolpliae (Metchnikoff) Sorokin a aplikoval je pii
polnich testech proti larvam ryhonosce fepného (Cleonus punctiventris). Mortalita byla
v rozmezi od 55 do 80 % (van Driesche et al., 2008).

2.3 Entomopatogenni houby

Houby jsou z hlediska morfologie jednobunééné organismy nebo organismy rozvétvené
tzv. filamenta, kdy hyfy formuji mycelium. Mohou se rozmnoZzovat pohlavné, nepohlavné nebo
vyuzivaji obé moznosti rozmnozovani (Kalina, Vana 2005).

Houbové organismy jsou fylogeneticky rozliSené do dvou {iSi a to Chromista
(Straminipila) a Eumycota (pravé houby). Chromista zahrnuji patogeny hmyzu ve skupiné
znamé jako Oomycota (Lagenidium). Eumycota zahrnuji patogeny hmyzu z oddéleni
Zygomycota, (Entomopthora, Entomomorphaga, Neozygites) a Ascomycota (Cordyceps a
Deuteromycota napt. Beauveria, Metarhizium, Lecanilicium) (Inglis et al., 2001).

Do tiSe hub se zafazuji i tzv. entomopatogenni houby, které jsou asociované s hmyzem.
Je zndmo vice nez 750 druhti téchto hub, které mohou pisobit jako obligatni ¢i fakultativni
puvodci onemocnéni na riznych druzich hmyzu. Entomopatogenni houby mohou mit uzky
nebo Siroky hostitelsky okruh a mezi nejbéznéjsi hostitele patii ¢lenovci (arthropoda). Nicméné
hostitelské spektrum zavisi na konkrétnim druhu houby. Napiiklad Aschersonia aleyrodis se
specializuje pouze na molice, Nomuraea rileyi na motyli ¢eledi muroviti (Noctuidae). Druhy B.
bassiana, M. anisopliae a Isaria fumosorosea patfi mezi houby se Sirokym hostitelskym
okruhem (Inglis et al., 2001).

Ve srovnani s dalSimi entomopatogennimi mikroorganismy maji houby vysoky
potencial, protoZze mohou aktivné pronikat do hmyzu a zplisobovat tak jejich onemocnéni.
Hostitele mohou infikovat v rizném vyvojovém stadiu a v ptirodé vyvolavat epizootie (Landa
1994). Mohou byt pouZity jako alternativa k ochrané chemické, vyhodou je jejich Setrnost
k Zivotnimu prostiedi, necilovym organismim a lidskému zdravi. Hostitel mtize byt infikovan
pfimou aplikaci ve formé& biopreparatii nebo tzv. horizontalnim pienosem z infikovaného
hmyzu (Vega et al., 2012). Entomopatogenni houby se spole¢né¢ s entomopatogennimi
nematody a protozoi vyuzivaji v biologické ochrané napft. brukvovitych rostlin (Brassiacacae)
za ucelem boje proti Skudctim (Hokkanen et al., 2003).

Obecné jsou zemedélské pudy chudsi na vyskyt entomopatogennich hub v porovnani
s neobd¢lavanymi pidami, ale vyskytuji se i zde (Véanninen et al., 1989; Zec-Vojinovic et al.,
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2006). Veliky potencial v biologické ochrané rostlin maji dva druhy entomopatogennich hub
B. bassiana a M. anisopliae. Hokkanen (1993) ve své studii zvefejnil vysoky potencial B.
bassiana proti piezimujicim dospélciim blyskacka fepkového (Meligethes aeneus), kdy byl
vyznamn¢ snizen stav populace téchto skudcii. Dalsi studie se zaméfila na vyznamné sktidce
diepCika olejkového (Psylliodes chrysocephala) a krytonosce fepkového (Ceutorhynchus
assimilis), kdy byla do pole ¢inského zeli aplikovana houba M. anisopliae ve form¢ aerosolu a
zpusobila vysokou tmrtnost obou Skiidcti (Hokkanen et al., 1993; Viénninen et al., 2000).
Nekteré studie se zamétfovaly 1 na necilové organismy a bylo objeveno, ze nektefi parazitoidi
mohou byt k entomopatogennim houbam také citlivi (Husberg, Hokkanen 2001).

Nékteré druhy entomopatogennich hub jako M. anisopliae a B. bassiana mohou
kolonizovat také oblast rhizosféry rostlin a plsobit jako endofyti. Takto poskytuji rostling
systematickou ochranu proti $kiidcim, a navic jsou s rostlinou v symbidze. Diky témto
jedine¢nym vlastnostem jsou entomopatogenni houby uzite¢né pro potlaceni skrytého hmyzu,
u kterého se zivotni cyklus vyskytuje v rostlinnych tkanich, coz ¢ini sktidce neptistupnym pro
oSetfeni pifimym kontaktem (Quesada-Moraga et al., 2006). Je snaha tohoto systému vyuzivat
napt. v biologické boji proti palmovym Skidcim Rhynchophorus ferrugineus a Paysandisia
archon. Ogsetfeni témito houbami bylo zacileno proti dospélcim, jelikoz larvy se vyskytuji
uvnitt kmene palem (Ortega-Garcia et al., 2017).

Entomopatogenni houby mohou byt piendseny do prostiedi i uziteénym hmyzem bez
negativnich dopadl.. Napf. v€elami a ¢meldky. VEely maji télo pokryté vétvenymi chloupky,
které jsou uzptsobené pro zachyceni a pfenaseni pylovych zrn z kvétiny do tlu. Tyto chloupky
mohou také slouzit k pfenosu spor bakterii a hub. Cmeldk Bombus impatiens byl vyuzit ve
skleniku pro pfeneseni spor entomopatogenni houby B. bassiana na sladkou papriku proti
klopusce Lygus lineolaris a tfasnénce Frankliniella occidentalis (Al-mazra’awi et al., 2006).
Véely byly vyuzivany k §iteni houby M. anisopliae pfii procesu opyleni kvétu fepky olejky
k infikovani diepc¢ikt, krytonosce zelného a blyskacka fepkového (Butt et al., 1998).

Entomopatogenni houby mohou byt v biologické a integrované ochrané rostlin pouzity
jako alternativa k ochrané chemické, ale insekticidy jsou stale potfebné pro potlaceni rychle se
rozvijejici populace Sktidcl, které nelze regulovat ani eliminovat cilené¢ houbami. Fungicidy,
které se vyuzivaji pfi regulaci onemocnéni rostlin, mohou mit negativni vliv na G¢innost
entomopatogennich hub. Herbicidy a rostlinné regulatory rtstu jsou také extenzivné vyuzivané
ve vetsing agroekosystémi a jejich kompatibilita s houbami je stale nejasnd. Pesticidy mohou
mit negativni vliv na klieni a rozvoj entomopatogennich hub, proto je testovani kompatibility

pesticidi a t€chto hub stale predmétem vyzkumu (Vanninen, Hokkanen 1988).
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2.4 Vyznamny rod entomopatogenni houby Beauveria spp.

Prvni zminka o entomopatogenni houb¢ B. bassiana pochazi jiz z roku 1835. Jako prvni
prokazal houbovou ndkazu na hmyzu Agostino Bassi di Lodi z Italie (teorie onemocnéni
zarode¢nych linii). Nakazu zpusobenou B. bassiana objevil u bource morusového (Bombyx
mori) a zacal ji nazyvat bila muskardina. Poté nasledovaly dalsi experimenty s B. bassiana.
Nasledné byla houba B. bassiana prostudovana a popsana slavnym italskym naturalistou
Giuseppe Gabriel Balsamo-Crivelli v roce 1835, ktery ji dal jméno Botrytis bassiana na pocest
Agostina Bassiho (Steihaus 1949; Miiller-Kogler 1965; Rehner 2005). VétSina obsahlych studii
o0 rodu Beauveria jsou piesné popsany véetné morfologickych vlastnosti v pracich Steinhaus
(1949), MacLeod (1954) a De Hoog (1972).

Od prvniho popsani a charakteristiky rodu Beauveria, se dva vyznamné druhy B.
bassiana a B. brongniartii zacaly vyuzivat v biologické ochran¢ rostlin. Ve studii Steinhause
(1949) byly shrnuty: infekéni proces, vyvojovy a zivotni cyklus a praktické vyuziti B. bassiana
proti hmyzim $ktidcim. Prace byla zaméfena zejména proti zavijeci kukuticnému (Ostritinia
nubilalis Pyrausta) a obaleci jableénému (Carpocapsa pomonella). Ve studii je zminéno i
praktické vyuziti B. bassiana (dtive Beauveria globulifera) proti Blissus leucopterus.

Miiller-Kogler shrnul ve své studii v roce 1965 dalsi informace o vyuziti houby rodu
Beauveria. Entomopatogenni houba B. bassiana se vyuzivala v ramci biologické ochrany
rostlin v zemédélstvi, lesnictvi, sadech a sklenicich v tropickych oblastech proti 28 druhtim a
¢eledim hmyzich skidci. Houba B. brongniartii byla aplikovana zejména proti chroustim
(Melolontha spp.) a proti brouku Epilachna vigintioctomaculata.

V roce 1981 publikoval Ferron ve své praci vyuZiti entomopatogennich hub rodu
Beauveria a Metarhizium proti $kodlivym organismiim. Ve stejném obdobi je jiz vyuZzivan
mykoinsekticidni produkt Boverin, ktery byl na bazi B. bassiana. Boverin se hojné vyuzival
v Sovétském Svazu, zejména proti mandelince bramborové (Leptinotarsa decemlineata) a
obaleci jableénému (Cydia pomonella) (Butt et al., 2001; Wraight et al., 2001; Copping 2004;
Kabaluk, Gazdik 2005; Zimmermann 2007).

B. bassiana se vyznacuje bilymi, pozd¢ji nazloutlymi nebo pfileZitostné nacervenalymi
koloniemi. Na vzdu$ném myceliu se formuji hroznovit¢ uspofadané konidiofory. Na
konidioforech se tvofi konidiogenni buiiky, které maji kulovitou az banikovitou bazalni ¢ast a
dlouhou apikalni ¢ast (rachis), Casto zubovit¢ (zig-zag) formovanou. Na kazdém zubu se vytvari

jedna jednobunééna konidie. Konidie jsou hyalinni, kulovité az elipsoidni, zpravidla 2-3x2-2,5
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um velké. Shluky konidiofori s konidiemi wvytvaii shluky, které vypadaji na plné

vysporulované kultufe jako bavinéné micky (Humber 1997; Zimmermann 2007).

2.5 Vyvojovy cyklus entomopatogennich hub

Vyvojovy cyklus entomopatogennich hub se skladd z parazitického a saprotrofniho
zpisobu zivota a ma nckolik fazi. Patfi sem uchyceni virulentnich konidii na povrch téla
hostitele, kli¢eni, penetrace, proces rozpoznavani, ktery vyust'uje v piijeti patogena a navazani
parazitického vztahu mezi hostitelem a patogenem, mnozeni v hostiteli, usmrceni a tvorba
novych infekénich struktur (Kadela 1989).

Infekce zacina obvykle pfichycenim konidie nebo jiného infekéniho stadia na kutikulu
hostitele. Houby mohou proniknout do hostitele i Gstnim a pohlavnim otvorem (napf.
Culicinomyces) nebo riiznymi poranénimi, ale nejéastéji houby pronikaji pies kutikulu. Teplota
90 % bez volnych molekul vody, jsou ¢asto vyzadovany pro konidialni kli¢ivost a produkci
konidii (Inglis et al., 2001; Landa 2002).

Adheze neboli pfilnuti konidii na povrch téla hostitele je Casto zvySena slizovitou
hmotou. Na povrch hostitele se infek¢ni partikule dostanou napt. vétrem, destém, zviraty a
Vv ptipad¢ biopreparat piimou aplikaci k cilovému mistu. Pfichyceni konidii ke kutikule hmyzu
bunééné stény (Boucias et al., 1991). Po pfichyceni houby na povrch hostitele se iniciuje kli¢eni
a nasleduje proliferace skrz kutikulu hmyzu pomoci ruznych struktur (hyfy, appressorium).
Fyzické a chemické vlastnosti hmyzi kutikuly ovliviiuji samotny infekéni proces. Dospély
jedinec méa pevnou kutikulu, kterd ptedstavuje bariéru pro vniknuti houby v porovnani
s hmyzem, u kterého se kutikula postupné formuje a je vice citlivy k infekci (van Driesche et
al., 2008). Proniknuti hyfy (prodlouzeného klicku) do hostitele podporuji enzymy, které
narusuji kutikulu ptipadné mechanické ¢i fyzikalni sily.

Po vniknuti do hostitele se houba rychle mnozi. V hemolymf¢ se zacinaji vytvaret tzv.
blastospory (utvary podobné kvasinkdm). Protoplasty blastospor napoméhaji k prekonani
hostitelskych obrannych mechanismi, protoze nejsou rozpoznavany imunitnim systémem.
Blastospory mohou produkovat toxiny, které napoméhaji potlacit imunitni reakci. Nasleduje
smrt hostitele a dale houba proriista na jeho povrch (Hajek, St. Leger 1994). Usmrcenim

hostitele houba déle zije saprofyticky na mrtvém téle a rozriistd se rozsdhle do mycelia.
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Konidiofory za vhodnych podminek vlhkosti a teploty produkuji konidie. Konidie se dale Sifi
do prostiedi a cyklus se opakuje (Inglis et al., 2001).

Ukazka parazitické faze vyvojového cyklu entomopatogennich hub (Sandhu et al. 2012)
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2.6 Izolace entomopatogennich hub

Pro izolaci entomopatogennich hub se pouzivaji dvé metody, a to metoda vyuzivajici
selektivni média a metoda vyuZivajici Zivé navnady. Pro ptiklad se vyuZivaji larvy zavijece
voskového (Galleria mellonella), potemnika mouéného (Tenebrio molitor) a larvy kvétilek
rodu Delia. Tato metoda mtize byt vyuzita k vyhledavani hub pfedem ¢aste¢né ptizpisobenych
na pudni podminky (horko, chlad, sucho, vlhko) (Zimmermann 2007; Driesche et al., 2008).
Zakladem selektivniho média mohou byt rizné Zivné pidy, které jsou obohaceny o selektivni
slozky jako je fungicidni u¢inna latka dodine (N-dodecylquanidine monoacetate) a antibiotika

jako je cykloheximid, chloramfenikol, streptomycin a tetracyklin (Chase et al., 1986).
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2.7 Produkce entomopatogennich hub

Nekteré druhy hub véetné entomopatogennich jsou schopny riist na umélém zivném
médiu. Konidie entomopatogennich hub se produkuji na pevnych nebo tekutych médiich,
popiipad¢ pomoci piirozenych substrata jako jsou napf. ryze, ovesné vlocky, kroupy, otruby a
jiné (Landa 2002). Konidie se z pfirozenych substratii nasledné¢ vymyvaji pomoci destilované
vody. Kultiva¢ni média se mohou skladat ze zakladnich Zivin dusiku a uhliku, dale proteint,
vitaminl, minerall, soli a antibiotik. Pfesny obsah slozek zavisi na konkrétnim inokulovaném
mikroorganismu. Produkce hub na pevném agarizovaném médiu je ekonomicky nevyhodna a
neni zde potencial pro automatizaci. McCoy et al., (1980), ve své praci uvedl, Ze tento problém
by se mohl fesit tak, ze se v kapalné kultuie vyprodukuje velké mnozstvi mycelia houby a poté
se mycelium pfemisti na pevné médium, kde dochézi k rastu.

Pro dosazeni efektivni regulace cilového hostitele je pozadovana koncentrace 10° az 10°
konidii na cm? na listové plochy nebo stejném mnozstvi konidii obsazenych v piidnim roztoku
v cm®. Na 1 hektar je spotieba 10 az 15 kg piirozenych substrat (Federici 2007).

Blastospory jsou produkovany v tekutych médiich pomoci submerzni kultivace, ktera
simuluje prostfedi hemolymfy hmyzu. Nékteré druhy entomopatogennich hub Ize kultivovat
v submerznich tekutych kulturach naptiklad B. bassiana a Hirsutella thompsonii (van
Winkelhoff, McCoy 1984). Alternativni metoda pro komercni produkci entomopatogennich
hub zahrnuje mycelilalni fragmenty nebo blastospory, které mohou byt snadno produkovany
v tekuté kultuie. Tento postup byl objeven u houby H. thompsonii a byl patentovan. Mycelialni
fragmenty byly produkovany v submerznich kulturach a poté vysuSeny a zamraZeny (McCabe,
Soper 1985; McCoy et al., 1975). Pro entomopatogenni houbu Isaria fumosorosea (diive
Paecilomyces fumosoroseus) byl vytvoien produk¢ni systém, ktery zahrnuje tvorbu blastospor
pomoci submerzni kultivace. Tento produkéni systém ma fadu pfiznivych vlastnosti
zahrnujicich kratkou dobu kultivovani a vysoky vytéZek blastospor, které jsou Zivotaschopné a
infekéni i po procesu vysuseni (Jackson et al., 2003).

U hromadnych produkci entomopatogennich hub miize ¢asem dochazet ke kontaminaci,
zhorSeni produkénich parametrii nebo ke ztraté virulence. Tyto tfi parametry musi byt pro
uspésné pouzivani biopreparatl stalé. Virulence miize byt méfena pomoci biotestu
aplikovaného na daného hostitele, kde je k porovnani pfipraven standardni kmen houby. Bylo
doloZeno, Ze kmeny entomopatogennich hub mohou po opakovanych subkultivaci na umélém
médiu ztracet virulenci. Napf. opakovana inokulace houby N. riley pfi subkultivaci zptsobila

ztratu virulence k larvam Anticarsia gemmatallis. Virulence byla ztracena pfi mycelidlnim
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pienosu v 80. pasazi. Ztrata ¢i sniZzeni virulence byla zjiSténa pti opakovanych subkultivaci pies

umélé médium i u dalSich druhti entomopatogennich hub (Morrow et al., 1989).

2.8 Biopreparaty na bazi entomopatogennich hub

Bateman (1993) pojednaval ve své studii o technologickych faktorech ovliviiujici vyvoj
mykopesticidi. Houbové konidie potiebuji pfijit do kontaktu s povrchem hostitele, aby byl
zahajen infek¢ni proces. Konidialni adhezi na povrch hostitele napomahaji konididlni
,»prisavky* neboli apresorium. V biopesticidech se bézné vyuzivaji tenzidy, které redukuji
elektrostatické pole na povrchu téla hostitele zptsobujici shlukovani mikroc¢astic biopesticidu.
Nicméné tenzidy mohou snizovat pfilnavost a Zivotaschopnost konidii, a proto se musi
kontrolovat kompatibilita s houbami.

Biopreparaty mohou byt v granulované nebo praskové formé. Granulovana forma napf.
vegetativnich bun¢k B. bassiana byla efektivni proti murovitému hmyzu (Noctuidae), ktery
obvykle shani potravu na povrchu ptudy (Storey, Gardner 1989). Praskova forma se vyuziva
k planované aplikaci na listy poskozenymi hmyzem. Muze se pouzit i forma smacitelného
prasku, protoze bylo zjisténo, ze nékteré druhy hub velmi rychle kli¢i ve vodé (Driesche et al.,
2008). Do nékterych biopreparatl je priddvana mimo jiné také olejnata slozka, ktera poskytuje
¢aste¢nou ochranu proti degradaci ultrafialovym zatenim (Moore et al., 1993). Malsam et al.,
(2002) zjistil, ze houba M. anisopliae je v kombinaci s oleji vice ti¢inna proti molici sklenikové
(Trialeurodes vaporariorum). Piilnavost konidii M. anisopliae se na povrch téla hmyzu vyrazné
zlepsila. Umrtnost hmyzu byla po pfidani oleje mezi 94-98 % v porovnani s variantou bez oleje,
kde byla mortalita pouze 25-30 %.

Velmi dobré vysledky v polnich pokusech méla entomopatogenni houba M. anisopliae
var. Acridum, ktera je soucasti biopreparatu Green Muscle®, ktery byl vyvinut v ramci
vyzkumného programu LUBILOSA. Aktivni sloZka biopreparatu napada specificky pouze
kobylky (Acridoidea, Pyrgomorphoidea), sarancata a cikady. Je Siroce uplatiiovan v Africe a za
ptiznivych podminek zpuisobuje az lokalni epidemie kobylek (Douthwaite et al., 2001).

Provadéni osetfeni na velkych plochach poli je velice nakladné (Feng et al., 1994).
Pouziti biopreparatii na bazi hub je praktické pro plodiny s vysokou produkéni hodnotou napt.
vinna réva v Kalifornii pro regulaci Homalodisca coagulata (Federici 2007). Pouziti hub do
nizkoproduk¢nich plodin je nepravdépodobné kvili pozadovanym vysokym aplika¢nim
davkam na hektar (Federici 1999). Sou€asna kapacita komeréniho systému produkce neni
adekvatni pro oSetfeni porostll o plochach vétsich nez 20 000 hektart za tyden, coZ by bylo
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optimalni pro regulaci §kiidct polnich plodin. Entomopatogenni houby jsou zavislé predevsim
na teploté prostiedi, relativni vzdusné vlhkosti, slune¢nému a UV zateni (Inglis et al., 2001).
Pokud nejsou splnény optimalni podminky, G¢innost hub je nedostacujici. Antwi et al., (2007)
testoval komer¢ni produkt obsahujici B. bassiana proti diepciktiim Phyllotreta ssp. Poskozeni
oSetiené¢ho porostu houbou bylo srovnatelné s kontrolnim neoSetfenym porostem. Diepcici jsou
Casto problémem be&hem teplého a suchého pocasi a tyto podminky nejsou pro infekei houbou
vhodné. Nicméné B. bassiana mize infikovat larvalni stadium a redukovat pocet larev ¢i
dospélct objevujicich se v pozdnim Iét¢ a tim dojde k navySeni mortality piezimujicich
dospélci.

Najit vhodny druh a kmen houby, ktery bude mit vysokou uc¢innost proti danému hmyzu,
neni jednoduchy kol (Vénninen et al., 1989). Problematika entomopatogennich hub je natolik
narocna, ze je stale malo zdznami jejich vyuzivani od péstiteld, a to predevsim kvili vysokym
nakladim na hektar a slabou ucinnosti v dob¢é neptiznivych podminek prostiedi.
Mykoinsekticidy maji pfimou konkurenci s komeréné zavedenymi pesticidy. Ptirodni
biopreparaty jsou zavislé na mnoha faktorech, kdezto bézné pesticidy ptisobi ihned po aplikaci.
A to je hlavni nevyhoda biologickych pesticidi. I pfes intenzivni vyzkum entomopatogennich
hub bylo registrovano jen par druhti téchto hub, které se vyuzivaji v biologické ochrané rostlin.
Mezi vybrané registrované druhy patii B. bassiana, B. brongniartii, M. anisopliae,
Lecanicillium muscarium a I. fumosorosea (de Faria, Wraight 2007).

Praktickd aplikace entomopatogennich hub je v klasické a inundativni strategii
biologické ochrany rostlin stale zavisla na laboratornim vyzkumu. Laboratorni testy se zabyvaji
ziskanim vysoce virulentniho kmene houby, zjis§ténim optimalni davky inokula a nasledné& jsou
na houby pusobeny biotické a abiotické faktory prostiedi. Vysledky laboratornich testd se
mohou Vv porovnani s polni aplikaci lisit. AvSak poskytuji hodnotné informace ohledné aktivity
entomopatogennich hub a jejich potenciondlnim charakterem v biologické ochrané proti mnoha
nebezpecnym sktdcim rostlin (Markova 2000; Augustyniuk-Kram 2010).

Forma skladovani biopreparati na bazi entomopatogennich hub se 1i8i v zavislosti na
druhu a infekénim stavu patogena. Konidie druhu B. bassiana jsou stabilni a mohou byt
skladované pfti pokojové teploté. Blastospory Lecanillicium muscarium musi byt skladovany

Vv suchu a chladu a jsou i po n€kolik mésict Zivotaschopné (Bartlett, Jaronski 1988).
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2.9 Bezpecnost entomopatogennich hub

VétSina hub, které jsou soucasti komercnich biopreparatii, nevykazuji zadné negativni
ucinky proti necilovym organismim a clovéku. Je mnoho studii, které¢ testovali
entomopatogenni houby na mysich, potkanech, kralicich nebo morcatech a zadné vedlejsi
efekty nebyly prokazany (McCoy, Heimpel 1980; Brunner-Mendoza et al., 2017).

Nekteré druhy hub vSak mohou zplisobovat alergické reakce nebo byt oportunnim
patogenem u lidi a u savci. Druhy vyvolavajici patogenitu, patii do rodu Conidiobolus
(Entomophthora coronata) z ¢eledi Enthomophtorales a tyto druhy mohou u citlivych jedinca
vyvolat zavazné chronické znetvoreni obli¢eje (Sue et al., 1992). Nékteré druhy hub produkuji
tzv. sekundarni metabolity, které mohou piedstavovat potencionélni riziko. Rada sekundarnich
metabolitli jako jsou destruxin, efrapeptin, oosporein, beuvericin a beauveriolides byly popsany
u druhti hub nalezejicich do rodt Beauveria, Metarhizium a dalSich. Strasser et al., (2000)
sestavili prehled téchto skupin metaboliti a jejich vlastnosti a zjistili, Ze vliv na necilové
bezobratlé organismy prostfednictvim vnéjsiho kontaktu se sporami byl mensi nez 10 %. Vyssi
mortalita zplisobend entomopatogennimi houbami u necilovych organismid mutze byt
zpusobena, pokud jsou spory hub piimo pozieny. Napi. nékteré larvy dravého slunécka
Cryptolaemus montrouzieri po pozieni spor B. bassina uhynuly. Mortalita byla 50 %. Testovani
hub na dospélcich slunécka sedmite¢ného (Coccinella septempunctata) neprokazalo zadny
negativni vliv (Flexner et al., 1986). Naopak po pozieni spor H. thompsoni v¢elimi délnicemi
byla mortalita v populaci 29 %. Podgwaite (1986) zaznamenal pii polni aplikaci hub B.
bassiana a M. anisoplae uhyny chovii bource moruSového a vcel. Bylo prokazano, zZe

granulovana, mycelialni forma hub je pro necilové organismy relativné bezpeéna (Driesche et

al., 2008).

2.10 Epizootie

Epizootie neboli hromadna nakaza zpusobena patogenem nastava v populaci
hostitelského organismu ve vhodnych stanovistich a podminkéch. Pfitomnost infek¢niho stadia
patogena zplsobujici epizootii je nedostatecna v piipadé chybéjicich vhodnych ptirodnich
podminek. Sifeni daného patogena zavisi na mechanismu vylu¢ovani hostitelem. Vétrosnubné
houbové konidie se $ifi snadn&ji nez virus nebo bakterie vylu¢ované nezadoucim zpiisobem

Z hostitelova mrtvého téla ve forme kapének. Infekéni stav patogena je siln€ ovlivnén stavem
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fyzikalnich faktort, jako jsou ultrafialové zafeni, vysoka teplota a nedostate¢na vlhkost. Velmi
vhodné podminky pro pfeziti patogena jsou napt. v pidé¢ nebo pod kirou stromi, kam se
hostitel snadno dostane (Hurst, Jiggins 2000). Entomopatogenni houby z celedi
Enthomophtorales maji ¢asto uzky hostitelsky okruh v porovnani shoubami z celedi

Hyphomycetes, které jsou znamymi ptvodci epizootii u msic (Nielsen et al., 2007).

we

2.11 Faktory ovliviiujici u¢innost entomopatogennich hub

Vnéjsi prostiedi predstavuje soubor vSech biotickych a abiotickych faktord, vcetné
Cloveéka, ktery svou cCinnosti ovliviluje prostfedi a tim uéinnost entomopatogennich hub
V populacich hmyzu. Mezi zasadni faktory, které ovliviiuji ucinnost patogena patii teplota,
vlhkost, sucho, svétlo, pidni vlastnosti, interakce patogen a hostitel a dalsi (Benz 1987).

Teplota mize ptfimo ovliviiovat jak patogena tak i hostitele, mize mit vliv na jejich
chovani, rist a pohyb. Teplota ovliviiuje 1 pfijem potravy hostitele. Vyhodou
entomopatogennich hub je, Ze mohou hostitele napadat pres kutikulu, a nejen pies ptfirozené
otvory. Pro houby, které do hostitele vstupuji ptes kutikulu, mize nastat infekce i v piipadé
nizké teploty, kdy ma hostitel dostatecCny pfijem potravy. Vlhkostni podminky jsou dilezité
zejména pro vyvoj hub. Optimalni vlhkost zlepsuje kli¢ivost konidii a vytvareni novych konidii
na mrtvém téle hostitele. Vysoké vlhkost a ptidni vlaha rovnéZz podporuje epizootii nematod.
Bakterialni a virové onemocnéni a jejich vyvoj je méné nachylny na vnéjsi faktory (Inglis et
al.,, 2001). Sucho patii mezi dal§i limitujici faktory, které¢ ovliviiuji ucinnost rtznych
entomopatogennich mikroorganismi jako jsou nematody, bakterie, viry a houby. Né&které
patogeny se dokazi na sucho adaptovat napt. okluzi bakuloviri, dormanci spor bakterii a hub a
dormanci vaji¢ek mladych nematod (Benz 1987). Proti slunecnému zéfeni jsou konidie hub
chranéné svétlo absorbujicimi pigmenty. Plidni prostiedi je vhodné misto pro dormantni stadia
patogeni diky optimalnim vlhkostnim podminkdm a nizkému ptisobeni slune¢niho zéfeni.
Patogeny dale ovliviiuje ptudni pH a organické sloZeni plidy. Velmi negativné na pfitomnost

patogeni pusobi zemédelsky vyuzivané pudy (Drische et al., 2008).
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2.11.1 Biotické faktory

Vlivy na rozvoj houbové infekce u hostitele maji patogenita, virulence, produkce toxint,
zivotni cyklus hostitele i entomopatogenni houby, distribuce a abundance patogena. Patogenita
(schopnost patogena vyvolat onemocnéni konkrétniho druhu hostitele) a virulence (vlastnost
individualni, udava stupen patogenity urcitého kmene patogena) patogena ovliviiuje jeho
genotyp. Patogenita je schopnost patogena zpusobit onemocnéni a je determinovana nékolika
faktory, které zahrnuji fyziologii hostitele, jako jsou napf. obranné¢ mechanismy, hustota
populace, vék, vyziva, genetika, chemické ¢i mechanické poranéni a stres (vystresovani
hostitelé jsou vice nachylni k entomopatogennim mikroorganismim).

U patogena maji vliv na patogenitu enzymy, toxiny, prostiedi a mnoZzstvi infekéniho
inokula. Porozuméni biologii a fyziologii hostitele a patogena je nezbytné pro nasledné vyuziti
Vv biologické ochrané rostlin (Inglis et al., 2001). Kmeny riznych druhti entomopatogennich
hub se mohou také lisit ve virulenci k hostiteli a najit vysoce virulentni kmen houby je pro dalsi
jeho vyuziti zdsadni (Tanada, Kaya 1993). Velmi dilezitd je také koncentrace propaguli
patogena, které budou ucinné eliminovat hostitelskou populaci. V polnim prostfedi musi byt
hustota patogena dostateCn¢ vysoka, aby bylo zajisténo, ze hostitel pfijde do styku s
odpovidajicim mnozstvim infekénich propaguli patogena. U vysoce virulentniho kmene
patogena staci méné propaguli k navozeni onemocnéni. Existuje mnoho studii, které se zaméftili
na kvantifikaci virulence entomopatogennich hub z fadu Hyphomycetes. Virulence patogenniho
kmene je obvykle vyjadiena jako stfedni letalni davka zkratkou LD50. Tato hodnota vyjadiuje
virulenci v laboratornich podminkach, ale nékolik studii se pokusilo simulovat faktory
prostiedi, které by mohli negativné ovlivnit t¢innost hub. Je snaha vybrat genotyp houby, ktery
je schopny vyvolat onemocnéni i1 v neptiznivych podminkach a dalSim kritériem je stalost
infekénich propagul patogena v prostiedi, kdy poté dojde snaze ke kontaktu s hostitelem (Inglis
et al., 2001).

Dal§im  hostitelskym  faktorem, ktery hraje dlleZitou roli v UspéSnosti
entomopatogenmich hub je vyvojové stadium hmyzu. Vyvojova stddia hmyzu se v nachylnosti
k infekci vyvolané houbami li$i. V nékterych ptipadech je stadium kukly citlivejsi k infekci nez
dospély hmyz a naopak. Napiiklad mladé larvy zavijece kukuti¢ného (Ostrinia nubilalis) jsou
vice nachylné k infekci B. bassiana nez starsi larvy (Feng et al., 1985). Na vyvojova stadia
hmyzu maji vyznamny vliv faktory prostfedi zejména teplota. Vysoké teploty urychluji vyvoj

hmyzu a zkracuji dobu kukleni, coZ muize nasledné sniZit riziko infekce v dasledku ztraty
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inokula. Hustota hmyzi populace je také duleZita pro vznik infekce. Cim vys§i hustota populace

hmyzu tim vyssi pravdépodobnost infekce hmyzu patogenem (Steinhaus 1975).

2.11.2 Abiotické faktory

Bylo prokédzano, ze na uc¢innost entomopatogennich hub se vyznamné podili faktory
prosttedi jako je teplota, vlhkost a slunec¢ni zafeni (Inglis et al., 2001). Mnoho druhi
entomopatogennich hub je schopno se adaptovat i v extrémnich podminkach prostiedi. Dokazi
se vyrovnavat s vysokymi teplotami prostfedi, vysokou vlhkosti nebo stresem zplsobenym
suchem (Daoust, Roberts 1983). Existuje mnoho studii, které¢ prokazaly dlouholetou perzistenci
hub v pudé po aplikaci konidii na povrch pudy nebo vpravenim do pidy. Napi. houba M.
anisopliae v padé pretrvala i po 7. letech od aplikace (Storey et al., 1989; Inglis et al., 1997)

2.11.2.1 Teplota

Teplota je jednim z hlavnich abiotickych faktorti, které mohou ovliviiovat G€innost
entomopatogennich hub. Pro patogena miize byt ptilezitost infikovat svého hostitele velmi
kratka, protoze uspéch infekce zavisi dale na optimalnich podminkach vlhkosti a slune¢ného
zéafeni. Je prokdzano, Ze okolni teplota mize ovliviiovat rychlost infekce, kliceni konidii,
sporulaci na hostiteli a nasledné Sifeni houby. Naptiklad optimalni teplota pro houbu M.
anisopliae infikujici dospé€lce tiasnének je 23 °C (Vestergaard et al., 1995). SniZzenim teploty o
3 az 5 °C se ucinnost houby sniZuje. Optimalni teplota je pro vétSinu entomopatogennich hub
mezi 20 az 25 °C, nicmén¢ infekce miiZe nastat i v rozmezi mezi 15 az 30 °C. Pfi teplotach nad
30 °C je inhibovan riist vétSiny taxonil entomopatogennich hub a obvykle ustava ptiblizné pti

37 °C (Inglis et al, 2001).

2.11.2.2 Relativni vlhkost

Relativni vlhkost mtize ovlivnit uc¢innost hub v n¢kolika smérech. Vlhkost v kombinaci
s teplotou ovliviiuje evaporaci kapek ve formé aerosolu, které dokazi zpisobit ztratu malych
¢astic a tudiz, neptizniveé ovlivituji u€innost hub. Vlhkost mize také zna¢né ovliviiovat stalost
v prostfedi houbového inokula. Konidie obvykle vykazuji nejvétsi stabilitu v chladnych a

suchych podminkach (Daoust, Roberts 1983; Hedgecock et al., 1995; Hong et al., 1997).
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Konidie B. bassiana, M. anisopliae a I. farinosa za¢inaji kli¢it pti vodni aktivité nad 0,935 za
ptitomnosti vnéjsich podnétl, zatimco mycelialni rist je pozastaven pii vodni aktivité pod 0,98,
uplny Gtlum nastava pii hodnoté 0,90. Konidie houby M. anisopliae jsou schopny 1épe piezivat
v primérnych teplotach pii vysoké relativni vlhkosti (Daoust, Roberts 1983). Voda samotna
reguluje priabeh sporulace na mrtvém hostiteli, ale pro kliceni konidii neni nezbytna. Pro
optimalni pribéh sporulace na hostiteli je dilezitd vysoka vlhkost prostfedi. Fargues a luz
(2000), zjistili, ze pro sporulaci B. bassiana na mrtvém téle Rhodnius prolixus z celedi
zaketnicoviti (Reduviidae) je vyzadovana relativni vzdu$na vlhkost 97 %. Vysoka relativni
vlhkost je ptfedpokladem pro optimalni pribéh sporulace. Nékteré druhy entomopatogennich
hub napt. B. bassiana mohou formovat konidie uvnitt uhynulého téla i v podminkéach nizké
vlhkosti (Fernades et al., 2007). Znalosti podminek relativni vzdusné vlhkosti jsou pro efektivni

vyuziti hub v biologické ochrané rostlin nezbytné (Inglis et al., 2001).

2.11.2.3 Sluneéni zareni

Velmi citlivé na poskozeni slunecnim zafenim jsou konidie a hyfy vSech taxond. U
vSech entomopatogennich hub muze dojit ke Skodlivym zménam, zejména podilem
ultrafialovych paprskti UV spektra od 285 do 400 nm. UV zéfeni je méné Skodlivé nez zateni
viditelné a infracervené (Fargues et al., 1997). K degradaci spor mtize dojit vlivem slune¢niho
zateni velmi rychle, a to uz béhem nékolika hodin po aplikaci biopreparatt (Butt et al., 1999).
Biopreparaty na bazi entomopatogennich hub obsahuji i¢inné agens, nutricni slozku a inertni
slozku, ktera tvofi zejména rizna ochranna aditiva (napi. UV protektanty, antioxidanty) a
pifisady zvySujici pfilinavost spor na povrch rostlin. Nutritivni sloZka poskytuje vyZivu

propaguli po jejim zavedeni do prosttedi (Butt et al., 1999; Wraight, Carruthers 1999).

2.11.2.4 Srazky

V ptipadé€ navyseni relativni vzdu$né vlhkosti mohou srazky pomoci uvolnit a rozptylit
konidie ze substratu do prostfedi. Vliv srazek na disperzi patogeni byl rozsahle studovan u
entomopatogennich virti konkrétné Bacillus thuringiensis. Problematika srazek u hub neni jesté
dostatecné vysvétlena. Ale existuji studie, kde bylo prokazano, ze dést nesmyje konidie
Z povrchu kutikuly hmyzu ve velkém mnozstvi. Nicméné dést’ mtize zplsobit smyti konidii B.

bassiana a M. anisopliae z listd jednodéloznych a dvoudéloznych rostlin (Inyang et al., 2000).
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2.11.2.5 Pada

Pida je velmi slozité prostfedi, ve kterém plisobi na houby spousta faktorii. Patii sem
pudni typ (textura, kationty, obsah organickych latek, pH), vlhkost a pidni mikrofléra (Inglis
vertikalni pohyb houbovych propaguli ve vod¢ a pida s pis€itou texturou a nizkym zastoupenim
organické hmoty mély tendenci zadrzovat méné propaguli nez jilovité a organické pudy
(Storey, Gardner 1988; Keller, Zimmermann 1989. Napi. Storey a Gardner (1988) zjistili, ze
vertikalni pohyb konidii B. bassiana koreloval s hodnotou filtrace vody v pudach. Nejvétsi
ztraty inokula se vyskytovaly v piscitych pidach, kde bylo obsazeno 87 % pisku a vice nez 85
% konidii aplikovanych do plidy zlstavala na povrchu. Mechanismy zodpovédné za udrzeni
konidii v pidé nejsou dosud pfili§ zndmé. Vertikalni pohyb hub neni zavisly pouze na typu
pudy, ale také na vlastnostech propaguli samotnych. Konidie B. brongniartii jsou relativné

velké, ptiblizné 8 um na délku a jsou méné€ nachylné k vertikalnimu posunuti.
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3. CILE BAKALARSKE PRACE

Cilem bakalafské prace je hodnotit a porovnat "in vitro" parametry (kli¢ivost, radialni
rast a produkce spor) vybranych kmend entomopatogenni houby B. bassiana. Cile bakalaiské
prace jsou shrnuty v nésledujicich tfech bodech.

1. Vliv teploty na kli¢ivost vybranych kment entomopatogenni houby B. bassiana.

2. Porovnani riistu a vyvoje s vyuzitim standardniho laboratorniho postupu umoznujici

parametrizaci vybranych kment houby B. bassiana v oblasti "in vitro" (radialni rist).

3. Porovnani vytéznosti spor vybranych kmenti entomopatogenni houby B. bassiana na

standardnim zivném médiu a pfirozeném substratu
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4. MATERIAL A METODIKA

4.1 Kmeny entomopatogenni houby B. bassiana

V experimentech byly pouzity 4 kmeny entomopatogenni houby B. bassiana z riznych
geografickych oblasti, a to z Ceské republiky, Izraele, Spojenych statii americkych a Argentiny
(popis kment je nize). VSechny kmeny jsou uloZeny ve formé alginatovych pelet a uchovany v
-20 °C na Katedie genetiky a specidlni produkce rostlinné, Zemeédélské fakulty, JihoCeské
univerzity v Ceskych Budgjovicich. Pro vlastni pokusy byly kmeny z alginitovych pelet
aktivovany a jako Cisté kultury byly kultivovany na zivné pidé PDA (Potato dextrose agar)
(Sigma-Aldrich, Darmstadt, Germany) a inkubovany pfi teploté 25+1 °C.

CCM 8382 (CR)
Kmen CCM 8382 byl odizolovan z infikovaného dospélce lykozrouta smrkového na
lokalité Prameny Vltavy, NP Sumava. V grafech je kmen oznaden jako CR. V soucasné dobé&

je kmen patentovan a ulozen v Ceské sbirce mikroorganismu v Brn¢.

Izrael
Kmen oznaéeny jako Izrael byl odizolovan v roce 2018 z ptidniho vzorku odebraného
na lokalit¢ Sde Eliyahu v Izraeli na poli, kde se péstoval ¢esnek. Kmen byl odizolovan pomoci

selektivni Zivné pliidy na bazi dodine.

USA
Kmen oznaceny jako USA byl odizolovan v roce 2011 na Floridé v USA na lokalité
vyzkumného ustavu MREC (Mid-Florida Research and Education Center), University of

Florida. Izolace kmene byla provedena pomoci selektivni zivné plidy na bazi dodine.

Argentina
Kmen oznaceny jako Argentina byl odizolovan vroce 2019 z ptudniho vzorku
odebraného na pozemku Zemédélské fakulty, University of Buenos Aires. Kmen byl

odizolovan pomoci selektivni zivné pidy na bazi dodine.
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4.2 Priprava suspenzi kmenu B. bassiana

Po 10 dnech byly pIné¢ vysporulované kultury kmend B. bassiana pouzity
v experimentech. Ze stredovych kultur kmenti B. bassiana byly vytvofeny suspenze, které byly
ziskdny vymytim 0,05% roztokem Tween® 80 (Sigma-Aldrich, Darmstadt, Germany). Spory
byly z povrchu uvolnény pomoci inokulaéni klicky. Suspenze byla nasledné piefiltrovana pies
sterilni bavinénou gazu do Erlenmeyerovy banky. Koncentrace konidii byla vyhodnocena
V pocitaci Neubauerové komtirce a nejcastéji fedéna 1:10 v zavislosti na hustoté spor danych
kment hub. Titr spor byl adjustovan na koncentraci 1,00 x 107 spor v 1 ml. Tato koncentrace

byla pouzita u vSech experimentl v této praci.
4.3 Standardni test kliCivosti

Kli¢ivosti spor se zjiStuje morfologicky tvar a stav ristu houby za specifickych
podminek. Kli¢ivost je hodnocena na zakladé standardniho testu kli¢ivosti (GI) - growth index,
ktery specifikuje vyvoj patogena a stupen nakli¢eni (Tabulka x) nebo procentem klicivych a

nekli¢ivych spor.

Tabulka x: Hodnotici indexova stupnice (GI) pro kmeny entomopatogennich hub

0,0 Konidie jsou ovalného tvaru bez viditelné morfologické zmény

0,5 Konidie zac¢inaji vytvaret primarni klicek, ktery je viditelny

1,0 Konidie mé shodnou velikost s klickem v poméru 1:1

1,5 Klicek je ze 2/3 vétsi nez konidie a mohou byt patrné primarni klicky

2,0 Konidie ma oboustranné narostlé mycelium

2,5 Konidie s narostlym myceliem obsahuje konidiofory s konidiemi od 1 do 4

3.0 Kpnidie tvoti plnou sporulaci a produkuji velké mnoZstvi konidii nad 5 a
vice

Test klic¢ivosti spocival nanesenim 2% agaru (Dr. Kulich Pharma s.r.0., Hradec Kralové)
na mikroskopické podlozni skli¢ko. Konidialni suspenze kmenti B. bassiana byla nanesena na
2% agar inokulacni klickou v mnoZzstvi 1ul. Nasledné bylo mikroskopické podlozni sklicko
preneseno do Petriho misky (¢ 90 mm) S navlhéenym filtracnim papirem, kvuli zajisténi

dostate¢nych vlhkostnich podminek. Petriho misky byly vloZeny do termostatu pfi riiznych
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teplotach (10, 15, 20, 25 a 30+1 °C). Index kli¢ivosti kment B. bassiana byl vyhodnocen po 24
h a 48 h inkubace pomoci svételného mikroskopu. Hodnoceno bylo minimalné 100 spor
Z ndhodné vybranych zornych poli. Ke kazdé konidii byl pfifazen pfislusny index GI a z

vyhodnocenych vzorki bylo vypocteno procento kli¢ivosti.

4.4 Radialni rust na umélém Zivném médiu (PDA)

Radialnim ristem se zjiStuje schopnost rustu vldknitych hub béhem kultivace za
stanovenych podminek. Doprostied Petriho misky (o 90 mm) byla nanesena pomoci inokula¢ni
klicky kapka (1 pl) suspenze kazdého kmene B. bassiana. Petriho misky byly se zaschlou
suspenzi vlozeny do plastovych oball a ndsledné do termostatu, kde byly inkubovény v riznych
teplotnich podminkéch (10, 15, 20, 25 a 30£1 °C). Kmeny byly inkubovany po dobu 3 tydnd.
Hodnoceni radialniho rdstu jednotlivych kmend probihalo na zakladé méteni dvou na sebe
kolmych prameéri stiedové kultury. Ze zjiSténych rozmérii byla vypocitdna plocha kultury.
Primér kultur byl méten po 7., 14. a 21. dnech od zaloZeni kultury. Bylo provedeno 8 opakovani

pro kazdy testovany kmen B. bassiana.

4.5 Vytéznost spor na umélém Zivném médiu (PDA)

Vytéznost spor je dilezitym parametrem variability produkce spor jednotlivych kment
rodu B. bassiana. Po ukonéeni experimentu radialniho rtstu byly po 21. dnech celé stitedové
kultury vyfiznuty a vlozeny spole¢né s detergentem a destilovanou vodou do mixéru a
homogenizovany. Vytéznost konidii byla spocitana pomoci pocitaci Neubauerovi komurky.
Vytéznost byla stanovena ze dvou opakovani u kazdého testovaného kmene. Poté byla ze
ziskanych ¢iselnych udaji vypocitana vytéznost z jedné sttedové kultury a nésledné byla

stanovena produkce spor na 1 mm? kultury.

4.6 VytéZznost spor na prirozenych substratech

Vytéznost spor jednotlivych kmend B. bassiana byla testovana i na pfirozenych
substratech, a to je¢nych kroupach. Bylo navazeno 50 g jec¢nych krup do 250 ml Erlenmeyerovy

banky. Po navéazeni byly Erlenmeyerovy baiiky s kroupami sterilizovany v autoklavu pti 121
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°C po dobu 90 minut. Inokulace krup kmeny B. bassiana byla provedena po jejich vychladnuti
v objemu suspenze 12,5 ml. Po inokulaci byly je¢né kroupy v Erlenmayerovych bankéach
nékolikrat protiepany, aby doslo k rovhomérnému nasdknuti suspenze do jednotlivych krup. Po
plném nasdknuti suspenze byly kroupy pievedeny do jednorazovych plastovych krabicek a
inkubovany pii teploté 25+1 °C. Po 14 dnech byly konidie z obrostlych krup vymyty pomoci
adekvatniho 0,05 % roztoku Tween 80 a pomoci Neubauerovy pocitaci komurky byl stanoven
pocet spor na 1 ml. Celkovéa produkce konidii jednotlivych kment byla zjisténa opét tak, ze
koncentrace na 1 ml byla vynasobena mnozstvim vzniklé suspenze po vymyti konidii a
nasledné piepocitana na 1 g piirozeného substratu. Produkce konidii rznych kmena B.

bassiana byla navzajem porovnavana. Pro kazdy kmen byla pfipravena pouze 1 varianta.

4.7 Statistické vyhodnoceni dat

Data radidlniho rastu nebyla normalizovéna. Data produkce spor stanovenych ze
sttedovych kultur byla normalizovany za vyuziti logaritmické transformace loglO (x + 1).
Naésledné byla data radialniho ristu a vytéznosti spor na zivném médiu PDA podrobeny analyze
rozptylu (ANOVA) pomoci softwaru pro statistickou analyzu (StatSoft Inc. 2007). Rozdily

mezi sttednimi hodnotami byly porovnany pomoci Post hoc Tukeyho testu (P < 0,05).
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5. EXPERIMENTALNI CAST A VYSLEDKY

5.1 Vliv teploty na kli¢ivost spor jednotlivych kmenii entomopatogenni houby
B. bassiana

Graf 1: Vliv teploty na kli¢ivost spor (GI) jednotlivych kmenii entomopatogenni houby B.
bassiana po 24 hodinach
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Graf 2: Vliv teploty na rist a vyvoj spor (%) jednotlivych kmeni entomopatogenni houby
B. bassiana po 24 hodinach
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Teplota 10 °C byla po 24 h pro kli¢ivost spor kment B. bassiana nejméné vhodna. Pfi
této teploté byl schopny kli¢it pouze kmen CR. Index kli¢ivosti byl 0,16 a procento kli¢ovosti
spor 15 %. Ostatni kmeny vykazovaly nulovou kli¢ivost. U kmene CR byla pozorovéana nejlepsi
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kli¢ivost spor ve vSech teplotach ve srovnani s ostatnimi kmeny B. bassiana. Teplomilné kmeny
B. bassiana odizolované z Argentiny a Izraele nejlépe klicily pii 30 °C, index klicivosti byl
1,53 (88,32 %), respektive 1,73 (95,05 %). Kmeny odizolované z chladnégjSich oblasti USA
(GI=1,49) a CR (GI=1,87) naopak prospivaly ve 25 °C. Nejoptimalng&jsi teploty pro kli¢eni spor
byly po 24 h pro v§echny kmeny v rozmezi mezi 25 a 30 °C.

Graf 3: Vliv teploty na kli¢ivost spor (GI) jednotlivych kmenii entomopatogenni houby B.
bassiana po 48 hodinach
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Graf 4: Vliv teploty na riist a vyvoj spor (%) jednotlivych kmenii entomopatogenni houby
B. bassiana po 48 hodinach
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Po 48 h zacaly spory kment B. bassiana kli¢it i v 10 °C. Nejvyssi index kli¢ovosti
vykazoval kmen CR (GI=1,26). Ostatni kmeny mély index kliGovosti v rozmezi 0,20 (kmen
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Argentina) az 0,46 (kmen Izrael). V ostatnich teplotnich podminkach byla po 48 h pozorovana
velmi vysoka kli¢ovost spor kmenl B. bassiana. Nejoptimalngjsi teploty byly pro kmeny B.
bassiana opét mezi 25 a 30 °C, kdy byla pozorovana 100% li¢ivost spor V téchto teplotach a

tvotily se jiz sporulacni struktury houby.

Zavér

Nejoptimalngjsi teploty byly pro klic¢ivost spor kmenti entomopatogenni houby B.
bassiana 25 a 30 °C. Po dvou dnech hodnoceni byly pozorovany sporula¢ni struktury kmend.
Nejméné optimalni teplota pro kli¢ivost hub byla 10 °C. Kmen CR vykazoval ve viech

teplotach nejvyssi kli¢ivost ve srovnani s ostatnimi kmeny.

5.2 Radialni rist kmeni entomopatogenni houby B. bassiana

Radialni rast vybranych kmenti entomopatogenni houby B. bassiana byl méten 7., 14.
a 21. den kultivace v riiznych teplotnich podminkach. Je patrné, Ze kmeny rostly nejpomaleji
v 10 °C. Takto nizké teplota neni vhodna pro rist a vyvoj kmenl ve srovnani s ostatnimi
teplotami. Nicméné¢ je zde prokézano, Ze 1 pfi takto nizké teploté jsou kmeny schopné rlstu,
coz mize hrat vyznamnou roli, zejména pak u kmene CR odizolovaného v NP Sumava,
v piirozenych podminkéch jeho vyskytu. V NP Sumava se primérna teplota pohybuje mezi 4
a 6 °C podle nadmoiské vysky. Kmen CR vykézal také vyraznou adaptaci na nizsi teploty 15
°C a 20 °C ve srovnani s ostatnimi kmeny odizolovanymi na jinych kontinentech. Pti 25 a 30
°C se prokazalo, ze kmeny odizolované v Izraeli, USA a Argenting, jsou adaptovangjsi na vyssi
teploty. Nejlepsi ristoveé parametry vykazal kmen USA odizolovany na Florid€ a jako druhy
v poradi je kmen Izrael z oblasti Sde Eliyahu. Kmen Argentina odizolovany na pozemku
University of Buenos Aires vykazal daleko leps$i riistové vlastnosti pii kultivaci ve 30 °C 1
pfesto, ze tato oblast neni nejteplejsi ve srovnani s kmeny USA a Izrael. Tedy nejoptimalngjsi
teploty pro rust kmend USA, Izrael a Argentina entomopatogenni houby B. bassiana jsou 25 a
30 °C. Naopak pro kmen CR je optimalni teplota pro riist a vyvoj 20 °C. Vsechna data byla
podrobena celkové analyze: ANOVA pro opakovand méfeni. Na rychlost radidlniho riistu mél
vliv kmen (F=1181,0; df=3,140; p=0,0000), teplota (F=37933,0; df=4,140; p=0,0000) a doba
kultivace (F=79872,0; df=2,280; p=0,0000). Dale m¢ly vliv na rychlost kolonizace interakce:
kmen*teplota (F=1878,0; df=12,140; p=0,0000), ¢as*kmen (F=81,0; df=6,280; p=0,0000),
Cas*teplota (F=173,0; df=8,280; p=0,0000) a cas*kmen*teplota (F=132,0; df=24,280;
p=0,0000).
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Tabulka 2: Vliv teploty na plochu (mm?) kultur riznych kmeni entomopatogenni houby
B. bassiana

7. den 14. den 21. den
Teplota | Kmen Prim.+STDV Tl_ngy Prim.+STDV TﬁgeDy Prim.+STDV Tl_TgeDy
Argentina 19,63+0,00 m 38,48+0,00 | 108,58+8,36 n
_|tareel 19,63+0,00 m 71,08+7,98 k 154,72423,51 m
10 USA 19,63+0,00 m 38,48+0,00 | 71,08+7,98 0
CR 28,27+0,00 | 132,73+0,00 i 354,80+15,63 |
Argentina 78,54+0,00 j 283,530,00 h 572,55+0,00 k
|l 63,62+0,00 k 230,42+9,72 i 536,13+14,72 k
P USA 95,03+0,00 i 505,89+20,73 fg 1126,75+20,83 h
CR 132,73+0,00 h 541,73+36,27 f 1444,84+83,68 g
Argentina 153,94+0,00 g 490,87+0,00 g 1003,93+25,81 i
_|tarael 122,91£10,50 | h 531,32+30,88 fg 1626,56+66,17 f
0 USA 201,06£0,00 | ef | 875,03+27,23 e 2053,32+66,91 e
CR 226,98+0,00 e | 1018,27+42,75 d 2073,35+59,77 e
Argentina 201,06+0,00 f 829,97+39,04 e 1707,55+37,80 f
_|tareel 371,69£15,63 | b |1916,66£132,57| b | 4626,97x107,15 | b
2 USA 464,76£75,14 | a | 2734,17+49,54 a 5217,00+£68,43 a
CR 261,73£1345 | d 836,35+38,40 e 1626,17+38,20 f
Argentina | 201,06+0,00 f | 1032,21+£26,54 d 2815,94+60,29 d
_|tareel 207,74+17,93 | ef | 1104,66+31,49 d 2804,07+43,26 d
0 USA 334,28+16,67 | ¢ 1256,64+0,00 c 3267,65+54,16 c
CR 90,91+7,63 i 291,58+26,52 h 643,73+23,17 j

Radialni rast vSech testovanych kmeni byl po 7. dnech inkubace vyznamné statisticky
prikazny (F=336,0; df=3,140; p=0,0000). Nejmensi plochy kultur byly u vSech kmenl houby
B. bassiana zaznamenany pii 10 °C. Tti kmeny (Argentina, USA a lzrael) vytvorily plochu o
rozméru 19,63 mm?, zatimco kmen CR vytvofil kulturu o plose 28,27 mm?. Nejrychleji rostly
kmeny v teploté 25 °C. Nejvétsi kolonie vykazoval kmen CR (464,76 mm?) a nejmensi kolonie

vytvoiil americky kmen (201,06 mm?). Ve 30 °C vytvofil nejmensi kulturu kmen z CR (90,91
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mm?) a nejvétsi plochu vytvofil kmen z USA (334,28 mm?). Naopak, ve 20 °C byly plochy
kultur obou kment téméf vyrovnané. Z vysledki po 7. dnech kultivace vyplyva, Ze teplota ma
statisticky prukazny vliv na rast kultur vybranych kment B. bassiana (F=10870,00; df=4,140;
p=0,0000). Interakce mezi kmenem a teplotou prokazuje téz statisticky vyznamné rozdily
(F=328,00; df=12,140; p=0,0000).

Graf 5: Porovnani plochy kultury vybranych kmenu entomopatogenni houby B. bassiana
po 7. dnech kultivace v riznych teplotach
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Po 14. dnech hodnoceni vytvaiely kmeny opét nejmensi plochy kultury v 10 °C. Pti 20
°C byl zaznamenan rozdil ve velikosti kultury, nicméné trend byl zachovany. Nejvétsi kultury
vytvatel kmen USA a kmen CR. Ve 25 °C naopak kmen z CR vytvotil daleko mensi plochu
kultury nez ve 20 °C. Kmen z Izraele vyrazné zvétsil plochu kultury ve srovnani s vysledkem
z 20 °C. Ve 30 °C byly kmeny z jinych kontinenti vyrovnané ve srovnani s kmenem z CR,
ktery vykazoval daleko mensi kulturu. Po 14. dnech kultivace vykazovaly kmen (F=761,00;
df=3,140; p=0,0000) i teplota kultivace vyrazné statistické rozdily (F=20240,00; df=4,140;
p=0,0000). Zaroven i vzajemnd interakce mezi obéma faktory byla statisticky prikazna

(F=1108,00; df=12,140; p=0,0000).

Rychlost kolonizace Petriho misek s riznymi kmeny byla i po 21. dnech vyznamné
statisticky prukazna (F=523,00; df=3,140; p=0,0000) i teplota hrala vyraznou roli ve velikosti
plochy kultury (F=15940,00; df=4,140; p=0,0000). Po 21. dnech inkubace byla nejvétsi plocha

kment houby B. bassiana zaznamenana pfi teploté kultivace 25 °C, a to zejména u kmene USA
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a Izrael. Teplota 30 °C opét nebyla optimalni pro kmen odizolovany v CR z kirovce. Plocha
kultury byla témét 5x mensi nez u ostatnich tfech kmenti. Interakce mezi kmeny a teplotou byla

vyznamng statisticky prikazna (F=1143,00; df=12,140; p=0,0000).

Graf 6: Porovnani plochy kultury vybranych kmeni entomopatogenni houby B. bassiana
po 14. dnech kultivace v riaznych teplotach
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Graf 7: Porovnani plochy kultury vybranych kmeni entomopatogenni houby B. bassiana
po 21. dnech kultivace v riaznych teplotach
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Zavér

Z vysledkt vyplyva, ze u kmene Argentina byl zaznamenan linearni nartst plochy
kultury se stoupajici teplotou, kdy optimalni se prokazala teplota 30 °C. U kmene USA byla
tendence stejnd kromé teploty kultivace 30 °C, kde kmen vykazal daleko mensi kulturu ve
srovnani s teplotou 25 °C. U kmene Izrael se prokazal podobny trend ve srovnani s americkym
kmenem. Pro oba tyto kmeny je optimalni teplota pro rist a vyvoj 25 °C. Naopak, u kmene CR
byla prokazéana jako optimalni teplota pro rist a vyvoj 15 a 20 °C.

5.3 VytéZinost spor kmenu entomopatogenni houby B. bassiana na umélém
médiu PDA

Tabulka 3: Vliv teploty na vytéZnost spor riznych kment entomopatogenni houby B.
bassiana na 1 mm? kultury po 21. dnech kultivace

Argentina Izrael USA CR

10 °C | 8,29+0,65 x10* | Cc | 7,27+0,69 x10* | Ec | 1,67+0,02 x10° | Ba | 4,45+0,04 x10° | Eb

15°C | 1,05+0,00 x10° | Cd | 3,62+0,11 x10° | Aa | 1,26+0,03 x10° | Cb | 5,99+0,15 x10° | Dc

20 °C | 3,3440,35 x10° | Bd | 1,17+0,03 x10° | Bc | 2,95+0,17 x10° | Aa | 2,07+0,14 x10° | Cb

25°C | 6,31+0,46 x10° | Ac | 5,21+0,09 x10° | Dc | 1,44+0,02 x10° | BCb | 3,66+0,04 x10° | Ba

30 °C | 5,74+0,13 x10° | Ab | 7,47+0,13 x10° | Cb | 2,37+0,15 x10° | Db | 8,00+0,33 x10° | Aa

“A.B.C: priiméry ve sloupci se stejnym velkym pismenem kmene jsou statisticky rozdilné (ANOVA metoda. o=0.05; Tukey HSD test)
"a.b.c: Priiméry v fadce se stejnym malym pismenem kmene jsou statisticky rozdilné (ANOVA metoda. o=0.05; Tukey HSD test)

Kmen Argentina byl nejméné produktivni v 10 °C. Vytéznost spor byla pouze 8,29x104
na mm2 kultury. Nejoptimalnéjsi teplota pro produkci spor tohoto kmene byla 25 °C
(6,31x105/21mm2 kultury). Kmen Argentina se v produkci spor na mm2 v riznych teplotach
vyznamné statisticky 1iSil (F=183,18; df=4,5; p=0,0000). Pro kmen Izrael byla nejoptimalné&jsi
teplota pro produkci spor 15 °C na rozdil od radialniho riistu, kde byla nejoptimalné;si teplota
25 °C. Rozmezi produkce spor v riiznych teplotach bylo u kmene Izrael od 7,27x104 (10 °C)
do 3,62x106 na mm2 kultury (15 °C). Kmen Izrael se od ostatnich kmena ve vytéznosti spor
vyznamné statisticky odlisoval (F=1540,50; df=4,5; p<0,0000). Ostatni kmeny USA a CR byly
Vv produkci spor také vyznamné statisticky odlisné (USA: F=295,82; df=4,5; p=0,0000, CR:
F=745,73; df=4,5; p<0,0000). Kmen USA byl nejvice produktivni pii teploté 20 °C (2,95+0,17
x10%/1mm? kultury) a nejméné pii 30 °C (2,37+0,15 x10%/2mm? kultury). Velmi vysokou
vytéznost spor vykazoval kmen USA i pfi 10 °C, produkce spor (1,67x108/1mm? kultury) byla
nejvyssi v porovnani s ostatnimi kmeny pii této teploté. U kmene CR se vytéZnost spor

zvySovala spolecné s teplotou. Pfi teploté¢ 30 °C dosdhl nejvyssi produkce spor ze vsech
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testovanych kmentl. VytéZnost spor byla 8,00x106 na 1 mm? kultury. Kmeny CR a USA patiily
ve vytéznosti spor v riiznych teplotach k nejproduktivnéjsim. Na produkci spor mély vyznamny
statisticky vliv také teplotni podminky (10 °C: F=6305,61; df=3,4; p<0,0000, 15 °C:
F=1569,71; df=3,4; p=0,0000, 20 °C: F=201,09; df=3,4; p=0,0000, 25 °C: F=3765,48; df=3,4;
p<0,0000 a 30 °C: F=1028,85; df=3,4; p=0,0000).

Graf 8: Vliv teploty na produkci spor kmene Argentina entomopatogenni houby B.
bassiana
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Graf 9: Vliv teploty na produkci spor kmene Izrael entomopatogenni houby B. bassiana
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Graf 10: Vliv teploty na produkci spor kmene USA entomopatogenni houby B. bassiana
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Graf 11: Vliv teploty na produkci spor kmene CR entomopatogenni houby B. bassiana
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Zavér

Vysledky ukazuji, ze nejproduktivnéj$imi kmeny B. bassiana na umélém médiu PDA
byly kmeny CR a USA. Pro kazdy kmen byla nejoptimalngjsi teplota pro vyt&znost spor jina.
Kmen Argentina byl nejproduktivnéjsi pfi teploté 25 °C, kmen Izrael pfi 15 °C, kmen USA pfi
20 °C a kmen CR pii 30 °C. Optimalni teploty pro radialni riist a vytéZnost spor nemusi byt

totozné, jak ukazuji vysledky.



5.4 VytéZnost spor kmenii entomopatogenni houby B. bassiana na prirozeném
substratu

Kmeny entomopatogenni houby B. bassiana byly dale testovany na vytéznost spor na
piirozeném substratu jecnych kroupach. Po 14. dnech kultivace byla zaznamenana nejvyssi
produkce spor u kmene odizolovaného z Argentiny. Vytéznost spor byla na 1 g krup 6,42E+09
spor. Velmi produktivni byl také kmen CR, ktery vykazoval produkci spor 3,99E+09/1g
substratu. Kmeny Izrael a USA byly nejméné produktivni. Vytéznost spor byla pouze
3,80E+08, respektive 2,17E+08 spor/1g.

Graf 12: Produkce spor kmenu entomopatogenni houby B. bassiana na prirozeném
substratu je¢nych kroupach
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Zavér

Na pfirozeném substratu byl nejproduktivnéj$i kmen entomopatogenni houby B.
bassiana odizolovany z Argentiny. Kmeny z Izracle a CR byly na kroupich nejméné
produktivni. Z vysledku je patrné, ze na produkci spor maji vliv nejen teplota, ale i zivné
médium a piirozeny substrat. Pro produkci spor je dileZzité vybrat takovy nosic, ktery poskytne
danému kmeni entomopatogenni houby optimalni podminky. VytéZnost spor kmene Argentina
je na zivném médiu markantné niz§i nez na kroupach. Kmentum z lzraele a USA naopak

prospiva zivné médium PDA vice neZ pfirozeny substrat.
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6. DISKUZE

Studium entomopatogennich hub nabyva v soucasné dob¢ stale vétsiho vyznamu. Velmi
Casto byvaji vyuzivany v biologické ochrané rostlin k potlaceni vyskytu celé¢ fady druhi
vyznamnych sktdcia (Behie, Bidochka 2014). Jednou z nejvyznamnéjsich entomopatogennich
hub, které se vyuzivaji v biologické ochrang rostlin jako soucést integrované ochrany rostlin je
druh B. bassiana. Tento druh ma Siroky hostitelsky okruh a je Setrny k zivotnimu prostiedi,
necilovym organismum a zdravi ¢lovéka (Lacey et al., 2015). Ve svété se komercni
biopreparaty na bazi B. bassiana pouzivaji, ale v Ceské republice zatim Zadny biopreparat na
bazi entomopatogennich hub registrovan neni. Kromé virulence jsou zékladnimi parametry pro
vyrobu biopreparatii na bazi entomopatogennich hub vitalita spor a schopnost produkce na
vytéznost spor (Safavi 2012). Na tyto parametry se tato bakalaiska prace zamétila. Byly
testovany 4 kmeny houby B. bassiana z rtiznych geografickych oblasti, svétadila.

Prvni Cast bakalarské prace se zamétovala na kli¢eni spor kmend entomopatogenni
houby B. bassiana. Kli¢ivost entomopatogennich hub je jednim z prvnich krokl v infekénim
procesu, ktery aktivné ovliviiuje patogenitu nebo virulenci, je to jeden ze zakladnich
hodnoticich parametri hub (Magalhaes et al., 1990). Nejoptimalnéjsi teplota pro klicovost spor
kment byla v této praci 25 a 30 °C. Tento vysledek se shoduje napf. se studii Skinner et al.,
(2014), kde autofi uvadéji toto rozmezi teplot jako optimalni, ale spory mohou klicit 1 pii
teplotach mimo tento rozsah. V bakalafské praci byl kmen CR schopen kli¢it po 24 h i pti 10
°C. Teplotni rozsah mlZe byt u kazdého kmene jiny, je to dano specifitou konkrétniho kmene
entomopatogenni houby. Zimmermann (2007) ve své studii uvadi, Ze obecna klicivost konidii
B. bassiana zacina ptiblizné po 10 hodinach a je z velké ¢asti dokonéena do 20 hodin pfi teploté
20 az 25 °C coz nasim vysledktim odpovida.

Dalsi cast prace se zaméfovala na radialni rust a vytéznost spor kment hub B. bassiana
Vv riznych teplotnich podminkéach. Optimalni teplota pro vétSinu entomopatogenni hub se
pohybuje v rozmezi mezi 20 a 25 °C (Inglis et al., 2001; Jaronski et al., 2007; Bugeme et al.,
2008). Autoti Goettel, Inglis (1997), udavaji jako optimalni teplotu pro infikovani hostitele,
rast a sporulaci mezi 20 az 30 °C. Velmi podobné vysledky publikovali i Hallsworth, Magan
(1999), ktefi dosli k zavéru, ze pro M. anisopliae, B. bassiana a I. farinosa jsou optimalni
teploty pro rist v rozmezi 20-30 °C. Vysledky studii jsou témét shodné i s vysledky této
bakalaiské prace. Optimalni teploty pro rist kment B. bassiana byly 20, 25 a 30 °C. Teploty
pro produkci spor se mezi kmeny B. bassiana lisily, rozmezi bylo od 15 do 30 °C. Teplotni
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optimum je dal$im specifickym rysem kment entomopatogennich hub. Spory téchto druhii hub
mohou piezivat i pod 0 °C. Kratkodobé& jsou entomopatogenni houby schopny ptezivat i teploty
40-45 °C (Landa et al., 2008). Obecné rozpéti teplot neni univerzalni, protoze kmeny ziskané
z urcitych geografickych oblasti se ¢asto v podminkach napadné odlisuji.

Poslednim sledovanym parametrem v této praci bylo hodnoceni vytéznosti spor
vybranych kmenti entomopatogenni houby B. bassiana na pfirozeném substratu jecnych
kroupach. Hromadna produkce entomopatogennich hub je dilezitym krokem k Gspésné vyrobé
biopreparati. Houby mohou byt masové a levné vyrabény na raznych ptirodnich substratech,
jako jsou napt. kroupy, kukufice, otruby, pSenice, rostlinny odpad a jiné (Goettel, Inglis 1997;
Seema et al., 2013). Nejvyssi vytéznost spor na kroupach dosahoval v této praci kmen
odizolovany z Argentiny. Vytéznost spor byla po 14. dnech 6,42x10° spor B. bassianana 1 g
krup. Autofi Lee Yong et al., (2019), dospéli k podobnym vysledkim ve své praci, kde pro
produkci spor 6 kmenii B. bassiana pouzili jako pfirozeny substrat proso. Rozsah vytéznosti
spor na 1 g substratu byl vrozsahu od 2,1 do 3,8x10° Vyt&znost spor na piirozenych
substratech je opét parametr, ktery je kmenovée specificky.

Téma bakalatské prace bylo zaméfeno na porovnani riistovych a produkénich vlastnosti
vybranych kment, coz je jednim z hlavnich ukazatelli pro vyrobu biopreparati. Nicméné,
dal$im velmi dulezitym ukazatelem pro vyrobu biopreparati na bazi entomopatogennich hub
je virulence potencionalnich kmend, proto musi byt v budoucnu realizovana studie zaméiena

na hodnoceni virulence téchto konkrétnich kmeni entomopatogenni houby B. bassiana.
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7. ZAVERY BAKALARSKE PRACE

1.

4.

Nejoptimalnéjsi byly pro kli¢ivost spor kment entomopatogenni houby B. bassiana
teploty 25 a 30 °C. Naopak pfi teplot¢ 10 °C se klicivost spor hub inhibovala, po 24 h
kli¢il pouze kmen odizolovany z CR.

Argentinsky kmen rostl nejrychleji pfi teploté 30 °C. Kmeny odizolované z USA a
Izraele vykazovaly nejrychlejsi kolonizaci zivného média PDA pfi teplot¢ 25 °C.
Optimalni teplota pro riist a vyvoj kmene z CR byla 20 °C. Nejpomaleji kmeny B.

bassiana rostly pii teploté 10 °C, tato teplota neni pro rist a vyvoj kmeni optimalni.

Teplotni pozadavky kment B. bassiana pro produkci spor nekorelovaly s teplotnimi
pozadavky pro rist a vyvoj. Kmen Argentina byl nejproduktivngjsi pfi teploté 25 °C,
kmen Izrael pii 15 °C, kmen USA pii 20 °C a kmen CR pii 30 °C. Nejproduktivngjsimi
kmeny B. bassiana na umélém médiu PDA byly kmeny CR a USA.

Na pfirozeném substratu byl nejproduktivnéjsi kmen entomopatogenni houby B.

bassiana odizolovany z Argentiny. Druhy nejproduktivngjsi kmen byl z CR. Kmeny

z Izraele a USA byly na kroupach nejméné produktivni.
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9. PRILOHY

Graficky list 1: Stfedové kultury kmenu houby B. bassiana v riznych teplotach kultivace
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