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1. UVOD

V ochrané rostlin péstovanych v konvencnich systémech jednozna¢né pievazuje
aplikace syntetickych pesticidii. Opakovana velkoplo$nd pouzivani téchto pesticidi vede
k cel¢ tadé negativnich jevl. Mnohdy dochazi k nevhodnym, opakovanym aplikacim,
k zasazeni necilovych organismil, ke kontaminaci prostfedi a nasledné kumulaci rezidui ve
vod¢, v pidé, v rostlinach a zivociSnych organismech, k pronikani rezidui do potravnich
fetézcl.

Vyvoj U€innych latek je dlouhodoby a finanéné velmi naro¢ny. Cilem vyvoje je
eliminovat vySe uvedend rizika. S roz§ifovanim poznatkli o piisobeni G€innych latek, vzrista
povédomi o riziku aplikace pesticidi. Zaroven jsou zpifesiiovany a dale propracovany
jednotlivé systémy ochrany rostlin zahrnujici tézZ mechanické, agrotechnické, bioraciondlni a
v neposledni fadé také biologické metody regulace populaci skiidcti. Také v definovani a
vymezeni systémil ochrany rostlin dochazi ke zménam a diverzifikaci, v ptipadé integrované
ochrany rostlin doslo v pribé¢hu doby k vymezeni ,.konven¢ni integrované ochrany rostlin“ a
tzv. ,biointenzivni®. Biointenzivni integrovand ochrana se odklani od vzorcii konvencni
ochrany rostlin a od vyuzivani chemické ochrany smérem k biologickym metodam regulace
populaci sktidcti.

V soucasné dobé vystupuji pii regulaci populaci skodlivych organismi do popiedi
principy trvale udrzitelnych systému, jejichz nedilnou soucasti je respektovani ochrany
zivotniho prostiedi, krajiny a zdravi lidi. Jednou z cest snahy o sniZeni cizorodych latek do
prostiedi je vyuziti ptirozenych vztahti mezi organismy. Parazitace, predace, saprotrofismus a
ostatni vztahy se bézné vyskytuji v agroekosystémech, ¢asto vSak ziistavaji skryty pozornosti
cloveka.

Zejména v poslednich letech se v biologické ochran¢ prosazuji biologické ptipravky
na bazi patogennich mikroorganismt. Mezi tyto mikroorganismy patii entomopatogenni viry,
bakterie, entomoparazitické¢ hlistice a entomopatogenni houby. Tato diplomova prace je
zaméfena na studium vedlejSich ucinkii vybranych druht entomopatogennich hub na
interak¢ni systém ,,parasit — hostitel, s cilem naznacit aroven vzajemné (in)kompatibility. Pro
tuto studii byl — jako modelovy — vybran interakéni systém zahrnujici parasitoida Encarsia
formosa a vyznamného Skidce sklenikovych plodin molice sklenikovou 7rialeurodes

vaporariorum.



2. LITERARNI PREHLED

2. 1. Entomopatogenni houby

Entomopatogenni houby jsou nejdéle znamé a nejcastéji determinované entomopatogenni
mikroorganizmy asociované s hmyzem, protoze jejich rist na povrchu téla riznych druht
hostitell je na rozdil od ostatnich skupin entomopatogennich mikroorganizmii snadno vizudlng
patrny. VéEtSina entomopatogennich hub patii mezi obligatni nebo fakultativni patogeny hmyzu,
ale nékteré mohou za urcitych okolnosti fungovat i jako symbionty. Rlst a vyvoj
entomopatogennich hub je velmi vyrazné limitovan abiotickymi faktory, zejména relativni
vzdusnou vlhkosti (dale r.v.v.) a teplotou. Zejména uzkd zavislost na r.v.v. vyrazné
predeterminuje autekologické charakteristiky a epizootické mechanizmy entomopatogennich hub

v biocen6zach a agrobiocen6zach.

2. 2. Klasifikace entomopatogennich hub

Vyssi taxony hub prosly celou fadou revizi. Jesté v uplynulém desetileti byly nejcastéji a
obecné pouzivané nasledujici vyss$i taxony: Phycomycetes, Ascomycetes, Basidiomycetes a
Deuteromycetes (Fungi Imperfecti, napt. Géumann 1964 podle Landa 1994). Z n¢kolika
odlisnych revizi se pro klasifikaci entomopatogennich hub nejvice ujal upraveny klasifika¢ni
systém Ainswortha (Ainsworth 1973). V tomto klasifikaénim systému jsou nejvysSSimi taxony
hub Myxomycota a Eumycota. V Myxomycota jsou zastoupeny houby vytvarejici plasmodidlni
formy. V Eumycota pak druhy, které zpravidla vytvaii mycelium a netvoii formy plasmodialni.
VSechny entomopatogenni houby patii do Eumycota, kde jsou zastoupeny v podkmenech:
Mastigomycotina, Zygomycotina, Ascomycotina, Basidiomycotina a Deuteromycotina. VétSina
entomopatogennich hub je zastoupena v Zygomycotina (Zygomycetes: Entomophthorales), v
Ascomycotina (Pyrenomycetes: Spheariales; Laboulbeniomycetes: Laboulbeniales) a v
Deuteromycotina ~ (Hyphomycetes: Moniliales), (Landa 1994). Uméla pomocnd skupina
Deutromycotina je €lenéna na pomocné tridy, fady, ¢eledi a rod pouze na zakladé morfologické
podobnosti nepohlavniho rozmnozovani, nikoli podle vyvojového systému (Vana 1996).
Z hlediska praktické biologické ochrany maji dominantni vyznam zéstupci nékolika klicovych
rodt Deuteromycetes (Hyphomycetes: Moniliales), (Landal998). V nasledujicich tabulkéch je
uveden piehled hlavnich taxonti hub spolu s rody, ve kterych jsou zastoupeny druhy

entomopatogenni (McCoy et al. 1988; Samson et al. 1988) ,(Landa 1994).



Tabulka 1. Ptehled klasifikace entomopatogennich hub (Landa 1994)

Subphylum

Classis

Ordo

Genus

Mastigomycotina

Chytridiomycetes

Chytridiomycetes
Oomycetes
Oomycetes

Chytridiales

Blastocladiales
Leganidiales
Saprolegniales

Coclomycidium
Myiophagus
Coelomomyces
Leganidium
Leptolegnia
Couchia

Zygomycotina

Zygomycetes
Zygomycetes

Mucorales
Entomophthorales

Sporodiniella
Conidibolus
Entomophaga
Entomophthora
Erynia
Massospora
Meristacrium
Neozygites

Ascomycotina

Hemiascomycetes

Plectomycetes

Pyrenomycetes

Laboulbeniomycetes

Loculoascomycetes
Loculoascomycetes

Endomycetales

Ascophaerales

Sphaeriales

Laboulbeniales

Mpyriangiales
Pleosporales

Blastotendrion
Metschnikowia
Mycoderma
Saccharomyces
Ascophaera
Cordyceps
Torrubiella
Nectria
Hypocrella
Calonectria
Filariomyces
Hesperomyces
Trenomyces
Myriangum
Podonectria

Deuteromycotina

Hyphomycetes

Moniliales

Akanthomyces
Aspergillus
Beauveria
Culicinomyces
Engyodontium
Fusarium
Gibellula
Hirsutella
Hymenostilbe
Metarhizium
Nomuraea
Paecilomyces
Paraisaria
Pleurodemospora
Polycephalomyces
Pseudogibellula




Sorosporella
Sporothrix
Stilbella
Tilachlidium
Tolypocladium
Sphaeropsidales Lecanicillium
Aschersonia
Tetranacrium

Coelomycetes

Mycelia sterilia Aegerita

Basidiomycotina Phragmo- Septobasidiales Filobasidiella

basidiomycetes Septobasidium
Uredinella

2. 3. Obecna charakteristika vztahii entomopatogennich hub k hostiteliim

Entomopatogenni houby plsobi pfevazné jako ektoparaziti hmyzu. Endoparaziticky
status entomopatogennich hub je pomérné vyjimecny (pouze nekteré druhy z Deuteromycotina a
prevazna ¢ast zastupcl z fadu Laboulbeniales). Hmyzi hostitel je zpravidla infikovan sporami
nebo konidiemi (Zygomycotina), konidiemi nebo blastosporami (Deuteromycotina), zoosporami
(Mastigomycotina) a askosporami (Ascomycotina). V nekterych ptipadech byla zjiSténa iniciace
nakazy 1 jinymi infekénimi propagulemi (sklerotia, sporodochia), (McCoy et al. 1988), (Landa,
Obornik 1997). Vstupni branou infekce je pievazné kutikula hmyzu. V nékterych ptipadech
pronikd patogen do téla hostitele prostfednictvim piirozenych otvora (Ustni orgéany, trachealni
systém, fitni otvor). Transovaridlni pienos hub nebyl doposud prokazdn s vyjimkou
Coelomycidum stimulii u muchnicek a v pfipadé nékterych mutualistickych kvasinek (Tarrant,
Soper 1986).

Entomopatogenni houby parazituji na zastupcich vSech fadit hmyzu. NejCastéji jsou
parazitické mykozy zjiStovany na druzich patficich do fadu plostice (Hemiptera), rovnokiidli
(Orthoptera), ttasnokiidli (Thysanoptera), stejnokiidli (Homoptera), motyli (Lepidoptera),
brouci (Coleoptera) a dvouktidli (Diptera) (Landa 1998). Nejcastéji infikovanym vyvojovym
stadiem hmyzu jsou larvy. Mén¢ Casto jsou infikovany kukly a dospé€lci hmyzu, vajicka hmyzu
jsou houbami infikovdna jen velmi vzicné (Tanada, Kaya 1993). Parazitickd valence
entomopatogennich se pohybuje v rozmezi od druhové specializace (nékteré druhy z
Enthomophthorales) az po Sirokou polyfagii (Deuteromycotina). VétSina druhlt  Siroce
polyfagnich entomopatogennich hub (napt. Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae,
Paecilomyces fumosoroseus, P. farinosus, Lecanicillium lecanii a dal§i) miiZze obecné parazitovat
na velmi Sirokém spektru hostiteld. S Sirokou polyfagii je Casto spojena tvorba druhoveé

identickych nicméné znacné riznorodych kmeni (izolatd), které mohou vykazovat i tzkou



hostitelskou specializaci (McCoy et al. 1988). Typickym ptikladem je tvorba velmi specifickych
patotypi u polyfagnich hub B. bassiana, M. anisopliae a L. lecanii, u kterych je hostitelské
spektrum kmene vyrazné predeterminovano druhem hostitele, z kterého byl konkrétni patotyp
izolovan (Fargues 1976). Druhova specifita entomopatogennich hub ve vztahu k hostitelim je
nejcastéji podminéna fyziologickym stavem hostitele, vlastnostmi kutikuly hostitelského druhu a
nutritivni ~ specializaci  (naroky) patogena (McCoy et al. 1988). Druhova specifita
entomopatogennich hub je nepfimo ovlivnéna i abiotickymi faktory, které jsou typické pro
ekologickou niku hostitele. V komplexu interakei, které podminuji Sifi spektra hostitelskych
druhti hraji vyznamnou ulohu i obranné systémy hostitele. Z obrannych systémi hmyzu se v
obrané proti houbovym nakazam nejCastéji uplatituji tii typy obrannych reakci, které byly
pozorovany v hmyzim hemocelu: 1) fagocytdza, 2) bunééna enkapsulace a 3) humordlni

enkapsulace (napi. Charnley 1984).

2. 4. Vyvojovy cyklus entomopatogennich hub - Deuteromycotina

Vyvoj kazdého z druhli entomopatogennich hub ma sva logicka specifika, kterd jsou
souhrnem interspecifickych vztahti v konkrétnim systému "patogen - hostitel".  Nicméné,
entomopatogenni houby maji charakter konzervativni skupiny patogeni a na souhrn jejich
interakcei s hostiteli 1ze aplikovat obecny model. Vyvoj téchto hub na hostitelich 1ze rozd¢lit do tii
fazi, které zahrnuji primarni interakce mezi patogenem a hostitelem a vyvoj patogena od prvého
kontaktu s hostitelem do ukonceni vyvojového cyklu:
1. Pfichyceni a kliceni konidii na povrchu kutikuly hostitele
2. Penetrace patogena kutikulou do téIni dutiny hostitele, interni proliferace a vytvaieni

povrchové mycelidlni sité (parazitickd fdze vyvojového cyklu)

3. Vyvoj patogena az do faze produkce novych konidii (saprofyticka faze vyvojového cyklu)

Sifeni konidii a mechanismus zaji$t'ujici primarni kontakt konidii s hostitelem jsou
procesy zpravidla nahodilé, které jsou ve vetSing pripadi zprostiedkovany pomoci abiotickych
faktord. K Sifeni konidii nejcastéji dochédzi vétrem nebo vodou (dést’, pohyb vody v ptde, vodni
péry). Castym mechanizmem §ifeni houbovych nakaz v populacich hostitelii je kontakt zdravych
jedinct s jedinci infikovanymi nebo tzv. autodisseminaci, pti které¢ dochazi k Siteni nakazy uvnitt
populace v souvislosti s vnitropopulacnimi procesy (McCoy et al. 1988; Landa 1998). Doposud
je znamo jen malo piikladi Sifeni konidii entomopatogennich hub pomoci biotickych vektort
(napt. rozto¢i, had’atky a hmyzem). Jednim z ptiklada Sifeni houbové ndkazy prostiednictvim

dalsiho ¢lanku v epizootickém fetézci je Sifeni hub z rodu Aschersonia v populacich molic v



citrusovych vysadbach prostfednictvim mykofagnich roztoct z rodu Acalvolia (Osborne, Landa
1992).

Vlastni proces adheze konidie k povrchu téla hostitele je procesem pasivnim, ve kterém
sehravda  klicovou tlohu povrchova struktura konidii. Konidie nékterych druha
entomopatogennich hub jsou pro fazi primarniho kontaktu s hostitelem vybaveny Zelatinovym
nebo mucilagennim povrchem, pomoci kterého vytvareji pevnou vazbu s kutikulou hned pfi
prvém kontaktu (napt. Lecanicillium lecanii, Aschersonia aleyrodis, Hirsutella thompsonii aj.)
(Tanada, Kaya 1993). V jinych piipadech jsou produkovany suché konidie se siln¢ hydrofobnim
a rozmanité strukturnim povrchem. Prichyceni téchto konidii je zajiStovano interakci mezi
dvéma hydrofobnimi povrchy (konidie — kutikula hmyzu), pomoci elektrostatickych sil nebo
molekularnimi interakei mezi latkami, které jsou ptitomny jak na povrchu konidii tak na povrchu
kutikuly hostitele (McCoy et al. 1988). Z latek, které byly zjistény na povrchu konidii nebo
kutikuly hostitele se pii primarni adhezi uplatiiuji napf. hemaglutiny, N-acetylglucosamin,
glykoproteiny, steroly a polarni lipidy (Landa 1998). Specifickd vybava konidii a fyzikalné
chemické parametry kutikuly hostitele vytvareji prekondici moznému vzniku ndkazy a jsou
klicovymi prvky v patogenezi entomopatogennich hub. Rozdily v povrchové struktuie a
biochemickém slozeni konidii jsou nejcastéji zjisStovany pii rozliSovani riznych patotypti té¢hoz
druhu patogena (Boucias et al. 1988; Tanada, Kaya 1993). S adhezi pfimo souvisi i kliceni
konidii. Nekteré povrchové substance na konidiich a kutikule hostitele se ucastni jak adheze tak i
indukce kli¢ivosti konidii (napi. glykoproteiny a cely komplex uhlohydratil), (Boucias, Pendland
1984).

Klic¢eni konidii je prvou aktivni fazi interakce patogena s hostitelem. VétSina druhti
entomopatogennich hub produkuje konidie dostatecné vybavené k vykliceni bez nutnosti
pfijimat externi ziviny. Kliceni konidii tak pfevazné zéavisi na vnéjSich abiotickych faktorech
(r.v.v., teplota), méné pak na svételnych podminkach a na externich zivinach. Kli¢eni konidii
muze byt stimulovdno nebo inhibovano nékterymi latkami, které jsou pfitomny na povrchu
kutikuly hostitele nebo na konidii samotné. V prvé fazi kliceni dochazi k vyraznému zvétSeni
konidie (bobtnani) a ke komplexni ptestavbé stény konidie, po které nasleduje tvorba priméarniho
klicku. Od urcité faze nakli¢eni zac¢ina primarni klicek slouzit jako penetrujici hyfa. V této faze
je jiz patogen zpravidla zdvisly na externim nutricnim zdroji a dochazi k utilizaci latek
pfitomnych v kutikule hostitele (Boucias et al. 1988). Castym jevem spojenym s pieménou
klicku na penetrujici hyfu je tvorba apresorii. V mistech kontaktu apresorii s kutikulou je bézné
zaznamenavana vyrazna enzymaticka aktivita. Ze strany hostitele je pribéh penetrace kutikuly

invazni hyfou ovlivnén stavbou a slozenim kutikuly (stupen sklerotizace, antifungalni aktivita,



biochemické slozeni). Patogen uplatiiuje pfi penetraci kombinaci biochemickych (enzymy) a
fyzikalné mechanickych (tlak penetrujici hyfy) prvka. V prvé fazi penetrace se vice uplatiiuji
biochemické prvky, v posloupnych sekvencich jsou produkovany lipdzy -> protedzy -> a
chitindzy (Samsinakova et al. 1977). Na koncich penetrujicich hyf byly nejcastéji zjistovany
enzymy ze skupin proteaz, aminopeptiddz, lipdz, esterdz a N-acetyl-glucosamidaz (chitinaz),
(Ratault, Vey 1977). Koncova S$picka invazni hyfy pronikd enzymaticky naruSenou kutikulou
hostitele a tlakem prorazi kutikulu v enzymaticky naru$eném misté penetrace. Castym mistem
penetrace jsou méné sklerotizované ¢asti na povrchu téla (Landa 1998).

Po penetraci invazni hyfy do t¢lni dutiny hostitele nastupuje vlastni paraziticka faze
vyvoje patogena. V této fazi vyvojového cyklu patogen rychle kolonizuje téIni dutinu hostitele a
vyuziva latky vazané v télnich tkanich (Weiser 1966). Za timto ucelem tvoii vétSina
entomopatogennich hub riizné typy heterogennich tenkosténnych télisek (blastospory, kvasni¢na
téliska, hyfalni téliska a fragmenty), ktera se rychle mnozi pucenim. Kromée téchto télisek jsou v
hemolymf¢ hostitell Casto zjiStovany i1 volné protoplasty (Samson et al. 1988). Kromé
formovani uvedenych typa télisek je pro tuto fazi vyvoje entomopatogennich hub typickd i
zvysena produkce riiznych primarnich a sekundarnich metabolitl. Obecnou funkci metabolitil je
uvolnovani a ucast v procesu vyuzivani zivin z tkani hostitele (priméarni metabolity), potlaceni
imunitnich obrannych reakci hostitele a vytvafeni prostiedi nevhodného pro kolonizaci
napadeného hostitele jinymi druhy patogennich nebo saprofytickych mikroorganizmi
(sekundarni metabolity), (McCoy et al. 1988; Tanada, Kaya 1993). Interakce mezi hostitelem a
patogenem maji prevazné akutni charakter (ndkaza koncici usmrcenim hostitele), pomérné
vyjimecné jsou chronické mykoézy. Z uvedeného je ziejmé, ze usmrceni hostitele patogenem je
zpusobeno 1) potravni deficienci hostitele, 2) invazi patogena do télnich tkani hostitele a jejich
destrukci a 3) produkei toxintl. Smrti hostitele kon¢i paraziticka ¢ast cyklu a vyvojovy cyklus je
uzavien fazi saprofytickou.

V saprotrofni fazi vyvojového cyklu tvofi vétSina entomopatogennich hub mycelialni
masu uvnitf té€lni dutiny usmrceného hostitele (mumifikace hostitele). Z mycelidlni masy pak
na povrch téla mumifikovaného jednice proristd mycelium, na kterém se tvoii druhové
specifické konidiofory, jejichz pfitomnost signalizuje pocatek posledni casti vyvojového
cyklu patogena - konidiogenezi. V této fazi jsou nejpatrnéjSi morfologické rozdily mezi
jednotlivymi druhy entomopatogennich hub (konidiofor - tvar a velikost konidii - uspotfadani
konidii atd.). Druhy entomopatogennich hub vyskytujicich se a pisobicich pfevazné v pudé
(napt. M. anisopliae.B. bassiana) zpravidla vytvareji husté povrchové mycelium tvorené

kratkymi hyfami a kratké konidiofory, na kterych jsou konidie produkovany v obrovské mase



po celém povrchu téla. Entomopatogenni houby parazitujici na Skidcich nadzemnich casti
rostlin (napt. L. lecanii, P. fumosoroseus) vytvéreji bohaté vzdusné mycelium, které se
rozrustd 1 do okoli usmrceného hostitele. Konidie jsou produkovany v utvarech, které
usnadnuji Sifeni ndkazy kontaktem (mucilagenni hmotou pokryté balicky konidii u L. lecanii)
nebo Sifeni nakazy prostiednictvim vody a vétru (silné hydrofobni konidie v dlouhych

tetizcich u P. fumosoroseus), (Hall 1981; Osborne, Landa 1992; Tanada, Kaya 1993 a dalsi).

Obrazek 1: Obecné schéma vyvojového cyklu entomopatogennich hub (Landa 1998)
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2. 5. Vliv prostredi na vyvoj entomopatogennich hub

Vn¢éjsi prostiedi ma na pribéh infekce a vyvoj patogena velmi vyrazny vliv. V potadi
klesajici relevance se nejvyrazngji uplatiuji vlhkost a teplota, mensi vyznam maji ostatni slozky
prostiedi (slozeni a pohyb vzduchu, svétlo a fotoperioda). Faktory prostfedi ovliviiuji zejména
Sifeni konidii, kliceni konidii, penetraci invazni hyfy kutikulou a sporulaci. Vyvoj
entomopatogennich hub ve fazi kolonizace téIni dutiny je abiotickymi faktory ovliviiovdn mén¢
vyrazn¢ (Tanada, Kaya 1993). Optimalni teplotni zona aktivity vétSiny entomopatogennich hub
se pohybuje v rozmezi 20 — 30 °C. Kli¢eni konidii probih4 nejrychleji pfi teplotach okolo 25 °C.
Konidie deuteromycet v dormantnim stavu vSak snadno piezivaji i dlouhodobé zmrazeni a

kratkodobé i teploty v rozmezi 45 — 55 °C (McCoy et al. 1988). Kli¢ovym faktorem prostiedi je



vlhkost. Vétsina konidii entomopatogennich deuteromycet kli¢i pouze pfii r.v.v. vyssi nez 90 %,
ale pfimé smoceni konidii ve vodé mutize kli¢ivost inhibovat (Landa 1994). Obdobné i v obdobi
sporulace vyrazné stoupaji naroky na vysokou r.v.v. a vétSina entomopatogennich hub dobie
sporuluje pouze pfi r.v.v. nad 92,5 % (Walstad et al. 1970). V ptipadé nevhodnych vlhkostnich
poméra v prostiedi vytvaii vétSina entomopatogennich hub uvnitt té€la infikovaného hostitele
rezistentni hyfy a saprofytickou f4zi vyvoje kompletizuje az pti vhodnych podminkach. Nizsi
r.v.v. je v fadé piipadii vyhodna pro fazi Sifeni konidii zejména pak u téch druhd hub, které
produkuji konidie s hydrofobnim povrchem bez mucilagenniho pokryvu (napt. B. bassiana, M.
anisopliae, P.fumosoroseus a jiné druhy hub), (Gottwald, Tedders 1982). V souhrnu interakci
"patogen - % r.v.v." se vice prosazuje vliv mikroklimatu neZ hodnoty zjisténé v
makroklimatickém okruhu. Piikladem jsou odlisné poméry na povrchu listu v misté piimé
interakce "patogen - hostitel" nez obecné hodnoty namétené v okolnim prostiedi. V porovnani s
ostatnimi faktory prostiedi je vlhkost jednoznacné faktorem nejvyznamnéj$im (Landa 1994).

Piimy vliv svétla na prabéh infekce a vyvoj entomopatogennich hub neni doposud
podrobné zndm uz z toho ditvodu, ze svételné parametry koreluji s dominantnimi faktory (r.v.v.;
teplota) a hodnotit oddélené tcinek svétla od téchto faktort je pomérné slozité. Svétlo negativné
ovliviiyje zivotnost konidii v prostiedi zejména podilem paprski UV spektra. Kratké ultrafialové
paprsky maji vyraznou fungicidni G¢innost a ovliviiuji zivotnost konidii v pritbéhu jejich Sifeni v
prostredi, fazi vzniku nékazy a také klicivost konidii. V nékterych piipadech bylo prokazano, ze
svétlo indukuje vyrazné vyssi produkci konidii a také produkci nékterych doprovodnych
substanci (napt. A. aleyrodis, viz podrobnéji dale), (Landa et al. 1989; Osborne, Landa 1992).
Vétsina druhti entomopatogennich hub, které se vyskytuji v populacich Skiidcii na nadzemnich
¢astech rostlin vykazuje pozitivni fototaxi, kterd se projevuje v charakteru kultur na povrchu téla
usmrceného hostitele. Orientace hyf v myceliu, postaveni kondioforii a orientace novych konidii
jsou vlivem svétla siln¢ ovlivnény (McCoy et al. 1988; Tanada, Kaya 1993).
2.6. Nejvyznamnéjsi rody a druhy entomopatogennich hub — Deuteromycotina

V Deuteromycotina je zastoupena pievazna ¢ast rodt/druhti entomopatogennich hub,
které maji prakticky nebo potencidlni vyznam v biologické ochrané rostlin. S ohledem na
praktické vyuziti jsou jednoznacné nejvyznamnéjsi skupinou Deuteromycet druhy patiici do
ttidy Hyphomycetes, tadu Moniliales. Nakazy vyvolané témito houbami se obecné nazyvaji
,muskardiny*. Druhou nejvyznamnéjsi skupinu entomopatogennich hub tvofi druhy patfici do
radu Entomophthorales (Zygomycotina; Zygomycetes). V porovnani s predchozi skupinou vsak

jde ptevazné o obligatni patogeny hmyzu a jejich praktické vyuziti nardzi na problém umélych
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kultivaci. Vétsinu druhii patticich do Entomophthorales nelze kultivovat béznymi kultivaénimi
metodami. Entomopatogenni houby z tddu Entomophthorales se proto prosazuji jako ptirozené
se vyskytujici bioagens, které vyvoldvaji spontanni epizootie v populacich skiidcii. V nasledujici
tabulce jsou uvedeny pouze vybrané rody a druhy nejvyznamngjSich vlaknitych

entomopatogennich hub (Landa 1994).

Tabulka 2. Nejvyznamnéjsi druhy entomopatogennich hub (Hyphomycetes, Moniliales), (Landa
1994)

Genus Species Obecna charakteristika
A fh avis Véela medonosna komati z rodu Culex
. A. parasiticus
Aspergillus :
A. versicolor Produkce aflatoxinu
a dalsi druhy
B. bassiana o, . .
S Siroce polyfagni entomopatogenni druhy
. B. brongniartii .
Beauveria B tenella Orthoptera, Hemiptera, Coleoptera,
a dalsi druhy Lepidoptera, Hymenoptera, Diptera
Hirsutella H. thompsonii akarifagni houba, Tetranychus urticae,
Phyllocoptruta oleivora
M. anisopliae Siroce polyfagni entomopatogenni houby
Metarhizium M flavoviridae Orthoptera, Hemiptera, Coleoptera
Lepidoptera, Diptera
N. rileyi )
Nomuraea N, atypicola housenky Lepidoptera
P. fumosoroseus Siroce polyfagni entomofagni, akarifagni
P. farinosus a nematofagni druhy, Orthoptera,
Paccilomveces P. lilacinus Thysanoptera, Homoptera, Coleoptera,
Y P. variotii Lepidoptera, Diptera
a dalsi druhy rozto¢i Tetranychidae,
had’atka Glogodera, Heterodera
Tolypocladium T. cylindrosporum Diptera, Culicidae
I lecanii Siroce polyfagni entomopatogenni druh
Lecanicillium L‘ Siusisporum Thysanoptera, Homoptera, Lepidoptera,
’ P Coleoptera, Diptera

Houby jsou nejcastéjsi zaznamenanou skupinou patogenti. Dominantni postaveni maji
druhy zastoupené v fadech Entomophthorales (obligatn¢ entomopatogenni houby) a Moniliales
(pfevazné fakultativné entomopatogenni vlaknité¢ houby). Z rodt fadu Entomophthorales jsou

nejvice detekovany houby rodu Entomophthora, Conidiobolus, Entomophaga, Neozygites,
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Zoophthora, Erynia, Empusa a Culicicola, zt4du Moniliales rody Ascersonia, Hirsutella,

Lecanicillium, Beauveria, Paecilomycetes, Fusarium, Penicillium a Pleurodesmospora (Poinar,

Poinar 1998).

Tabulka 3. KIi¢ rodl nejznamé;jsich akarifagnich hub (Poinar a Poinar 1998)

1. | Mycelium neptehradkované; velké konidie, na jednom konci s adhezni
plochou; konidiofory obvykle jednobunécéné Entomophtora
1. |Mycelium prehradkované; malé konidie, bez adhezniho disku; 5
konidiofory obvykle vicebunécné
2. |Podlouhlé konidiofory, €asto prodluzuji délku téla hostitele; fialidy
o o Hirsutella
vznikaji samostatné na konidioforu
2. | Konidiofory casto nejsou protahlé, fialidy ¢asto v hroznech 3
3. | Konidie kryté mucilagennim povrchem, vyvijeji se v hroznech na konci
. Lecanicillium
fialid, které tvori presleny
3. | Konidie nepatrné kryté mucilagennim povrchem, vznikaji samostatné A
nebo v fetizcich na konci fialid
4. |Konidie globoidniho tvaru, vznikaji samostatné¢ na fialidach, které
) o ) Beauveria
svym sklonem vytvareji charakteristickou ,,cik-cak* formu
4. | Elipsoidni konidie, vznikaji v fetézcich na rovnych konidioforech Paecilomyces

2.7. Charakteristika nejvyznamnéjsich rodii a druhii entomopatogennich hub
2.7.1. Rod Aschersonia

V ramci rodu Aschersonia (Deuteromycotina, Coelomycetes) je doposud evidovano pies
50 druht hub uzce specializovanych na ¢ervce (Coccidea) a molice. Pfirozeny vyskyt téchto hub
je exkluzivné vazan na subtropické a tropické oblasti. V souvislosti s uzkou specializaci jsou v
ramci rodu Aschersonia odliSovany druhy, které parazituji vyhradné na cervcich (skupina
Lecaniicolae), a druhy parazitujici vyhradné na molicich (skupina Aleyrodicolae). Do skupiny
Aleyrodicolae patii kromé nejrozsitenéjSiho druhu A. aleyrodis Webber 1 druhy A. flava, A.
goldiana, A. flavocitrina, A. placenta, A. viridans a dalsi. Houby z rodu Aschersonia predstavuji
anamorfni stadium jehoz perfektni teleomortni stadium patti do rodu Hypocrella (Ascomycotina,
Sphaeriales). Z hlediska potencidlniho vyuZiti v biologické ochrané proti molicim je jednoznacné

nejvyznamnéj$im a nejstudovangjSim druhem houba Aschersonia aleyrodis, ktera je béznou
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soucasti entomopatogenni mykoflory v agroekosystémech citrusovych sada. Poprvé byla zjisténa
a popséana na pocatku stoleti po izolaci z molice citrusové Dialeurodes citri v prabéhu ptirozené
epizootie v citrusovych sadech na Floridé (Fawcett 1908; Petch 1921). Kromé molice citrusové
byla nasledn¢ zjisténa i na dalSich druzich molic, z nichz mezi nejvyznamnéjsi patii 7.
vaporariorum, T. abutiloneus, B. tabaci, B. giffardi, D. citrifolii, Aleurocanthus woglumi a

Tetraleurodes acaciae.

vetenovité pyknospory Taxonomie houby Aschersonia aleyrodis
mycelialni Y .
:tmma 7 \ RiSe: Fungi
N o,
= Odd¢leni: Eumycota
T \ Pomocné oddé€leni: Deuteromycota
knospor pyknida s
.. y Pomocna ttida: Coelomycetes

fialidy Rad: Sphaeropsidales

Rod: Aschersonia

pyknospora | Druh: Aschersonia aleyrodis

V pfirozenych agroekosystémech je nakaza iniciovdna a Sifena v populacich molic
prostfednictvim pyknospor. Pyknospory A. aleyrodis jsou jednobunécéné, fusiformni,
vietenovitého tvaru, se zfetelnymi inkluzemi v protoplazmé (3 - 5 inkluznich kapek uvnitf
vyzralych pyknospor) a jsou produkovéany phialidami ve form¢ mucilagenni masy. Phialidy jsou
ulozeny v pyknidach, které se formuji v hustém mycelidlnim stromatu na povrchu usmrceného
hostitele (Samson, Rombach 1985). BéZnou soucasti mucilagenni masy pyknospor je -karoten,
ktery zptsobuje nejen typické zbarveni samotné masy pyknospor, ale je i pti¢inou nacervenalého
zbarveni infikovanych larev (Landa et al. 1989). Vyznam ptitomnosti f-karotenu v mucilagenni
mase pyknospor neni doposud uspokojivé vysvétlen. Pravdépodobna uloha B-karotenu je v
ochrané pyknospor proti negativnim u¢inkim slune¢niho zéafeni (Osborne, Landa 1992).

Pribéh infekce molic houbou A. aleyrodis probihd podle klasického schématu, jak bylo
popsano v predchazejici ¢asti. Po kontaktu pyknospory s povrchem téla hostitele se pyknospora
prichyti na povrch téla pomoci povrchové mucilagenni hmoty a béhem 24 hodin kli¢i. Primarni
hyfa penetruje exoskeletem hostitele do télni dutiny, kde jsou v nasledné fazi vyvoje
produkovana heterogenni hyfova téliska, kterd postupné vypliuji télni dutinu. V té fazi
vyvojového cyklu patogena je jiz larva hostitele usmrcend, zcela mumifikovand a zaroven konéi

paraziticka faze vyvoje patogena a vyvojovy cyklus piechdzi do konecné, saprofytické faze
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vyvojového cyklu. V této fazi se jiz daji infikované larvy snadno odlisit od larev zdravych.
Plvodné priihledny povrch téla larvy dostava mlééné, mirné nacervenalé zbarveni. Saprofyticka
faze vyvojového cyklu za¢ind momentem prorustani mycelia na povrch téla usmrcené larvy a
vytvarenim phialid v pyknidach, které se ve form¢ ptesné¢ lokalizovanych okrouhlych zoén
objevuji na povrchu stromatu. V obdobi maximalni produkce masy pyknospor se jiz infikovana
larva zfeteln¢ odliSuje od larvy zdravé. Masa pyknospor je zfetelné¢ vybarvena (Cervena,
oranzovd, Zlutd) a infikace larvy je vizualné zfejma a zfetelnd. V praktické determinaci
kment/druhi hub z rodu Aschersonia je vzhledem k barvé pyknididlni masy uzivana i prakticka
terminologie, v ramci které je pro oznaceni kmene pouzivan (v kombinaci s informaci o arealu
vyskytu) pfevazujici typ zbarveni. V literatufe je tak mozné narazit na oznaceni typu "kubanska
cervend", "kubanska Zlutd", "vietnamska oranzova", "Cinskd Cervend" apod. (Procenko 1967;
Landa 1983).

A. aleyrodis infikuje téméf vyhradné larvalni stddium molic. Infekce dospélcti timto
patogenem jsou zjistovany jen vyjimecné (Osborne, Landa 1992). Infikace hostitele ve stadiu
vajicka nebyla doposud prokazana. Nejcitlivgjsi viici infekei jsou larvy 1. - 2. instaru. Citlivost
larev vysSich instari mirn€ klesd, nicméné i na synchronizovanych populacich larev 4. instaru
1ze vyvolat vysokou frekvenci nadkazy (Landa 1984; Fransen 1987; Osborne, Landa 1992).

Vyznam A. aleyrodis (ale 1 jinych zastupcl z rodu Aschersonia) jako stabilizujiciho
prvku agrobiocendz citrusovych vysadeb v subtropickych a tropickych oblastech je znam jiz od
pocatku stoleti, a i v soucasnosti patii k nejznamé;jsim piikladim samovolné ucinnosti bioagens,
nevyzadujictho umélé introdukce inokulativniho nebo inundativniho charakteru. Z tohoto
citrusovych vysadbach na Floridé (Fawcett 1908; Fawcett 1910; Petch 1921; McCoy 1985 a
dalsi). Prvé pokusy zamétené na zamérné introdukce tohoto bioagens do agroekosystému
sklenikli byly uspésné realizovany v SSSR (Procenko 1967; Primak, Chizik, 1975; Solove;j,
Kolcov 1976) a nasledné i fadé dal$ich zemi. V CR byla 4. aleyrodis poprvé testovana jiz v roce
1976 a v provoznich pokusech byla odzkouSena v letech 1981 - 1982 (Landa 1983; 1984). V
Evropé byl tento patogen odzkousen ve sklenicich v Nizozemi (Ramakers, Samson 1984),
Svédsku, Velké Britanii a Bulharsku (Samson, Rombach 1985). Pies fadu velmi pozitivnich
zkuSenosti z G¢innosti tohoto patogena neni doposud jeho pouzivani béZznou zalezitosti a stale ma
vice méné€ pokusny charakter. Hlavni pfi¢iny tohoto stavu Ize definovat nésledovné:

1. Problematicka velkokapacitni produkce standardni biomasy pyknospor
2. Perfektné komercionalizovany systém biologické ochrany zalozeny na introdukcich

parazitoida Encarsia formosa
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3. Vysoké naklady spojené s registraci biopreparatii na bazi entomopatogennich hub

A. aleyrodis patii mezi fakultativni patogeny, které je mozno kultivovat na riznych
zivnych ptidach a substratech. Nicméné, v porovnani s jinymi druhy entomopatogennich hub,
(zeyjména pak s hlavnimi zastupci vlaknitych deuteromycet) je kultivace A. aleyrodis spojena s
fadou problémil (Landa 1984, Fransen 1990). 4. aleyrodis byla dosud produkovana pouze
formou povrchovych resp. stacionarnich kultivaci na umélych zivnych ptidach a substratech. Pii
kultivaci formou povrchovych kultur na umélych zivnych ptidach byl nejrychlejsi radidlni rast
mycelia a nejvyssi sporulace zaznamenany na SDA (Sabourand-Dextrose Agar) a na PDA
(Potato-Dextrose Agar). Podstatné nizs$i sporulace byla zjisténa pii povrchové kultivaci na
sladinkovém a kukuficném agaru (Landa, Jiranova 1989). Kromé odliSnosti v kvantitativnich
parametrech vykazovaly kultury patogena kultivované na uvedenych Zivnych mediich i vyrazné
morfologické odlisnosti. Z nejvyznamnéjsich lze uvést pocet a velikost pyknid (ptimo korelujici
s produkci pyknospor) a intenzitu vybarveni kultur v diisledku piitomnosti -karotenu (Landa et
al. 1989). Obdobné rozdily byly zjiStény 1 pfi kultivaci 4. aleyrodis na ptirozenych rostlinnych
substratech (napf. pSenice, ryze, drcena kukufice, drcend bobova a hrachovéd zrna, pohanka,
proso apod.). Nejvyssi produkce pyknospor byla zjisténa pti kultivaci na prosu a ryzi (Landa
1983; Landa, Jiranova 1989). Laboratorni a poloprovozni kultivace zaméfené na levnou
produkci relevantniho mnoZzstvi pyknospor A. aleyrodis na piirozenych substratech byly
realizovany 1 v zahrani¢i. Jako nejvhodngjsi se ukazala byt sterilizovana pSeni¢nd a ryZova zrna
(Procenko 1967) nebo proso (Fransen 1987). Doposud vSak neni vefejné zndma a dostupna
standardni technologie produkce A. aleyrodis, kterd by mohla byt zdkladem pro vyvoj
biopreparatu na bazi tohoto patogena. V CR byla produkce A. aleyrodis zajisfovana pouze pro
pokusné ucely a celkova produkce pyknospor nikdy neptesahla moznost jednorazoveé aplikovat
patogena na ploSe piesahujici 1 ha. V roce 1994 se o produkci 4. aleyrodis pokusila firma
Koppert BV (Nizozemi), kterd na trh uvedla experimentalni vzorek biopreparatu na bazi houby
A. aleyrodis. Technologicky postup produkce pyknospor neni zndm. Biopreparat méa podobu
uzkych podlouhlych granuli, ve kterych jsou pyknospory finalizovany spolu s nezndmym
rozpustnym nosi¢em. Koncentrace pyknospor v granulich je velmi vysoka a pohybuje se fadove
na trovni 1.2 - 2.7 x 10" v 1 gramu biopreparatu. Nicméné vitalita pyknospor byla velmi nizka a
biopreparat nikdy nebyl zaveden na trh. V principu se aZz doposud jednd o jediny piipad

naznacujici, Ze byla zavedena produkce 4. aleyrodis v mite ptesahujici laboratorni rozméry.

Tabulka 4. Pfehled entomopategennich hub z rodu Aschersonia (Fransen 1990)
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Aschersonia sp.

Druh hostitele

Oblast vyskytu

T.vaporariorum, B.tabaci,

Florida, Puerto Rico,Kuba,

A. aleyrodis D. citri, D. citrifolii,.. Venezuela, Mexiko

A. andropoginis Bemisia giffardi Florida, Brazilie, P.Rico
A. aurantiaca Paraleyrodes perseae Florida, Surinam, Panama
A. blumenaviensis nespecifikovan Brazilie

A. brunnea nespecifikovan Brazilie

A. columnifera nespecifikovan Florida

A. fimbriata nespecifikovan Mauritius

A. goldiana T. vaporariorum, D.citri gioe’;iia}{ilzzlifléiezuela

A. intermedia A. woglumi Chile

A. taitensis nespecifikovan Tahiti

A. viridans (*) D.citri, D.citrifolii Kuba

A. acutispora (+) nespecifikovan Australie

A. badia (+) nespecifikovan Sri Lanka, Filipiny, Vietham
A. crenulata nespecifikovin Zapadni Afrika

A. confluens T. vaporariorum, B. tabaci | Indie, Sri Lanka, Filipiny
A. duplex nespecifikovin Australie, Novy Zéland

A. flava T. vaporariorum Sri Lanka

A. hypocreoidea Acudaleyrodes africana Japonsko, Sri Lanka, Filipiny
A. papillata T. vaporariorum Sri Lanka

A. placenta Z;Z’{eré ifzziacn;;rz;’lia Indie, Java, Sri Lanka

A. samoensis nespecifikovan Sri Lanka, Samoa

A. tamurai T. vaporiorum, D. citri Japonsko
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2.7.2 Rod Beauveria

konidiogenni bunka . .
vejtité konidie (fialida) Taxonomie hub rodu Beauveria

\ \ Rise: Fungi

stopecka Oddéleni: Eumycota
(sterigma)

Pomocné odd¢€leni: Deuteromycota
zoubkované Pomocna ttida: Hyphomycetes

vieténko
Rad: Moniliales
hroznovité

konidiofory Rod: Beauveria

myceliové viakno (hyfa)

Rod Beauveria reprezentuji prevazné Siroce polyfagni houby, které se bézné vyskytuji
v piid¢ a parazituji na pidnim hmyzu, resp. na stadiich hmyzu, ktera se vyskytuji v ptd¢ (napft.
pii prezimovani), (Landa 1998). Jeji vyskyt na sktidcich kolonizujicich vyhradné nadzemni ¢asti
rostlin je velmi fidky (Weiser 1966). Nejvyznamnéjsi zastupci rodu Beauveria jsou B. bassiana
(Bals.) Vuill., B. brongniartii (Bals.) Vuill. a B. tenella (Bals.) Vuill. V sortimentu hostitelii jsou
zastoupeni zastupci z fadt rovnoktidli (Orthoptera, napt. krtonozky), brouci (Coleoptera, napf.
larvy a kukly chroustli a chroustkli, mandelinky bramborové, lalokonoscti a mnoha dalSich
druhtt), larvy a kukly motyli (Lepidoptera) a dvouktidlého hmyzu (Diptera). Byly izolovany
také kmeny vykazujici vysokou virulenci na zastupcich stejnokiidlého hmyzu (Homoptera, napf.
na molicich a msicich), (Landa 1998).

V ptirod¢ pietrvava druh B. bassiana v povrchovych vrstvach pudy jako mycelium
jednak na uhynulych jedincich infikovaného hmyzu, jednak na organickych zbytcich
(saprofyticka faze). Jako hostitel houby B. bassiana bylo zaznamenano ptes 200 druhti hmyzu
z deviti fadh (predevsim Lepidoptera a Coleoptera). Navzdory velkému mnozstvi hostitelti byly
pouze ziidka sledovany epizootie zpusobené houbou B. byssiana u piirozenych populacich
Skiidct (Feng ef al. 1994).

Na umélych zivnych ptidach i na pfirozeném hostiteli vytvari mycelium mlééné bilé
barvy. Konidie jsou globoidniho az subgloboidniho tvaru, velikost 2,0 — 3,0 X 2,0 — 2,5 um.
Konidiogenni struktury tvoii husté shluky, hrozny. Optimalni teplota ristu je 23 — 26 °C,
maximalni teplota pro rist mycelia je 28 — 31 °C (Dirlbekova 1991).
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B. bassiana je mozno snadno kultivovat na pevnych i tekutych zivnych ptdach. Pro
masovou produkci jsou vyuzivany dvoufazové a submerzni technologie kultivace. Pti submerzni
kultivaci vznikd Casto smés blastospor a konidii. Konidie vznikaji téméf stejné rychle jako
blastospory, jsou vsak stalejsi (Feng et al. 1994). V Ceské republice byla vyvinuta metoda
pramyslového zpracovani. Kultivace aktivnich c¢astic hub, tj. konidii, se provadi
v polyetylenovych polstafich metodou vzdusné povrchové kultivace (doba inkubace 12 dni,
teplota 27 °C). Z jednoho kultivaéniho politaie o uZitkové plose 1000 cm® se ziska suchy
preparat o vaze 10 g, ktery obsahuje 10" konidii. Padesat grami &istych konidii stadi na oSetieni
1 ha pole zamoteného Sktidcem (napt. mandelinkou bramborovou). Pro finalizaci preparatu se
smichéavaji granule s plnidly a smécedly na vysledny 10 % preparat, vSe se rozmélni na jemny
prasek, ktery se fedi vodou na vhodné koncentrace 10" az 10" konidii dle typu a instaru $kidce.
Vysledny mykoinsekticid byl nazvan BOVEROL. BOVEROL, a¢ primarn¢ urcen k boji s larvami
mandelinky bramborové, je pouzitelny proti fadé dalSich skiadci, jako napt. Ostrinia nubilalis,
Cydia pomonella, dal$i druhy obale¢ii u ovocnych kultur, proti ponravdm chroustti, larvam
nosatci na kofenech uzitkovych rostlin atd. (SamsSindkovd, Kélalova 1983). BOVEROL
v soucasné dobé€ neni uveden seznamu registrovanych ptipravki (Anonym 2003b).

V zahraniéi je k dispozici fada biopreparati na bazi B. bassiana a B. brongniarttii, které
jsou pouzivany zejména v lesnictvi a okrasném zahradnictvi. Proti Sirokému sortimentu Skiidcii
rychlené zeleniny a okrasnych kvétin se pouzivé piipravek MYCOTROL firmy Mycotek (Landa
1998).

2.7.3. Rod Metarhizium

ovalné konidie

‘7 Taxonomie houby Metarhizium
anisopliae
Rise: Fungi

Oddéleni: Eumycota

fetizky

konidii Pomocné oddéleni: Deuteromycota

Pomocna ttida: Hyphomycetes
Rad: Moniliales

konidiogenni buriky Rod: Metarhizium

( (fialidy)

myceliové viakno

o Druh: Metarrhizium anisopliae
konidiofory
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M. anisopliae (Metsch.) Sorok. a M. flavoviridae W. Gams & Rozsypal reprezentuji
Siroce polyfagni houby, které jsou prevazné vazany na pudni hmyz (rovnokitidli, brouci a
dvouktidli), (Landa 1998). Spolu s B. bassiana patii M. anisopliae mezi nejrozsitenéj$i druhy
entomopatogennich hub. M. anispoliae bylo jako patogen zaznamenéano na vice nez 200 druzich
hmyzu (Veen et al. 1968). Nékazy vyvolané M. anisopliae jsou oznaCovany jako zelené
muskardiny, protoZe infikovany jedinec proristd hustou, tmaveé zelenou masou mycelia a konidit
(Hrdy et al. 1991).

Houby rodu Metarhizium se bézn€ vyskytuji v ptidach oblasti mirného pasma, subtropt a
tropt. Podobné jako B. bassiana jsou b&znou slozku pid i na izemi CR, kde piisobi jako
prirozeni regulatoii v populacich pidniho hmyzu (Landa 1998). M. anisopliae je houba
ekologicky vazana na vlhké, teplé prostiedi, proto je nejcastéji u pidnich stadii hmyzu (Weiser
1966). Jeji teplotni optimum lezi pii 20 az 25 °C. Termofilni M. anisopliae je nespornd ve
srovnani s B. bassiana a P. farinosus. Pti 10 °C potiebuje M. anisopliae témét dvojnasobek Casu
na zahgjeni sporulace nez B. bassiana. Rlzné studie ukazaly, Zze B. bassiana a P. farinosus jsou
schopny kli¢it a rist dobfe a takto infikovat hostitele pii teplotach pod 10 °C, zatimco M.
anisopliae toho schopno neni (Véanninen et al. 1995).

Nékaza u hmyzu probihd 4 az 6 dni, podle velikosti a druhu hmyzu a infekéni davky.
Béhem této doby nakazeny jedinec postupné ztraci pohyblivost, nepfijima potravu, objevuji se
hnédé skvrny na pokozce. V kone¢ném stadiu hostitel nereaguje na podrazdéni a pozvolna hyne.
K dal§imu rozvoji mycelia a fruktifikaci dochazi jen pii nalezité vlhkosti prostfedi. Hyfy
proristaji pokozkou ven a na povrchu tvofi bilé az nartzovélé mycelium. Radialné vyrustaji
zpovlaku hyf kratké konidiofory tésn¢ pfimknuté k sobé do napadnéjSich svazeckl. Z nich
vyrustaji konidie. Jsou ty€inkovité 3,5 um a 6,5 az 7,2 um dlouhé, jsou v fetizcich pfimknuty
k sobé¢, takze na povrchu hostitele jsou napadné Spalicky. Jsou zelenosedé az olivové zelené
(Weiser 1966).

Biopreparaty na bazi Metarhizium anisopliae jsou velkoplo$né aplikovany zejména
v zemich Jizni Ameriky (Brazilie, Argentina, Kolumbie), (Landa 1998). Hrdy ef al. (1991) uvadi
pouziti M. anisopliae jako mykoinsekticidu ve Francii v davce 1 — 2 kg/ha proti plosticim a

brouktm.
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2.7.4. Rod Paecilomyces

fetizky konidii

Taxonomie rodu Paecilomyces
Rise: Fungi

Oddé¢leni: Eumycota

Pomocné oddé€leni: Deuteromycota
o omae Pomocna ttida: Hyphomycetes
Rad: Moniliales

Rod: Paecilomyces

konidiogenni bunka
(fialida)

lahvicovité
konidiofory

Entomopatogenni houba Paecilomyces fumosoroseus (WIZE) Brown & Smith
(Deuteromycotina, Hyphomycetes) patii v porovnani s ostatnimi druhy entomopatogennich hub
(Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae, Lecanicillium lecanii aj.) k doposud pomérné
malo studovanym druhtim. K explozi z4jmu o tohoto patogena doslo v souvislosti s vyraznym
vzestupem Skodlivosti molice B. tabaci v polnich agroekosystémech na jihu USA. Od roku 1987
byly v populacich molice bavinikové na riznych hostitelskych rostlinach/lokalitach na Floridé
zaznamenavany pravidelné spontanni epizootie vyvolané timto patogenem a v roce 1988 byl
odisolovan kmen P. fumosoroseus (dale téz PFR), ktery vykézal schopnost vyvoldvat dramatické
epizootie nejen v populacich molice bavlnikové, ale i dalSich druhd Sktidci. Tento ndlez
inicioval intenzivni vyzkum, ktery vyustil v neobvykle rychly vyvoj biopreparatu na bazi PFR,
ktery je pod obchodnim nazvem PFR 97 WDG - Apopka® piihlasen k registraci v fadé zemi
svéta, véetnd CR.

P. fumosoroseus je kosmopolitné rozsifeny druh Siroce polyfdgni entomopatogenni
houby. Patogen byl popisovan a evidovan pod fadou riznych jmen (napt. Isaria fumosoroseus
WIZE, Spicaria aphodii Vuill.; Spicaria cossus Portier & Sartory; Penicillium hibernicus
Kennelly& Grimes; Penicillium isarioides Inagaki; aj.) (Samson, Rombach 1985; Osborne,
Landa 1992).

Rod Paecilomyces byl definovan a popsan Bainierem jako rod blizce ptibuzny rodu
Penicillium. Hlavnim znakem odliSujicim druhy patfici do rodu Paecilomyces od druht
zahrnutych pod rod Penicillium je odliSnost v pigmentech a tvaru konidioforti. Druhy pattici do

rodu Paecilomyces postradaji schopnost syntetizovat zelené pigmenty (odtud odvozeno i Casté
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oznaceni jako "Zluté, resp. fialové muskardiny) a v prabéhu konidiogeneze vytvareji kratké
cylindrické phialidy uchycené na relativné¢ dlouhych krécich. Posledni revizi rodu provedl
Samson (1974), ktery rozdélil blizce ptibuznych 31 druhti hub do dvou sekci - Paecilomyces a
Isarioidea. V ramci této revize bylo PFR zatazeno do skupiny Isarioidea spolu s fadou dalSich,
prevazné entomofagnich a nematofagnich druhti hub (napt. P. varioti, P. lilacinus, P. farinosus,
P. amoeneroseus, P. javanicus, P. ramosus, P. coleopterorium, P. tenuipes, P. cicadae, P.
cinnamomeus aj.). Taxonomie rodu je vSak stdle nejasnd a pravidelné se objevuji revize rodu
(Humber 1999).

Na ptirozeném hostiteli i na umélych zivnych ptidach vytvaii PFR zprvu bilé vatovité
kolonie, které pozdéji méni barvu do odstinii narazové€l€, nafialovélé az Sedofialové barvy.
Zmeéna barvy kolonii pfimo koreluje se stupném sporulace kultury. StarSi, pln€ sporulujici
kultury maji az Sedofialové zbarveni a vatovity charakter kolonie se méni v prasny, s povrchem
zcela pokrytym obrovskym mnozstvim konidii. Hlavni determinacni znaky druhu jsou
detekovany na morfologickych strukturach sporulujicich kultur. V koloniich PFR se v prub¢hu
konidiogeneze tvofi elipsoidni konidiospory, které jsou v podobé dlouhych fetizki postupné
produkovany na koncich phialid. V koloniich PFR se na vzdu$ném myceliu nejprve vytvareji
konidiofory, které jsou na hyfach umistény pteslenovitym zptisobem, obdobné¢ jako u L. lecanii.
Na koncich konidiofor se nasledn¢ formuji konidiogenni phialidy (3 — 6 phialid na 1
konidioforu), na kterych se vytvareji ovalné konidie. Konidie se na koncich phialid oddé€luji
postupné, nejmladsi konidie je vzdy v kontaktu s phialidou a odtlacuje stars$i konidie dal do
tvoriciho se fetizku. V jednom fetizku konidii pfichyceném na konidiogenni phialidé¢ maze byt
pritomno 1 vice nez 50 konidii (Samson 1974, Osborne & Landa 1992). Povrch kultur PFR, a
zvlasteé pak povrch jednotlivych konidii je silné hydrofobni. Po pfeliti povrchu kolonie PFR
vodou, plavou uvolnéné konidie (zpravidla stdle udrzujici formu kompaktnich fetizkl) po
povrchu vody kde tvoii prasnou, nesmacenlivou vrstvu a jsou snadno rozpraSeny i pii malém
pohybu vzduchu (viz. obr. 7 v publikaci Osborne & Landa 1992).

PFR je kosmopolitni Siroce polyfagni houbovy patogen. VétSina zdznamu tykajicich se
izolace PFR z riznych druhG hmyzich hostiteld (v pfirozenych podminkach) uvadi mezi
nejCastéjSimi hostiteli riizné zastupce z fadu Lepidoptera, Diptera a Coleoptera (napt. Bajan
1973; Furges, Robert 1980; Maniania, Fargues 1984; Poprawski et al. 1985, Rodriguez-Rueda,
Fargues 1980, Zimmerman 1986). Poprvé bylo PFR zjiSténo jako patogen pfirozené se
vyskytujici v populacich molic az v roce 1983, kdy se v populacich molice 7. vaporariorum ve
sklenicich v oblasti Pekingu objevily velmi silné spontanni epizootie, které docasné zcela

decimovaly populace tohoto Skiidce. Tento kmen PFR byl odizolovén a jako vysoce virulentni
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vici molici sklenikové byl oznacen jako subspecies trinominalnim oznacenim "beijingensis",
tedy jako P. fumosoroseus var. beijingensis (Fang et al. 1983).

Druhym ptipadem ptirozené epizootie zpuisobené¢ PFR v populacich molic je jiz zminény
periodicky vyskyt PFR v populacich molice Bemisia tabaci na Floridé (Osborne 1990, Osborne
et al. 1990b). Odizolovany kmen byl oznacen jako PFR 97 - kmen Apopka (Apopka - jméno
oblasti na Floridé€, kde byl kmen PFR 97 v roce 1987 poprvé zachycen a odizolovan Dr. Lance S.
Osbornem). Kmen PFR 97 zptisobil rozsahlé epizootie v populacich molice bavinikové jak ve
sklenicich, tak i na polnich kulturdch. Dalsi pokusy s timto kmen prokézaly Siroce polyfagni
zaklad kmene a vysokou virulenci i vi¢i mSicim, tfasnénkam, larvam nékterych druht motylt,
larvam a kuklam vrtalek, a dokonce 1 vynikajici i€¢innost vii¢i svilusce chmelové. Na rozdil od L.
lecanii je PFR schopno vyvolavat i ndkazu vaji¢ek molic a svilusek.

Monosporovy izolat ptivodni kultury PFR 97 je v soucasnosti uloZen jak v Centralni US
sbirce mikroorganizmi, tak i v kolekci mikroorganizmti University Florida Gainesville (UFG).
V roce 1989 byla uzaviena licencni smlouva mezi Universitou Florida a americkou firmou
W.R.Grace & Co. - Conn., v rdmci které byla vSechna prava na pouzivani kmene PFR 97
preddna uvedené firmé a UFG je firmou sponzorovéana v Ucasti na vyvoji biopreparatu na bazi
tohoto kmene. Od roku 1990 se na projektu vyvoje tohoto biopreparatu podili i nase pracovisté
(Oddéleni ochrany rostlin KRV ZF JU). Nasledujici ¢asti své habilitacni prace budu vénovat
nékterym aspektiim tohoto projektu, s dlrazem na historii vyvoje a praktické vyuziti
biopreparatu na bazi PFR 97, ktery je dnes jiz dobie zndm pod obchodnim nazvem " PFR 97
WDG - Apopka®".

2.7.5. Rod Lecanicillium

elipsoidni konidie

:\:‘Z Taxonomie houby Lecanicillium lecani
WA 5 .
/= RiSe: Fungi
S/
%\ Oddgleni: Eumycota
& konidie pokryte

mucilagenni vrstvou

/ Pomocné oddé€leni: Deuteromycota

|

shluk konidii

Pomocna ttida: Hyphomycetes
Rad: Moniliales
Rod: Lecanicillium

Druh: Lecanicilium lecanii

myceliove viakno
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L. lecanii je velmi dobie zndma polyfagni entomopatogenni houba. Spontanni epizootie
zpuisobené timto patogenem jsou nejcastéji zaznamenavany v populacich hmyzu fadu
Homoptera, zvlasté pak v populacich riznych druht msic, molic a Cervct. U téchto hostiteli
napada patogen vSechna vyvojova stadia kromé vajicek (molice), ktera jsou infikovéna jen
vyjimecné (Landa 1994). V pfirozenych podminkach, se miZzeme s L. lecanii setkat krom¢ fadu
Homoptera 1 u jinych druhil patfici do fadu Coleoptera, Hymenoptera, Heteroptera, Lepidoptera
a Diptera (Landa 1983). Spektrum L. lecanii vSak neni omezeno pouze na hmyz. Spontanni
epizootie zpusobené L. lecanii byly zjistény 1 v populacich nékterych druhti roztoct (napf. na
zastupcich svilusek Tetranychidae a vinovnikl z ¢eledi Eryophidae). Kromé parazitické asociace
s uvedenymi skupinami ¢lenovcil bylo zjisténo, Ze se L. lecanii vyskytuje 1 jako ektoparazit na
nékterych druzich fytopatogennich hub. Piikladem této ektoparazitické formy vyvoje L. lecanii
je vyskyt na uredosporach riznych druhl rzi (napt. Uromyces dianthi, U. appendiculatus,
Puccinia graminis aj.) (Landa 1994).

Hlavnim determina¢nim znakem L. lecanii je typicka forma sporulace. V pribéhu
konidiogeneze se na vzdusném myceliu vytvareji dlouhé, uzké, lahvicovité konidiofory, na
jejichz koncich se postupné tvoii elipsoidni konidie 3,5 — 5,0 um x 1,0 — 1,5 pm. Konidifory jsou
na myceliu umistény v preslenech a z jedné zony protilehle vyrastaji 2,3 az 4 konidifory. Na
koncich hyf mize byt pteslen tvoien i vice konidifory. Konidiospory jsou vytvareny postupné a
vzdy nova, mlads$i konidiospora odtlacuje dfive vytvotfenou konidiosporu do postupné se
tvoticiho shluku, ktery ma podobu kulicky. V zavére¢né fazi sporulace se kulicky pokryvaji
mucilagenni hmotou, kterd udrzuje kompaktni tvar findlniho tvaru (Landa 1983). Konidiospory
se v prostiedi $iii pomoci vétru a vody, kontaktem hostitele s jinym infikovanym jedincem a
pravdépodobné jsou S$ifeny i jinymi druhy ¢lenovell (Samson a Rombach 1985). V hustych
populacich nejvyznamnéjSich hostitel (mSice, molice) ma pravdépodobné nejvétsi vyznam
Sifeni prostiednictvim kontaktu zdravych jedinct s jedinci infikovanymi, na jejichz povrchu téla
se vytvortila plné sporulujici kultura patogena. Zejména v populacich msic bylo zjisténo velmi
rychlé Sifeni nakazy, v kratké dobé po spontannim objeveni se primarni infekce.

Kliceni konidii L. lecanii probihd pouze pti vlhkostech nad 90% r.v.v. a proristani
mycelia na povrch téla a konidiogeneze probihaji pouze pii vlhkostech nad 75% r.v.v. (Landa
1994). Naroky patogena na vlhkost v obdobi po proniknuti do organizmu a tvorby blastospor
nebyly doposud specifikovany, nicméné lze predpokladat, ze v této fazi vyvoje bude zéavislost
patogena na vnéjSich pomérech nizsi. Optimalni teploty zajist'ujici nejrychlejsi vyvoj patogena

lezi v rozmezi 23 — 28 °C., nicméné teplotni rozmezi, ve kterém muze byt realizovan cely
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vyvojovy cyklus je podstatné Sirsi (8 — 32 °C), (Samson & Rombach 1985; Hall 1985). Na rozdil
od hub z rodu Aschersonia nevykazuje L. lecanii tak vysoké pozadavky na svétlo v zddné z jeho
forem (intenzita, resp. fotoperioda). Kultury tohoto patogena sporuluji i ve tmé. Ze zakladni
charakteristiky vztahtl L. lecanii k abiotickym faktorim je zfejmé, Ze vyuziti tohoto agens v
praktické ochrané rostlin je témito faktory predeterminovano pouze pro teplé a vlhké mikroklima
sklenikii (Landa 1994).

Prakticky vyznam L. lecanii nejlépe potvrzuje skutecnost, ze tento bioagens je jiz nékolik
let v fad€ zemi k dispozici ve formé plné komercionalizovaného, registrovaného biopreparatu. V
soucasnosti je nejvice rozsifeno pouzivani dvou biopreparati na bazi houby L. lecanii, které jsou
pod obchodnim nézvem VERTALEC® (vyrazné zvySend patogenita proti msicim) a MYCOTAL®
(kmen, ktery byl odizolovan z molice sklenikové), uvedeny v nabidce bioagens holandské firmy

Koppert BV (Landa 1994).

2. 8. Biologicka ochrana proti molicim - entomopatogenni houby

Entomopatogenni houby tvoii vylucnou, nicméné druhové velmi diverzni skupinu
patogenti molic. Vylu€nost této asociace je dana jak uniformni a konzervativni morfologii a
bionomii molic, tak i odliSnostmi v epidemiologickych cyklech jednotlivych skupin
entomopatogennich mikroorganizmi. Entomopatogenni houby jako jediné patogenni
mikroorganizmy (s vyjimkou parasitickych hadatek, kterd vSak reprezentuji odliSnou
ekologickou niku) pronikaji do t€la hostiteli aktivné¢ pfes kutikulu. Vylucnost této formy
primarni kolonizace hostitele ziskdva na vyznamu v souvislosti se zpisobem pifijmu potravy
hostitelem. Molice pfijimaji potravu pomoci bodavé savého ustniho ustroji pfimo z pletiv listi,
coz de facto znemoziuje jejich infikaci entomopatogennimi viry a bakteriemi, u kterych
prevazuje peroralni forma pronikani do hostitele. Kromé toho podporuje vyluénou asociaci hub s
molicemi i produkce medovice, kterda sama o sob¢ slouzi jako plnohodnotné zivné médium a
vétSina entomopatogennich deuteromycet, které se na molicich vyskytuji, se miize vyvijet i na
samotné medovici. Tento saprofyticky zplisob projevu entomopatogennich hub zvySuje moznost
primarniho uchyceni se hub v aredlu shodném s vyskytem populaci molic. V mnoha piipadech
byla v mrtvych larvach a dospélcich molic zjisténa pritomnost bakterii, ale v Zadném z ptipada
nebyl prokazan piimy patogenni vztah viici hostiteli (Fransen 1990)

Doposud bylo zaznamendno 26 rodd hub, z nichz 8 bylo prokazateln€é vdzano na molice
na urovni primarnich patogent. V ostatnich pfipadech nebyla patogenita spolehlivé prokdzana
(nalez na mrtvém hostiteli). Sortiment entomopatogennich hub molic je nutné rozd¢lit na dveé

skupiny. Prvou skupinu tvoii uzce specializované houby pattici do rodu Aschersonia. Druha
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skupina pak zahrnuje vSechny ostatni druhy/rody hub, jejichz vyskyt byl doposud na molicich
zaznamenan. Toto déleni nema jiny nez prakticky tcel a je pouzito s cilem zdlraznit vyznam
unikatni asociace mezi molicemi a ptisn¢ selektivnimi entomopatogennimi houbami z rodu

Aschersonia. Struény piehled zastupcti obou skupin je uveden v nasledujicich tabulkach.

Tabulka 5. Ptiklady druht entomopatogennich hub zjisténych na molicich (Fransen 1990)

Rod / druh patogena Rod / druh hostitele

Acremonium sp. Trialeurodes vaporariorum

Aegeria webberi Dialeurodes citri, D citrifolii .
Aleurocanthus spiniferus, A. woglumi

Aphanocladium album T. vaporariorum

Beauveria bassiana (*) T. vaporariorum, D. citri

Cladosporium herbarum Aleurodicus cocois

Cladosporium aphidis Aleurochiton aceris

Erynia radicans Bemisia tabaci

Fusarium scripi (F. aleyrodis) Dialeurodes sp.

Fusarium verticilloides T. vaporariorum

Microcera sp. (? Fusarium) D. citrifolii, D. citri

Paecilomyces cinnamomeus D. citri

Paecilomyces farinosus (*) B. tabaci

Paecilomyces fumosoroseus (*) T. vaporariorum, B. tabaci

Sporotrichum sp. (? Beauveria) D. citri

Trichothecium roseum T. vaporariorum

Lecanicillium fusisporum T. vaporariorum

Lecanicillium lecanii (*) D. citri, B. tabaci, T. vaporariorum

2. 9. Biologicka ochrana proti molicim - parazitoidi a predatori

S molicemi je asociovana celd fada parazitoidii a predatord, patficich do tfidy Insecta.
Nejvyznamnéj$i skupinu tvoii drobné parazitické vosicky (Hymenoptera, Aphelinidae),
zastoupené v rodech Encarsia, Eretmocerus a Prospaltella. Z predatord maji prakticky vyznam
drava slunécka z rodu Delphastus a dravé plostice z rodu Macrolophus. V praktické biologické
ochrané sklenikovych plodin proti molicim prozatim dominuji zdmérné inundativni introdukce

parazitoida Encarsia formosa Gahan, zaroven se vSak vyrazn€ zvySuje zdjem o zavedeni i
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dalsich druhli bioagens, zejména pak uvedenych predatorti, kteti vykazuji mensi druhovou
specializaci a jsou schopni u¢inné regulovat 1 populace molice B. tabaci, vici které vykazuje
parazitoid E. formosa jen velmi nizkou u€innost.

Praktické pouzivani parazitoida E. formosa proti molici 7. vaporariorum piedstavuje
introdukce tohoto parazitoida do sklenikii pouzita jiz v roce 1927 (Speyer 1927) a vzestup
sklenikovych ploch oSetfenych timto parazitoidem stoupal az do 50. let. K depresi produkce a
introdukei doslo v obdobi let 1945 — 1965 (bouftlivy rozvoj vyroby a pouzivani syntetickych
insekticidl). K renesanci produkce, distribuce a introdukei E. formosa doslo na konci 60. let. V
soucasnosti je tento parazitoid jednim z nejpouzivanéjSich bioagens (ro¢ni produkce 800 — 1 200
milionil). £. formosa je Gzce specializovanym druhem, ktery je potravné a celym vyvojem vazan
na larvy molice sklenikové a nékterych dalSich druht molic, v€etné molice B. tabaci. Samicka
parazitoida klade vajicka pievazné do larev 2. — 3. instaru. Z nakladeného vajic¢ka se lihne apodni
eucephalni larva, ktera prodé€lava cely dalsi vyvoj uvnitf téla hostitele (3 larvalni instary a kukla).
Dospélci parazitoida se zivi na larvach L1 a L4, alternativni potravou miize byt i medovice.
Rozmnozovani parazitoida je pievazné partenogenetické, v populacich dospé€lcti dominuji
samiCky. Popula¢ni dynamika parazitoida je pii teplotach nad 20°C rychlejsi nez populacni
dynamika hostitele (bioticky potencial: sexualni index 1, plodnost 80 — 120 vaji¢ek na samicku,
vyvojovy cyklus 22 — 24 dntl). E. formosa je produkovan v masovych chovech a k pouziti je
distribuovan ve stadiu parazitovanych puparii (kukla parazitoida uvnitt usmrcené¢ho hostitele).
Parazitovana puparia jsou zpravidla nalepena v presnych davkach (+100 parazitovanych puparii)
na papirové karticky. V pribéhu introdukce jsou karticky s parazitovanymi puparii jsou podle
urc¢eného schématu rozvéSovany v porostech rostlin. Z parazitovanych puparii se lihnou samicky,
které maji vynikajici vyhledavaci schopnost a i na zna¢nou vzdalenost detekuji larvy molic
vhodné k parazitaci (napf. Vet et al. 1980; Stenseth 1985). V CR byl parazitoid E. formosa
pokusné pouzivan od roku 1974 a na komercni bazi od roku 1982. Cely systém produkce,
finalizace, distribuce a introdukci byl vypracovan, odzkouSen a metodicky fizen pracovniky
katedry ochrany AF VSZ Praha (Barto§ ez al. 1990).

Trh s parazitoidem E. formosa predstavuje jednu z nejvyznamnéjSich piijmovych
polozek firem produkujicich bioagens pro biologickou ochranu proti sklenikovym Skidctm.
Svou hodnotou jej pred¢i pouze pifijmy z prodeje dravého roztoce Phytoseiulus persimilis a
piijmy z prodeje, resp. prondjmu kolonii ¢meldka Bombus terrestris (Pozndmka: produkce a
prodej tohoto opylovace jsou jednoznacné nejlukrativnéj$i polozkou v celém sortimentu

bioagens pouzivanych ve sklenicich). Je proto logické, ze nejvyznamnéjsi producenti bioagens se
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brani vnitini konkurenci svych produktii a orientuji se na propagaci a stabilizaci jedné skupiny
bioagens — parasitoidll a predatori. PouZivani téchto makroorganizmi je zaloZeno na podobnych
metodickych postupech a po trzni stabilizaci jednoho druhu, lze pomérné snadno zavadét dalsi
druhy bioagens, vzhledem k analogiim v jejich pouzivani. Hlavnim diivodem vSak je samotna
ucinnost parazitoida, zejména pii pouziti v ochran¢ sklenikovych okurek a rajcat, které jsou
hlavnimi trznimi plodinami tohoto syst¢ému. Dobie zavedeny trh nenuti vyrobce bioagens k
vyraznéjSim zméndm a zavadéni druht novych. Ur¢ity posun v ndhledu na "dominantni"
postaveni parazitoida E. formosa lze zaznamenat v poslednich letech. Pfiinou jsou nasledujici
divody:

a) Praktické vyuzivani tohoto parazitoida se téméi vyhradné omezuje na rychlenou zeleninu a
vyuziti této biometody v ochrané okrasnych kvétin je témét nulové. Pficinou je podstatné nizsi
ekonomicky prah Skodlivosti molice sklenikové na okrasnych kvétinach (napt. gerbera,
chryzantéma, poinsettia, ibisek a dal$i). Ugelem a cilem smieného systému ,.parazitoid —
hostitel" je snaha dosdhnout dlouhodobé stabilizace Cetnosti populaci obou druhti, kdy cetnost
Skiidce neptekroci tolerovatelnou uroven a cetnost parazitoida zajisti regulaci ptipadnych (Casto
béznych) vykyvi v Cetnosti Sklidce. Jinak feceno, v tomto systému je Skiidce stale pritomen a v
ptipadé molice sklenikové muize i pii malych cetnostech dojit na okrasnych rostlinach k

poskozeni

b) Introdukce molice B. tabaci do skleniki v Evrop¢ a stale stoupajici vyznam tohoto Sktidce
radikéln¢ méni situaci, protoze parazitoid E. formosa vuci tomuto skidci vykazuje velmi malou
ucinnost. Kromée toho je vétSina nejvyznamnéjsich producentii orientovana na celosvétovy trh a
operuje 1 v oblastech, kde se vyskytuje fada dalSich druhi molic, vici kterym je ucinnost
parasitoida E. formosa zcela nedostate¢na (napi. Spanélsko, Portugalsko, Libanon, Kuvait,
Japonsko a tada dalSich zemi). Ziskani téchto trhl je pro producenty bioagens nejdulezitéjSim
ukolem a cilem soucasnosti. Tyto momenty se zdaji byt (z hlediska z4jmu producent o nové
druhy bioagens proti molicim) urcujici (Eyal, firma W.R.Grace & Co. - Conn., USA - Gstni
sdélenti)

¢) Entomopatogenni houba 4. aleyrodis vykazuje vysoky stupen selektivity jak vici vSem
ostatnim druhlim bioagens komeréné vyuzivanym v biologické ochrané proti sklenikovym
Skiidclim, tak dokonce i vUci E. formosa, coz poskytuje unikatni moznost kombinovat tohoto
patogena s ostatnimi druhy bioagens, véetné¢ E. formosa. Mechanizmus selektivniho ptisobeni
této houby neni podrobné¢ znam, nicméné bylo prokazano, Ze tento patogen neinfikuje

parazitované larvy molice sklenikové. Selektivni systém vzajemnych interakci je doplnén i
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chovanim parazitoida, ktery neklade vajicka do infikovanych larev molice sklenikové (Landa
1983; 1984; Fransen 1987). Z téchto divodl je zdjem o zavedeni biopreparatu na bazi A.
aleyrodis zaméfen na moznost, vyuzit selektivniho ucinku patogena pii korektivnich zésazich
(ohniskové ¢i celoplosné premnozeni sktidce), v téch pripadech, kdy v daném ekosystému jiz
byly provedeny introdukce i dalSich druhti bioagens. Tento aspekt také nabyva na vyznamu,
protoze jsou znamy systémy, v ramci kterych je do jednoho skleniku uméle introdukovéno 6, 7 i
vice druhli bioagens. Korekéni zésah neselektivnim chemickym piipravkem by takovéto
komplexni a druhové velmi diverzni systémy nezbytné¢ decimoval a selektivni chemické

ptipravky proti molicim doposud na trhu k dispozici nejsou.

2. 10. Parasitoid Encarsia formosa
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Obrazek 2: (Hoddle 2007) Obrazek 3: (Hoddle 2007)

Encarsia formosa je velmi dobfe zndmy a Casto pouZzivany parazitoid molic ve
skleniku. Parazitickd vosicka pochéazi z tropické nebo subtropické oblasti. Ackoli piesny
puvod je nezndmy, pravdépodobné pochdzi ze stejnych oblasti jako jeji hostitel Trialeurodes
vaporariorum. V soucasnosti muzeme parazitickou vosicku nalézt v Evropé, Australii,
Novém Zélandu, Kanadé¢ a USA. Encarsia formosa patii do celedi Aphelinidae, tadu
blanokiidli (Calais, Ravensberg 1992).

Encarsia formosa je celosvétové uzivany parazitoid na ochranu sklenikovych plodin
proti molicim. Komer¢ni pouzivani zacalo v Evropé v roce 1920, ale do roku 1945 zijem
ubyval kvuli vyvoji pesticidi. Po roce 1970 bylo jeji pouzivani opétovné spusténo a v roce
1993 bylo rozsiteno ze 100 hektarti sklenikovych plodin na 4800 hektarGi (van Lenteren,
Woets, 1988; Hoddle et al., 1998).

Porovnani sklenikovych oblasti v riznych castech svéta s oblastmi pouzivajicimi
biologickd regulacni média ukazuji, jakou vétSinu obvyklé praxe Encarsia formosa zastava

v Evropé, Rusku. Nejvétsi koncentrace sklenikové produkce, ve které neni Encarsia formosa
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vyuzivana ve vétSim rozsahu, jsou v Severni Americe, Asii a zvIasté pak v Japonsku (Hoddle
et al. 1998). Jsou to oblasti, kde by bylo vhodné pouziti Encarsia formosa zvysit. Encarsia
formosa byla pivodné popsana ve skleniku na muskétech (pelargénie sp.) v roce 1924 ze
vzorkll néjaké neidentifikované molice ve staté Idaho v USA (Gahan 1924). Morfologické

popisy a cely zivotni cyklus popsal Speyer (1927).

Hostitelské rostliny

Mezi hlavni sklenikové plodiny, na kterych je Encarsia formosa vyuzivana, miZzeme
zahrnout rajce, fazol, okurku setou, okrasné kvétiny a spoustu dalSich druhi. Parazitoid je
také uzivany nebo testovany na lilkovitych rostlindch, gerberach, prysci mexickém a
jahodniku. Prakticky neni nic zndmo o zivotnim prostiedi Encarsia formosa ve venkovnich

zemédélskych systémech (Hoddle et al. 1988).

Morfologie

Encarsia formosa méti asi 0,6 mm, ma Cernou hlavu, hrud’, zluté bficho a zadecek.
Samec je zcela ¢erny a o néco vEtsi nez samicka. Populace se sklddd z méné nez 1 — 2 %
samcl. Dospély hmyz se zivi medovici a latkami z téla larev molic. Encarsia formosa dava
prednost druhému larvalnimu stadiu, ale zivi se i1 na ostatnich vyvojovymi stadii (Malais

1992).

Zivotni cyklus

Pro uspésnou reprodukei ve sklenicich musi Encarsia formosa lokalizovat potencialni
hostitele, zhodnotit jeho kvalitu a vyuzit nymfy vhodné k vyzivé nebo parazitaci. Nasleduji
vydani do pfirozeného prostiedi hostitele (sklenik), E. formosa pouziva vizudlni a ¢ichové
podnéty k objeveni zamotené hostitelské rostliny (Guerrieri 1997). Rychlost s jakou vyhleda
hostitele je zavisla na schopnosti pohybu parazitoida, velikosti molic a mnoZzstvim hostitela
na listu. Rychlost Encarsia formosa je redukovéana listovou nervaturou, vysokou hustotou
chloupkt na listech a nadmérnou produkci medovice. Setkdni s nymfami vhodnymi k vyzivé
a parazitaci ovliviiuje klesajici teplota, nizky atmosféricky tlak a mnoho malych vajicek
(Hoddle et al. 1998).

Encarsia formosa je osamély endoparazitoid, ktery naklade 8 az 10 vajicek za den.
Mnozstvi nakladenych vajicek klesa se statim parazitické vosic¢ky. Dospélci ziskavaji energii
a ziviny z medovice, kterou produkuji molice. Dale se zivi hemolymfou z nymf, do kterych

provrté otvor jako pii kladeni vajicka, ale zddné vajicko neulozi.
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Encarsia formosa se zivi vSemi vyvojovymi stupni Trialeurodes vaporariorum kromeé
vajicka. Preferuje sekundérni nymfy a kuklu. Kukla a vS§echny nymfalni stadia Bemisia tabaci
jsou uzivany pro vyzivu. Encarsia formosa zrani nymfy nebo kuklu, sondovanim zjisti, zda
muze klast vajicka anebo zadit vyzivu ze zranéni, které zvétsi svymi Celistmi. Sondovani
nasledované vyzivou parazitoida zplisobi usmrceni hostitele. Nymfy, které maji byt vyuzity

pro vyzivu, nemohou slouzit pro kladeni vajicek (Hoddle et al. 1998).

Obrazek 4: Schéma vyvojového cyklu molic a Encarsia formosa (Hoddle 1998)
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Encarsia formosa klade vajicka do nymf vSech vyvojovych stupiit Trialeurodes
vaporariorum s vyjimku pohyblivého stadia nymf 1. instaru Na rozdil od T. vaporariorum, je
ucinnost proti Bemisia tabaci obedné podstatné mensi. E. formosa davé prednost tietimu a
casnému Ctvrtému stadiu nymfy Trialeurodes vaporariorum i1 Bemisia tabaci. Rychlost
uspésného vyvoje parazitoida je nejvyssi v téchto stadiich vyvoje. Encarsia formosa neklade
vajicka az v 50 procentech preferovanych stadiich vhodnych hostitelt, 1 kdyz je zcela zdravé a
neni infikované nebo porusené vyzivou. Tito hostitelé mohou byt infikovani pii pozdéjSim
kontaktu. Nenakladeni vajicka v téchto hostitelich mize vyplynout z obranného pohyby
molice (Hoddle ef al. 1998).

Samicka E. formosa muze naklast az pét vajicek denné¢ a za cely Zivot v prméru

naklade 60-80 vajicek. Damicka se Zivi medovici molic a nymfami 1. instaru (denné¢ muze
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zkonzumovat az tii nymfy 7. vaopraiorium, tzn. ze pti pramérné délce Zivota dospélce - 12
dni - usmrti v priméru 30 nymf). Pted lihnutim dospéld samicka vykousSei na hibetni stran¢
usmrcené nymfy 4. instaru vyletovy otvor. Pii teplot¢ 21°C (ve tfetim stadiu nymfy
Trialeurodes vaporariorum) vylétne dospélec za 25 dnti.

Encarsia formosa se rozmnozuje partenogeneticky thelytokii, to znamend, ze do
hostitele klade samicka neoplodnéné vajicka z nichZ se lihnou apodni eucephalni larvy, které
se v hostiteli kukli a z kukel se lihnou vyhradné samicky. Samecci se vyvijeji ptilezitostné a
jsou také endoparazitoidi molic. Pafeni Encarsia formosa bylo popsdno, ale samci nejsou

schopni uspésné oplodnit samicku (Kajita, 1989;Zchori-Fein et al. 1992).

Obrazek 5: Schéma délky vyvoje molice sklenikové a Encarsia formosa pfi teploté 20 °C na
rajceti (Malais 1992)
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Obrazek 6: Schéma zavislost teploty na délce vyvoje molic a Encarsia formosa (Malais 1992)
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Populace Encarsia formosa sestava témér vyhrané ze samicek. Samci se v populacich
vyskytuji jen velmi ziidka a zpravidla pouze v ptipad¢ silné parasitce hostitelské populace.
Samicka Encarsia formosa v nejvyhodnéjSich podminkach mutze naklast az 300 vajicek.
Kazdy den naklade ptiblizné¢ 10 -15 vajicek. Teplota a vlhkost maji pro reprodukci maly
vyznam. Teplota mezi 18 a 27°C ma zanedbatelny ucinek, zatimco vlhkost mezi 50% a 85%

je nejvice prizniva. Délka zivota samicky rapidné klesa se stoupajici teplotou. V 30°C se
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samicka doziva jen né€kolika malo dnti (Malais 1992).

Chov parasitické vosi¢ky Encarsia formosa

Encarsia formosa je drobna vosicka velikosti pouze 0,6 mm. Hlava a hrud’ jsou ¢erné,
zadecek zluty a kiidla prahledna. Je to specializovany parazitoid molice sklenikové. Pro
vlastni chov je nutné namnozit molici sklenikovou. Hostitelskymi rostlinami jsou naptiklad
tabak nebo rajce, které jsou ve stadiu 6. az 7. listu pfeneseny do silné zamoteného prostoru
molici sklenikovou, kterd naklade vajicka. Rostliny s vajicky se pfenesou do ¢istého skleniku,
kde probiha vyvoj az do stadia 2. a 3. instaru. Potom je aplikovana Encarsia formosa — bud’
pomoci nasady cernych parazitovanych puparii od distributora nebo ptenesenim rostlin do
skleniku se silnou populaci parazitoida. Dochézi k parazitovani larev molice a po asi 20 az 25
dnech (podle teploty) se objevuji prvni dospélci Encarsia formosa. Délka vyvoje Encarsia
formosa zavisi na pramérné teploté. Pii 18 °C trva vyvoj asi 36 dni, pii 25 °C jiz pouze 17
dni. Vyvoj parazitoida je o % az 1/3 rychlejSi nez vyvoj molice sklenikové. Obchodné je
distribuce zajiStovana ve formé parazitovanych cernych puparii lepenych na kartonové
desticky. Introdukce je jednoducha — karticky s ¢ernymi puparii se rozvési ptimo na rostliny.
Tento materidl je mozné objednat na nasem trhu u kteréhokoliv distributora bioagens (Dirlbek

1996).

Tabulka 6. Registrované ptipravky v CR na bazi Encarsia formosa (Annonym 2)

Ucinnd latka Pripravek Oblast pouziti Pouziti
Encarsia formosa Biola — agens EF Zelenina sklenikova, | Molice, molice
(parazitoid) zejména okurka, sklenikové, molice
rajCe, paprika, bavlnikova ¢astecné

citrusy, okrasné
rostliny 1 ve

sklenicich,
sklenikové kultury
Encarsia formosa Encarsia formosa Zelenina sklenikova | Molice, molice
(parazitoid) okurka, rajce, sklenikova, molice
paprika, okrasné bavinikova ¢astecné
rostliny
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Tabulka 7: Ptehled pouziti pfipravka na bazi parazitické vosicky Encarsia formosa (Biocont
Laboratory, spol. s r.0.)

Plodina Skidce Davka Poznamka

Okrasné Molice 0,5 - 1ks/m” preventivné nebo | rozv&$ovani
rostliny sklenikova 6 — 10 ks/m” kurativng desticek

Okurka Molice 0,5 — 1ks/m’ preventivné nebo | rozv&sovani
sklenikova 6 — 10 ks/m” kurativng desticek

Panrika Molice 0,5 — 1ks/m2preventivné nebo | rozveésovani
p sklenikova 6 - 10 ks/m* kurativné desticek

Raice Molice 0,5 - 1ks/m” preventivnd nebo 6 |rozvéSovani
J sklenikova - 10 ks/m” kurativn& desticek

Sklenik Molice 0,5 - 1ks/m’ preventivné nebo rozveésovani
Y sklenikova 6 - 10 ks/m* kurativn& desticek
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3. MATERIAL A METODIKA

3. 1. Druhy entomopatogennich hub pouZivané v pokusech

V pokusech byly testovany vybrané kmeny entomopatogennich hub Aschersonia sp.,
Beauveria bassiana, Beauveria brongniartii, Lecanicillium lecanii, Metarhizium anisopliae a
Paecilomyces fumosoroseus. Pro GCely pokusi byly pouzivany druhy z mykologické sbirky
katedry rostlinné vyroby ZF JU v Ceskych Budgjovicich. Viechny druhy hub v této sbirce
byly dlouhodobé uchovany ve formé suchych alginatovych pelet s biomasou partikuldrniho

kmene zmrazené pii teploté -20 °C az -24 °C.

Tabulka 8. Testované druhy hub — oznaceni ve sbirce, ptivod a pocet jedinci v testu

el [pivas | el
Aschersonia sp. Aa New USA 2006
Beauveria bassiana ol s USA 2006
PK PUV Pensin 2005
Beauveria brongniartii M 092 Pistina 2001
Lecanicillium lecanii 19 CR-Sumava 1999
Metarhizium anisopliae M 192 Chynov 2001
Paecilomyces fumosoroseus PFR 97 2B USA 1987

Pfi této formulaci je biomasa patogena (at’ jiz konidie, mycelium nebo blastospory
ziskané submerzni kultivaci) inkorporovéna spolu s aditivy do alginatovych pelet. Alginatové
pelety se ziskéavaji tak, ze se pfipravi zdkladni smés biomasy patogena s inertnim anebo
nutritivnim asitivem, do které se piida Na — alginat (sodna sul kyseliny albinové). Smés s Na
— alginatem se postupné nakapava do roztoku chloridu vapenatého, kde se tvoti kulicky, které
se nechaji vydrtit po dobu 1 — 2 hodin. Vytvrzené kulicky se omyji vodou a vysusi na drobné
»alginatové pelety”, které umoziuji dlouhodobé uchovani kmenti hub v mykologickych
sbirkéach.

Aktivace pelet jednotlivych kment byla provadéna v Petfino misce na povrchu 2 %
vodniho agaru. Pelety exponované vysoké vlhkosti poutaji vodu (bobtnaji) a po 5 — 7 dnech
jsou kdispozici konidie na povrchu reaktivizovanych pelet. Konidie ziskané
z vysporulovanych pelet byly pouzity pro inokulaci na povrch standardniho zivného média
PDA (,,Potato Dextrose Agar®), které bylo pfipraveno ze standardniho polotovaru fi. DIFCO

(39 g x 1000 ml"' destilované vody). Vysterilované médium bylo rozlito do sterilnich
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plastikovych Petfino misek o priméru 90 mm a po vychladnuti média byla na povrch
inokulovana houba ve formé separacnich Car. Petfino misky byly po inokulaci ulozeny do
termostatu, ktery byl temperovan na 25 °C + 1 °C. Houby byly kultivovany po dobu 14 dnt.

Cisté kultury testovanych kment byly nasledné pouzity k pokustim.

3.2. Priprava konidiové suspenze

Povrch plné vysporulované kultury jednotlivych kmenii hub byl pielit sterilnim
roztokem destilované vody s ptidavkem detergentu 0,05 % Tween 80. Koncentrace konidi
v takto ziskané suspenzi byla spocitdna pomoci pocitaci komiirky — hemocytometru
(Neubauerova vylep§ena komiirka) a nasledné adjustovana na standardni titr 1,00 x 10’

konidii v 1 ml suspenze.

3.3. Chov parazitoida Encarsia formosa pouZivaného v pokusech

V pokusech byla pouzita populace parazitické vosi¢ky Encarsia formosa udrzovana
pomoci kontinudlniho chovu na riznych druzich hostitelskych rostlin, pfevazné na fazolu
obecném (Phaseolus vulgarit) a tabdku (Nicotiana tabacum). Pivodni populace Encarsia
formosa byla ziskana z komer¢ni firmy Biocontrol Vodnany. Z tohoto zdroje byl chov
v ptipad¢ potieby doplnovan. Populace byla udrzovana v klimatizovanych mistnostech KRV

ZF JU (24 °C, fotoperioda 16/8)

3.4. Chov molice sklenikové (Trialeurodes vaporariorum) pouzivané v pokusech

V pokusech byla pouzivdna populace udrzovana pomoci kontinualniho chovu na
ruznych druzich hostitelskych rostlin, pfevazné na okurce seté (Cucumis sativus) a fazolu
obecném (Phaseolus vulgari). Piivodni populace molic sklenikové byla v roce 1998 ziskana
z produkéniho chovu firmy Biocontrol Vodiany (Ing. J. Pliva). Z tohoto zdroje byla populace
molice sklenikové v pfipadé¢ potieby 1 dopliiovana. Chov molice byl udrzovan

v klimatizovanych mistnostech KRV ZF JU (24 + 2 °C, fotoperioda 16/8).

3.5. In vitro testy
Standardni laboratorni test — GI (Germination Index, index kli¢ivosti)

Kvalita sporovych 1 blastosporovych suspenzi byla vyhodnocovdna pomoci
laboratorniho testu. Hodnoticim parametrem kvality bioagens byla kli¢ivost konidii a
nasledny vyvoj patogena. Pro tento ucel byl pouzivan standardni postup (Landa et al. 1994)

oznacovany jako GI test. Pfi tomto testu jsou kapky suspenzi nanaSeny na povrch 2% vodniho
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agaru, ktery je vtenké vrstvé prelit pfes povrch sterilniho podlozniho mikroskopického
sklicka. Po zaschnuti kapek bylo skli¢ko umisténo do vlhké komurky (sterilni Petriho miska
se zvlhé¢enym sterilnim filtranim papirem na dné) a vzorek byl inkubovan pii teploté 25 + 1
°C v termostatu. Kli¢ivost a vyvoj patogena jsou hodnoceny v pravidelnych intervalech (24,
48 a 72 hodin). Pfi hodnoceni byl pouzivan svételny mikroskop. V zénach kapek byl
hodnocen vyvoj konidii v ndhodné vybranych zornych polich mikroskopu. Pfi hodnoceni byla
vyuzivana nasledujici hodnotici indexova stupnice (GI).

Po zaznamenani individualnich index hodnocené populace byl stanoven primérny G
index a smérodatnd odchylka vybéru. Kli¢ivost (%) byla stanovena z podilu konidii s G

indexem 0 (neklici) a vSech ostatnich indext (G index 0,5 a vyssi).

Tabulka 9. Hodnotici indexové stupnice (GI)

G index Charakteristika
0 Na konidiich nejsou zfejmé morfologické zmény
0.5 Konidie jsou zfeteln¢ protahlejsi, nabobtnalé; na konidii je zietelny
’ jednostranny kli¢ek velikosti v poméru ptiblizné 1:0,5 k matecné konidii
1,0 Velikost klicku na konidii je v poméru 1:1 k velikosti mate¢né konidie
15 Primarni kli¢ek je 2 — 3 krat del$i nezZ mate¢na konidie; na mate¢né konidii
’ jsou zfejmé 2 kratsi klicky
20 Klicek je vice nez 3 krat tak dlohy jako mate¢n4 konidie; sekundarni
’ vétveni na jednom z klickli; na mate¢né konidii jsou 2 dlouh¢ klicky
2,5 Pocatek sporulace (hodnoceno v nékolika ¢astech zorného pole, sporadicky
vyskyt struktur spojenych se sporulaci)
3,0 PIna sporulace (hodnoceno v nékolika ¢astech zorného pole, pravidelny
vyskyt struktur se sporulaci)

3.6. In vivo testy
a) Standardni laboratorni biotest — FDGI ( Fungus Development and Growth Index - index
vyvoje a rust houby

Pti hodnoceni virulence konidii hub a v pokusech zamétenych na kompatibilitu hub a
parazitoida Encarsia formosa byl pouzit laboratorni in vivo biotest na nymfach 4. instaru
molice sklenikové (Trialeurodes vaporariorum). Princip biotestu spociva v expozici nymf 4.
instaru testovanému vzorku patogena v podminkéach sterilni vlhké komiirky a néaslednému
hodnoceni pribéhu vyvoje patogena pomoci indexové stupnice charakterizujici klicové faze
vyvoje entomopatogennich hub obecné. Pfi tomto biotestu byly nymfy 4. instaru molice
sklenikové, resp. parazitovana puparia parazitoida E. formosa odebrany specialné¢ upravenou

jehlou z povrchu spodni strany listli rostlin (okurka, fazol), pfeneseny do kapky suspenze
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konidii (adjustované na standardni titr 1,00 x 10’/ml) na sterilnim podloznim skli¢ku. Na
kazdé sklicko bylo umisténo 30 kapek (3 fady po 10 kapkach) a do 25 kapek byla umisténa
vzdy jedna nymfa molice nebo parasitované puparium (5 kapek ziistdva prazdnych a slouzi
jako kontrola umoznujici zachyceni nezddoucich kontaminaci). Sklicka s nymfami v kapkach
byla uzavieny do vlhké komirky (Petriho miska s vlhkym filtracnim papirem na dné) a cely
komplet byl ulozen do termostatu. V pravidelnych intervalech (kazdych 24 hodin) byla
sklicka vyjmuta z komiirek a kazdé kapka s nymfou byla individudlné vyhodnocena (svételny
mikroskop). Pro kazdou hodnocenou suspenzi nebo pokusnou variantu byly zakladany 2
vlhké komirky (50 nymf/hodnoceny vzorek). Vyvoj uvedenych druhti entomopatogennich
hub byl vyhodnocovan ve 24 hodinovych intervalech po dobu 3 — 5 dnti. Pro hodnoceni byla
vyuzivana, pro tento ucel specidlné navrzend, indexova stupnice (Landa et al. 1994). Pti
hodnoceni byl kazdé nymf€ v jedné interak¢éni zon¢ ptid€len piislusny index a pribéh vyvoje
patogena na hostiteli byl vyhodnocovan formou dennich primérnych indexti vyvoje (FDG

index = SEM).

Obrazek 7: Schéma umisténi kapek suspenze na podloznim sklicka

® © © 6 ¢ © o o o o e Kapky suspenze
s pupariem molice resp.
naracitnidem F formnen

e Kontrola kli¢ivost a

o o o [ o ® ® ® ® o nezadoucich kontamici

Tabulka 10. Hodnotici stupnice FDG index + SEM

Faze vyvoje FDG index | Charakteristika

Dormantni konidie
(konidie bez zjevnych |0
zmén)

Na konidiich nejsou ziejmé zadné morfologické zmény;
konidie v interak¢éni zon€ maji uniformni tvar

Na konidiich v interakéni zon€ kapky jsou zietelné

Aktivizace konidii zmeény (velikost, tvar..); v hodnocené populaci jsou

(patogen neni piimo 0,5 ptitomny na}dlcer‘le kopldle: khcek je d'robny, -
asociovan s hostitelem) jednostranny; velikosti neptesahuje velikost matecné
konidie

Prumeérna velikost klicku konidii kli¢icich v interakéni

1,0 oy : S . e
’ z6n¢ dosahuje velikosti mate¢né Ovidie
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. Na povrchu nymf jsou pfitomna hyfova vldkna, ktera
Tvorba mycelia 1,5 . K In& v piimeém kontak <lem hostitel
(paraziticka faze jsou prokazateln¢ v piimém kontaktu s télem hostitele
vyvojového cyklu . ] , .

Vel yiiu) 2,0 Nymfa je porostld hustym myceliem
25 Na myceliu jsou zjistény morfologické struktury
Sporulace ’ souvisejici s pocatkem sporulace
(saprofyticka faze . - ;
vyvojového cyklu) 3.0 Na myceliu jsou zjistény morfologické struktury
’ souvisejici s plnou sporulaci

b) Standardni biotest vyuZivajici tritroficky systém ,rostlina — molice sklenikova —
parazitoid E. formosa*

Kompatibilita vybranych kmenti entomopatogennich hub s parazitoidem E. formosa
byla testovana pomoci interakéniho systému sestdvajiciho ze synchronizované populace
molice sklenikové parazitované parazitoidem Encarsia formosa. Pro tyto pokusy byly
z rostlin fazolu obecného umisténych v chovech molice sklenikové, resp. v udrzovacim chovu
parasitoida E. formosa odebirany listy, na kterych byla dominantné pfitomna neparazitovana
(bild) nebo parasitovana (Cernd) puparia molice sklenikové. Listy s puparii byly namaceny do
suspenze konidii vybranych kmena entomopatogennich hub a po nasledném oschnuti povrchu
byly umistény do vlhkych komurek (plastové krabice se zvlhéenym filtracnim papirem na
dn¢). Krabice s listy byly umistény do klimatizované skiin€¢ temperovanych na 23+2°C
(fotoperioda 16/8 hod). Po 5ti dnech byly listy z krabic vyndany a pomoci binokularniho
mikroskopu byly pokusy vyhodnoceny. Pii hodnoceni byla kazdd zlarev zatazena do
ptislusné skupiny, pficemz byly zvlast zaznamenavéany larvy zivé, vylihla puparia, larvy
(zjevné) infikované a larvy prokazateln¢ mrtvé, které vSak nevykazovaly piimou pfitomnost
patogena, nicmén¢ jejichz usmrceni byla patogenem pravdépodobné zplsobeno (atypické
barvy, zmény tvaru apod.).

V zavére¢né sérii pokusil byly pouzity standardni in vivo testy vyuzivajici kompletni
tritroficky systém, ale s namacenim celych rostlin do suspenze vybranych kment hub. Pro
tyto ucely byly rostliny fazolu obecného piedpéstovany do stadia pln€ vyvinutych déloznich
listh a v této fazi byly na 24 hod exponovany samickam molice sklenikové. Po 24 hoduinach
byly samic¢ky molic odebrany pomoci exhaustoru a rostliny byla na dobu 8-10 dni umistény
do izolatorii zamezujicich kolonizaci molicemi nebo parasitoidem E. formosa. Po 8-10 dnech
byly rostliny zizolatorii piremistény do mistnosti s parazitoidem E. formosa, kde byly

ponechény az do doby, kdy byla na povrchu rostlin zaznamenana pfitomnost ¢ernych puparii
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indikujicich pfitomnost parasitoida ve fazi kukly uvniti hostitele. V této fazi byly rostliny
namaceny do suspenzi konidii vybranych kmenti entomopatogenniich hub a po oSetfeni byly
umistény do plastovych izolatorli a na dobu 5 dntli pfemistény do klimatizovaného boxu. Po 5
dnech inkubace byly zrostlin odstfizeny listy a stav populace molice sklenikové resp.
parasitoida FE. formosa byl vyhodnocen pomoci binokularniho mikroskopu. Pri
vyhodnocovéani biotestu byla hodnocena pouze puparia, kterd byla tfidéna do kategorii Ziva,

vylihld, mrtva a infikované.
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4. EXPERIMENTALNI CAST A VYSLEDKY

4.1. Standardni laboratorni test — GI (Germination Index, index kli¢ivosti)
Kli¢ivost vybranych druhi entomopatogennich hub
Zakladni udaje k pokusu:

- byly pouzity 14denni kultury druhti (4schersonia sp., Beauveria bassiana, Beauveria
brongniartii, Lecanicilium lecanii, Metarhizium anisopliae, Paecilomyces
fumoroseus).

- byly pfipraveny standardni suspenze konidii testovanych druhii (1,00 x 10" v 1 ml
suspenze)

- suspenze jednotlivych variant byly naneseny ve formé kapek na sterilni podlozni
sklicko s 2 % agarem, sklicka byla ulozena v termostatu

- zkazdé varianty bylo vyhodnoceno 100 konidii a byl vypocitan primérny index

kli¢ivosti se smérodatnou odchylkou

Tabulka 11: Kli¢ivost vybranych druht entomopatogennich hub po 24 hodinach

a) Beauveria bassiana 01

Konidie €.
1-10| 11-20] 21-30( 31-40] 41-50 51-60 61-70] 71-80[ 81-90| 91-100
1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5
1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5
1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5
1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5
1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5
1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5
1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5
1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5
1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5
1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5
Klicivosti. 100 % Primérny index vyvoje: GI 1,5 = 0,0000
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b) Beauveria bassiana PK PUV

Konidie &.

1-101 11-20] 21-30| 31-40| 41-50 51-60( 61-70( 71-80| 81-90| 91-100

1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,5 1,5 1,0

1,5 1,0 1,0 1,5 1,0 1,0 1,0 1,5 1,5 1,0

1,5 1,0 1,5 1,0 1,0 1,5 1,5 1,5 1,5 1,0

1,0 1,5 1,5 1,0 1,0 1,5 1,5 1,5 1,0 1,5

1,0 1,0 1,5 1,0 1,0 1,0 1,5 1,5 1,0 1,5

1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,5 1,5 1,5 1,5

1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,5 1,5 1,0

1,0 1,0 1,0 1,0 1,5 1,0 1,0 1,5 1,0 1,0

1,5 1,0 1,0 1,0 1,5 1,0 1,0 1,5 1,0 1,0

1,5 1,5 1,0 1,5 1,5 1,0 1,0 1,5 1,0 1,0

Klic¢ivosti: 100 % Primérny index vyvoje: GI 1,19 +0,2357

¢) Beauveria brongniartii M 092

Konidie ¢.
1-10| 11-20] 21-30| 31-40| 41-50( 51-60( 61-70| 71-80| 81-90| 91-100
0 1,0 0 0 1,0 1,5 1,5 1,5 0,5 1,0
0 1,0 0 0 1,0 1,5 1,5 1,5 0,5 1,0
0 1,0 0 0 1,0 1,5 1,5 1,5 1,0 1,0
1,5 1,5 0,5 0,5 1,0 1,0 1,0 0 1,0 1,0
1,5 1,5 0,5 0 0,5 1,0 1,5 0 0,5 1,5
1,5 0,5 0,5 0,5 0,5 1,5 1,5 0,5 0 0,5
0,5 0,5 0 1,0 0,5 0,5 1,0 0,5 1,5 0,5
0,5 0,5 0 1,0 0 0,5 1,0 0 1,5 0,5
0 0 0,5 0,5 0 1,0 1,5 1 0,5 0,5
1,0 1,0 1,0 0 0,5 1,5 1,0 1,0 1,0 0,5
Klic¢ivost: 79 % Primérny index vyvoje: GI 0,75 + 0,3333
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d) Lecanicillium lecanii 19

Konidie ¢.

1-10] 11-20| 21-30| 31-40| 41-50| 51-60( 61-70| 71-80| 81-90| 91-100
2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0
2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0
2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0
2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0
2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0
2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0
2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0
2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0
2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0
2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0

Klic¢ivost: 100 % Priimérny index vyvoje: GI 2,00+ 0,0

e) Metarhizium anisopliae M 192

Konidie €.

1-10 11-20| 21-30| 31-40( 41-50( 51-60( 61-70| 71-80| 81-90( 91-100
0 0,5 0 1,5 1,5 1,0 2,0 0 1,5 0
0 0 0 0,5 1,5 1,5 0 0 0,5 0
0 0 0 0 2 0,5 0,5 0,5 0 0
0 0 0,5 0 0,5 0,5 1,0 0,5 0 0
0 0 0 0 0 0 1,5 0 0 0,5
0 0 0 0 0 1,5 0,5 0 0,5 0,5
0 0 1,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0 0 0
0 0 2,0 1,5 0 1,5 0 0,5 0,5 0
0 0 0,5 0 0 0 0 0 0,5 0,5
0 0 0 0 0 0 0 0,5 0 0,5

Kli¢ivost: 40 % Primérny index vyvoje: GI 0,27 + 0,3843
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f) Paecilomyces fumosoroseus PFR 97 2B

Konidie €.
1-10| 11-20| 21-30| 31-40| 41-50| 51-60| 61-70( 71-80| 81-90( 91-100
2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0
2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0
2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0
2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0
2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0
2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0
2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0
2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0
2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0
2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0

Kli¢ivost: 100 % Primérny index vyvoje: GI 2,00 £ 0,0

Tabulka 12: Hodnoceni vitality kmenti pouzitych v pokusech (kli¢ivost a vyvoj, in vitro test,
24 hod).

Druh Kmen Gl + STDV Kli¢ivost %
Beauveria bassiana 01 1,5+0,0 100
Beauveria bassiana PK PUV 1,19+0,2357 100
Beauveria brongniatii M 092 0,75+0,3333 79
Lecanicillium lecanii 19 2,00+0,0000 100
Metarhizium anispliae M 192 0,27+0,3843 40
Paecilomyces fumosoroseus PFR 97 2B 2,00+0,0 100

Graf 1: Prab¢h vyvoje vybranych druhi entomopatogennich hub

3,0
—&— B. bassiana 01
2,5 .
—l— B. bassiana PK
PUV
2,0 B. brongniartii M
092
L. lecanii 19

Primérny GI
0

1,0 4 —>*— M. anisopliae M
192
05 | —@— P. fumosoroseus
’ PFR 97
0,0

24 42 72
¢as biotestu (hod)
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Zhodnoceni pokusu:

Vsechny hodnocené kmeny vykézaly v in-vitro testu klicivosti vysokou vitalitu a
100% klic¢ivost pfevazné¢ jiz po 24 hodinach, vyjimeéné po 48 hodinach. Vyjimku
predstavoval pouze kmen M 192 houby Metarhizium anisopliae, ktery se vyvyjel zietelné
pomaleji. Kmen houby Beauveria bassiana 01 doséhl v intervalu 24 hodin indexu kli¢ivosti
1,5 zatimco kmen Beauveria bassiana PK PUV dosahl pouze 1,19. Oba kmeny dosahly plné
sporulace (GI — 3,0) za 48 hodin. Kmen Beauveria brongniartii M 092 dosahl po 24 hodinach
primérného idexu klicivosti 0,75 a stadia plné sporulace dosdhl také po 48 hodinach. U
konidii Metarhizium anispliae M 192 byl zaznamendn velmi pozvolny nartst indexu
klic¢ivosti (0,24 po 24 hod, a 0,88 po 48 hod), ale po 72 hod. i tento kmen doséahl faze plné
sporulace. Nejrychlejsi vyvoj vykazaly oba kmeny hub P. fumosoroseus a L. lecanii.U kmenil
hub Lecanicillium lecanii 19 a Paecilomyces fumosoroseus PFR 97 2B doslo v intervalu 24

hodin k dosazeni faze tvorby mycelia (GI 2,0) a pIné sporulace po 48 hod.

4.2. Standardni laboratorni biotest — FDGI (Fungus development and growth index)

Vyvoj vybranych druhii entomopatogennich hub na larvach molice sklenikové
Zakladni udajek pokusu:
- larvy odebrany z listl, které byly omyty ve vlazné vod¢ s pfipravkem jaru, aby byla
odstranéna medovice
- po oschnuti jsou puparia molice sklenikové pienesena do kapky suspenze konidii
testovaného druhu patogena na sterilni podloznim sklicku
- na kazd¢ sklicko je naneseno 30 kapek testované suspenze
- do 25 kapek je sterilni jehlou pfeneseno puprium molice sklenikové, 5 kapek slouzi
jako kontrola kli¢ivosti
- sklicka jsou vlozena do vlhké komurky, do plastikového sacku a ulozena do
termostatu (vytemperovaného na pozadovanou teplotu)
- vyhodnoceni probiha pomoci svételného mikroskopu
- kazdému pupariumolice sklenikové je pfifazen piislusny index FDGI (0 — 3,

v intervalu 0,5), ktery charakterizuje kliCovou fazi vyvoje houby
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Tabulka 13: Kli¢ivost vybranych druhti entomopatogennich hub na larvach molice sklenikové

Beauveria bassiana PK PUV

Beauveria brongniartii M 092

Nymfa Trvani biotestu (hod.) Nymfa Trvani biotestu (hod.)

¢ 24 42 72 ¢ 24 42 72
1. 0 0,5 1,0 1. 0,5 1,5 2,0
2. 0 1,0 1,5 2. 0 1,0 1,5
3. 0 1,5 1,5 3. 0,5 1,5 2
4. 0 0,5 1,0 4. 0 1,0 1,5
5. 0 1,0 1,5 5. 1,0 1,5 2,0
6. 0 1,5 2,5 6. 1,5 1,5 1,5
7. 0 1,5 1,5 7. 0 1,0 1,5
8. 0 1,0 1,5 8. 0,5 1,0 1,5
9. 0 1,5 2,0 9. 1,0 1,0 1,5
10. 0 1,5 1,5 10. 1,0 1,5 1,5
11. 0 1,5 2,0 11. 0,5 1,0 1,5
12. 0 1,5 2,0 12. 0,5 1,0 2,0
13. 0 1,5 1,5 13. 0,5 1,0 1,5
14. 0 0,5 1,5 14. 1,0 1,5
15. 0 1,5 2,0 15. 0,5 1,0 1,5
16. 0 1,5 2,0 16. 0,5 1,0 1,5
17. 0 1,5 2,0 17. 0,5 1,5 2,0
18. 0 1,5 1,5 18. 1,0 1,5 2,0
19. 0 2 2,5 19. 1,0 1,5 1,5
20. 0 1,5 1,5 20. 0 1,5 2,0
21. 0 2,0 3,0 21. 0 1,5 1,5
22. 0,5 1,5 2,0 22. 0 1,5 1,5
23. 0 1,5 2,5 23. 1,0 1,0 1,5
24, 0 1,5 2,0 24, 0,5 1,0 1,5
25. 0 1,0 1,5 25. 1,0 1,5 2,0
Primér 0,02 1,34 1,80 Pimeér 0,56 1,24 1,66
stdv 0,0979 0,3929 0,4690 stdv 0,4161 0,2498 0,2332
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Lecanicillium lecanii 19

Metarhizium anisopliae M 192

Nymfa Trvani biotestu (hod.) Nymfa Trvani biotestu (hod.)
¢ 24 42 72 ¢ 24 42 72
1. 0,5 1,0 1,5 1. 0,0 0,5 1,0
2. 0,0 1,0 1,5 2. 0,0 0,5 1,0
3. 0,5 1,0 1,5 3. 0,0 0,5 1,0
4. 0,0 1,0 1,5 4. 0,0 0,5 1,0
5. 0,0 1,0 1,5 5. 0,0 0,5 1,0
6. 0,5 1,5 2,0 6. 0,0 0,5 1,0
7. 0,0 1,0 1,5 7. 0,0 0,5 1,0
8. 0,5 1,5 2,0 8. 0,5 1,0 1,5
9. 0,5 1,0 2,0 0. 0,5 1,0 1,5
10. 0,5 1,5 2,5 10. 0,5 1,0 1,5
11. 0,5 1,5 1,5 11. 0,0 0,5 1,0
12. 0,5 1,5 1,5 12. 0,0 0,5 1,0
13. 0,5 1,0 1,5 13. 0,0 0,5 1,0
14. 0,5 1,5 1,5 14. 0,0 0,5 1,0
15. 0,5 1,5 2,0 15. 0,0 0,5 1,0
16. 0,0 1,0 2,0 16. 0,0 0,5 1,0
17. 0,5 1,5 1,5 17. 0,0 0,5 1,0
18. 0,5 1,5 1,5 18. 0,5 1,0 1,5
19. 1,0 1,0 1,5 19. 0,5 1,0 1,5
20. 0,0 1,0 1,5 20. 0,5 1,0 1,5
21. 0,5 1,5 1,5 21. 0,0 0,5 1,0
22. 0,0 1,5 1,5 22. 0,5 1,0 1,5
23. 1,0 1,5 1,5 23. 0,5 1,5 2,0
24, 0,0 1,5 1,5 24, 0,5 1,0 1,5
25. 0,5 1,5 2,0 25. 0,0 0,5 1,0
Pramér 0,38 1,28 1,66 Pramér 0,18 0,70 1,20
stdv 0,2925 0,2481 0,2727 stdv 0,2400 0,2828 0,2828
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Paecilomyces fumosoroseus PFR 97 2B

Nymfa &, Trvani biotestu (hod.)
24 42 72
1. 0,0 0,5 1,0
2. 0,0 1,0 1,5
3. 0,0 1,5 2,0
4. 0,0 1,5 1,5
5. 0,0 1,0 1,5
6. 0,5 1,5 1,5
7. 0,0 1,0 1,5
8. 0,0 1,0 1,5
9. 0,0 1,5 2,0
10. 0,0 0,5 1,5
11. 0,0 1,5 1,5
12. 0,0 1,5 2,5
13. 0,5 1,5 3,0
14. 0,0 1,5 1,5
15. 0,0 1,5 3,0
16. 0,0 1,5 3,0
17. 0,0 1,5 1,5
18. 0,0 2,0 1,5
19. 0,0 1,5 2,0
20. 0,5 1,5 1,5
21. 0,0 1,5 2,0
22. 0,0 1,5 1,5
23. 0,0 1,5 1,5
24. 0,0 1,5 1,5
25. 0,0 1,5 2,0
Pramér 0,06 1,36 1,8
stdv 0,1624 0,3322 0,5291
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Graf 2: Vyvoj vybranych druhii entomopatogennich hub na larvach molice sklenikové

Trialeuodes vaporariorum (standardni laboratorni bitest)
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¢) Lecanicillium lecanii 19
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Graf 3: Porovnani vyvoje vybranych druhii entomopatogennich hub na larvach molice

sklenikové Trialerodes vaporariorum (standardni laboratorni bitest)
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Vybrané druhy entomopatogennich hub

Zhodnoceni pokusu:

Cely pokus byl realizovan na larvach 4. instaru molice sklenikové. U kmene houby
Beauveria bassiana PK PUV v intervalu 24 hodin nebyl zaznamenan narust patogena,
nicméné po 48 a 72 hodinach se vyvoj patogena vyrazné urychlil a dosihl primérnych hodnot
1,34 resp.1,8. Kmen Beauveria brongniartii M 092 doséhl po 24 hodinach primérného FDG
idexu 0,5 a po 48 hodinach dosahovaly primérné hodnoty FDG indexu 1,56 (rist mycelia na
povrchu hostitele). Po 72 hodin byl zaznamenan dal$i narust az na primérnou hodnotu 1,66.
V ptipadé¢ kmene M 192 houbvy Metarhizium anispliaese byl zaznamenan pomaly vyvoj
hodnot priimérnych indexit FDG (0, 18 — 24 hod, 0,7 - 48 a 1,2 po 72 hod). U kment hub
Lecanicillium lecanii 19 a Paecilomyces fumosoroseus PFR 97 2B doslo v intervalu 48 hodin
k nartistu primérného FDG index na hodnoty blizké 1,5 a po 72 hod byla zaznamenéana
primé&rna hodnota u kmene L. lecanii 19 1,7 au kmene P. fumosoroseus PFR 97 2B FDG
index 1,8. V populacich molic osetfenych jak houbou PFR, tak i houbou L. lecanii byl po 72

hodinach zaznamenan vyskyt nymf porostlych sporulujicim myceliem (FDG index 3,0).
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4.3. STANDARDNI LABORATORNI BIOTEST — FDGI

Kompatibilita vybranych druht entomopatogennich hub s parazitoidem Encarsia

formosa

Zakladni udajek pokusu:

larvy molice sklenikové infikovany parazitoidem Encarsia formosa, odebrany z list,
které byly omyty ve vlazné vod¢ s piipravkem jaru, aby byla odstranéna medovice

po oschnuti jsou puparia molice sklenikové s parazitoidem pienesena do kapky
suspenze konidii testovaného druhu patogena na sterilni podloznim sklicku

na kazdé¢ sklic¢ko je naneseno 30 kapek testované suspenze

do 25 kapek je sterilni jehlou pfeneseno puprium molice sklenikové, 5 kapek slouzi
jako kontrola kli¢ivosti

sklicka jsou vlozena do vlhké komirky, do plastikového sacku a ulozena do
termostatu (vytemperovaného na pozadovanou teplotu)

vyhodnoceni probiha pomoci svételného mikroskopu

kazdému pupariumolice sklenikové je pfifazen piislusny index FDGI (0 — 3,

v intervalu 0,5), ktery charakterizuje kliCovou fazi vyvoje houby

Tabulka 14: Kli¢ivost vybranych druhii entomopatogennich hub na larvach molice sklenikové

parazitovanych parazitoidem Encarsia formosa

a) Beauveria bassiana 01 b) Beauveria brongniartii M 092
Nymfa & Trvani biotestu Nymfa & Trvani biotestu

24 hod | 42 hod | 72 hod 24 hod | 42 hod | 72 hod
1. 0,0 1,0 1,5 1. 0,0 0,5 1,0
2. 1,0 1,5 2,0 2. 0,5 1,0 1,5
3. 0,0 0,5 1,0 3. 0,5 1,0 1,5
4, 0,5 1,0 2,0 4, 0,0 0,5 1,0
5. 0,0 0,5 1,0 5. 0,5 1,0 1,5
0. 0,0 0,5 1,5 6. 0,5 1,0 1,5
7. 0,5 1,0 1,5 7. 0,5 1,0 1,5
8. 0,5 1,0 2,0 8. 0,0 0,5 1,0
9. 0,5 1,0 2,0 0. 0,0 0,5 1,0
10. 0,0 0,5 1,0 10. 0,0 0,5 1,0
11. 0,5 1,0 1,0 11. 0,5 1,0 1,5
12. 0,5 1,0 1,5 12. 0,5 1,0 1,5
13. 0,0 0,5 1,0 13. 0,0 0,5 1,0
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a) Beauveria bassiana 01 pokracovani b) Beauveria brongniartii M 092pokracovani

14. 0,5 1,0 1,5 14. 0,5 1,0 1,5
15. 0,0 0,5 1,0 15. 1,0 1,5 2,0
16. 0,0 1,0 1,5 16. 1,0 1,5 2,0
17. 0,5 1,0 1,5 17. 0,5 1,0 1,5
18. 0,5 1,0 1,5 18. 0,5 1,0 1,5
19. 1,0 1,5 2,0 19. 0,0 0,5 1,0
20. 0,5 1,5 2,0 20. 0,5 1,0 1,5
21. 0,0 1,0 1,5 21. 0,0 0,5 1,0
22. 1,0 1,5 2,0 22. 0,5 1,0 1,5
23. 0,5 1,0 1,5 23. 1,0 1,5 2,0
24. 0,5 1,0 1,5 24. 0,5 1,0 1,5
25. 0,5 1,0 1,5 25. 1,0 1,5 2,0
Pramér 0,0 1,0 1,5 Pramér 0,42 0,92 1,42
stdv 0,3249 | 0,3136 0,36 stdv 0,3370 | 0,3370 | 0,3370
¢) L. lecanii 19 d) M. anisopliae M 192
Nymfa & Trvani biotestu Nymfa & Trvani biotestu
24 hod | 42hod | 72 hod 24 hod | 42hod | 72 hod
1. 1,0 1,5 2,0 1. 0,0 0,5 1,0
2. 0,5 1,0 1,5 2. 0,0 0,5 1,0
3. 0,5 1,0 1,5 3. 0,0 0,5 1,0
4, 1,0 1,5 2,0 4. 1,0 1,5 2,0
5. 0,5 1,0 1,5 5. 0,0 0,5 1,0
6. 1,0 1,5 2,0 6. 0,0 0,5 1,0
7. 1,0 1,5 2,0 7. 0,5 1,0 1,5
8. 1,0 1,5 2,0 8. 0,0 0,5 1,0
9. 1,0 1,5 2,0 9. 0,5 1,0 1,5
10. 1,0 1,5 2,0 10. 0,5 1,0 1,5
11. 1,0 1,5 2,0 11. 0,0 0,5 1,0
12. 0,5 1,0 1,5 12. 0,5 1,0 1,5
13. 1,0 1,5 2,0 13. 0,0 0,5 1,0
14. 1,0 1,5 2,0 14. 0,0 0,5 1,0
15. 0,5 1,0 1,5 15. 0,0 0,5 1,0
16. 1,0 1,5 2,0 16. 0,0 0,5 1,0
17. 1,0 1,5 2,0 17. 1,0 1,5 2,0
18. 1,5 2,0 2,5 18. 0,0 0,5 1,0
19. 1,5 2,0 2,5 19. 0,0 0,5 1,0
20. 1,5 2,0 2.5 20. 0,5 1,0 1,5
21. 1,0 1,5 2,0 21. 0,0 0,5 1,0
22. 1,0 1,5 2,0 22. 0,5 1,0 1,5
23. 1,0 1,5 2,0 23. 0,0 0,5 1,0
24. 1,0 1,5 2,0 24. 0,0 0,5 1,0
25. 1,0 1,5 2,0 25. 0,0 0,5 1,0
Pramér 0,96 1,46 1,96 Pramér 0,20 0,70 1,20
stdv 0,28 0,28 0,28 stdv 0,3162 | 0,3162 | 0,3162
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e) P. fumosoroseus PFR 97 2B

Trvani biotestu

Nymfa ¢
24 hod 48 hod 72 hod
1. 1,0 2,0 2,5
2. 1,5 2,0 2,5
3. 1,5 2,0 2,5
4. 1,5 2,0 2,5
5. 1,0 1,5 1,5
6. 0,5 1,0 1,5
7. 1,5 2,0 2,5
8. 1,5 2,0 2,5
9. 1,5 2,0 2,5
10. 1,5 2,0 2,5
11. 0,5 1,0 1,5
12. 1,0 2,0 2,5
13. 1,0 1,5 2,0
14. 1,5 2,0 2,5
15. 1,5 2,0 2,5
16. 1,0 2,0 2,5
17. 1,5 2,0 2,5
18. 1,0 1,5 2,0
19. 1,5 2,0 2,5
20. 1,5 2,0 2,5
21. 1,5 2,0 2,5
22. 1,0 2,0 2,5
23. 1,5 2,0 2,5
24. 1,0 2,0 2,5
25. 1,5 2,0 2,5
Pramér 1,26 1,86 2,34
stdv 0,32 0,3006 0,3366
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Graf 3: Vyvoj vybranych druhii entomopatogennich hub na larvach molice sklenikové

Trialeurodes vaporariorum parazitovanych paraztoidem Encarsia formosa
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d) Metarhizium anisopliae M192
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Graf 4: Porovnani vyvoje vybranych druhii entomopatogennich hub na larvach molice
sklenikové Trialeurodes vaporariorum parazitovanych paraztoidem Encarsia formosa
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Zhodnoceni pokusu:

Tento pokus byl provadén na larvach 4. instaru molice sklenikové parasitovanych
parasitickou vosi¢kou Encarsia formosa. U kmene houby Beauveria bassiana PK PUV
v intervalu 24 hodin dosahoval primérny index 0,38. V intervalu 48 hodin primérny index
vyvoje dosahl hodnoty 0,96. Po 72 hodinach kmen dosdhl primérného indexu 1,52. Kmen
Beauveria brongniartii M 092 dosdhl po 24 hodindch idexu vyvoje 0,42. Po 48 hodinach
hodnoty dosahovaly indexu 0,92. V intervalu 72 hodin byl narust aZ na primérnou hodnotu
1,42. Po aplikaci konidii Metarhizium anisopliae M 192 byl zaznamenan pozvolny rlst
indexu vyvoje. Po 48 hodinach dosahl tento kmen indexu vyvoje pouze 0,7 a po 72 hodinach
byl zaznamenan nartst FDG indexu na hodnotu 1,2. U kmene Lecanicillium lecanii 19
dosahovaly hodnoty po 24 hodinach primérného indexu 0,96. Po 48 hodinach 1,46 a po 72
1,96. Paecilomyces fumosoroseus PFR 97 2B doslo v intervalu 24 hodin k nartstu FDG
indexu na primérnou hodnotu 1,26. Po 48 hodinach dosahovaly hodnoty 1,96 a za 72 hodin
byla zaznamenana hodnota 2,34. VSechny hodnocené kmeny vykazaly v testu narust na idex
klicivosti o hodnotdch minimaln¢ 1,5. Tato hodnota zplisobuje usmrceni jak larev molice

sklenikové tak i parazitoida Encarsia formosa.

4.4. STANDARDNI BIOTEST VYUZiVAJICi TRITROFICKY SYSTEM ,,ROSTLINA — MOLICE

SKLENIKOVA — PARAZITOID E. FORMOSA*

a) Kompatibilita entomopatogennich hub a parazitoida Encarsia formosa — standardni

laboratorni biotest na listech

Zakladni udaje k pokusu:

- Listy fazolu obecného pribézné odebirané z rostlin v kontinualnim chovu parasitoida F.
formosa (listy s dominantni pfitomnosti parasitovanych - nymf 4 instaru), resp. v chovu
molice sklenikové (listy s dominantni pfitomnosti nymf 4 instaru)

- Vybrané listy byly omyty sterilnim roztokem Tween 80 (0,05%) a po oschnuti byly na 5
sekund ponofeny do suspenze konidii vybranych kmend hub (vSechny suspenze byly
adjustované na stejny titr 1.0 x 10° konidii/ 1 ml)

- Po namoceni byly listy poloZeny na filtra¢ni papir a ponechany ve flowboxu do oschnuti
a nasledné byly pfemistény do plastovych kontejneri a polozeny na povrch sterilniho

filtra¢niho papiru
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- Vlhké komuirky byly na dobu 5 dnti umistény do klimatizovaného boxu (23+2°C, 16/8

hod fotoperioda)

- Po 5ti denni inkubaci byl pomoci binokuldrniho mikroskopu vyhodnocen stav populaci,

pricemz byla kazda nymfa 4 instaru na list¢ zafazena do jedné z kategorii 1) ziva, 2)

vylihla, 3) mrtva a 4) infikovana

Tabulka 15: Uginnost vybranych druhii entomopatogennich hub na neparazitovana puparia

molice sklenikové Trialeurodes vaporariorum

Druh

Kmen

Trialeurodes vaporariorum - neparazitované nymfy 4 instaru

Celkem | Zivé | Vylihlé | Mrtvé | Infikované Cgﬁfe“glzﬁz)
A. aleyrodis New 496 73 16 21 386 82,06
B. bassiana 01 350 99 48 17 186 58,00
B. bassiana PK PUV 348 37 55 45 211 73,56
B. brongniatii M 092 208 17 44 25 122 70,67
L. lecanii 19 321 16 49 9 247 79,75
M. anispliae M 192 426 78 103 152 93 57,51
P. fumosoroseus |PFR 97 371 7 21 34 309 92,45
Kontrola Tween 334 106 211 14 3 5,09

Tabulka 15: Uginnost vybranych druhti entomopatogennich hub na pupéria molice sklenikové

Trialeurodes vaporariorum parazitovana parazitoidem Encarsia formosa.

Druh

Kmen

Encarsia formosa - parazitované nymfy 4 instaru

Celkem | Zivé | Vylihlé | Mrtvé | Infikované Cle\ﬁf:nilzﬁj)
A. aleyrodis New 380 198 173 9 0 2,37
B. bassiana 01 238 29 63 34 112 61,34
B. bassiana PK PUV 282 54 104 7 117 43,97
B. brongniatii M 092 294 53 42 12 187 67,69
L. lecanii 19 340 77 82 5 176 53,24
M. anispliae M 192 262 48 24 159 31 72,52
P. fumosoroseus |PFR 97 254 70 46 5 133 54,33
Kontrola Tween 294 96 187 8 3 3,74
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Graf 5: Porovnani mortality indukované riznymi druhy/kmeny entomopatogennich hub
v populaci neparazitovanych nymf 4. instaru molice sklenikové Trialeurodes vaporariorum
s mortalitou v populaci nymf parazitovanych parazitoidem Encarsia formosa
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Zhodnoceni pokusu:

S vyjimkou kmene M192 houby Metarhizium anisopliae vyvolaly vsechny dalsi
kmeny vybranych druhi entomopatogennich hub vys§i mortalitu v populacich L4
neparazitovanych nez v populaci L4 parazitovanych parazitoidem E. formosa. Nejvyssi
stupenn  kompatibility —prokazala houba Aschersonia aleyrodis, kterd v populaci
neparazitovanych nymf vyvolala mortalitu vice nez 82%, zatimco v populaci nymf
parazitovanych parazitoidem E. formosa vyvolala mortalitu srovnatelnou s mortalitou
v kontrolni varianté, a navic nebyl zaznamenan zddny vyskyt nymf parazitovanych a zaroven
infikovanych parazitoidem E. formosa. VSechny ostatni kmeny hub indukovaly pomérné
vysokou mortalitu L4 parazitovanych parazitoidem E. formosa (kumulovana mortalita
v rozmezi 43 — 73%) a to vCetné mortality prokazatelné¢ vyvolané patogenem (infekce na
povrchu téla), nicméné dle parametrii pouzivanych pro hodnoceni kompatibility se jednd o

mortalitu na Girovni nizké (25-50%), resp. sttedni (50-75%).
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b) Kompatibilita entomopatogennich hub a parazitoida Encarsia formosa — standardni

biotest na rostlinach fazolu obecného

Zakladni udaje k pokusu

rostliny fazolu obecného byly predpéstovany do stadia plné vyvinutych déloznich listd a
v této fazi byly na 24 hod exponovany sami¢kam molice sklenikové.

po 24 hodinéach byly samicky molic odebrany pomoci exhaustoru a rostliny byla na dobu
8-10 dnli umistény do izolatord zamezujicich kolonizaci dal§imi molicemi nebo
parasitoidem E. formosa.

po 8-10 dnech byly rostliny zizolatorii pfemistény do mistnosti s parazitoidem E.
formosa, kde byly ponechany az do doby, kdy byla na povrchu rostlin zaznamenana
pfitomnost ¢ernych puparii

vtéto fazi byly rostliny naméafeny do suspenzi konidii vybranych kment
entomopatogenniich hub a po oSetfeni byly umistény do plastovych izolatori a na dobu 5
dnti pfemistény do klimatizovaného boxu

po 5 dnech inkubace byly z rostlin odstfizeny listy a stav populace molice sklenikové
resp. parasitoida E. formosa byl vyhodnocen pomoci binokuldrniho mikroskopu. Pii
vyhodnocovéani biotestu byla hodnocena pouze pupdria, ktera byla tfidéna do kategorii

ziva, vylihla, mrtvé a infikovana

Tabulka 16: Uginnost vybranych kmenii entomopatogennich hub na strukturu populace

molice sklenikové Trialeurodes vaporariorum parazitovana parazitoidem Encarsia formosa.

Neparazitované L4 Parazitované¢ L4 | Kumulovana
Dru Kmen | Celkem Zivé* | Mrtvé Inﬁkf)_ Zivé Inﬁk(’)- m((g/zt)a:}ita
vané vané
A. aleyrodis New 273 12 9 136 116 0 95,60
B. bassiana 01 313 73 18 93 106 23 76,68
B. bassiana PK 303 50 14 111 82 46 83,50
B. brongniatii |M 092 210 81 3 18 57 51 61,43
L. lecanii 19 235 22 7 92 41 73 90,64
M. anispliae |M 192 195 96 38 16 33 12 50,77
P. fumosoros. |PFR 97 300 9 3 204 28 56 97,00
Kontrola Tween 313 194 27 3 87 2 38,02

* tato kategorie zahrnuje vSechny zivé L4 a vylihlé (=prazdna puparia)
** soucet vSech larev usmrcenych houbami a parazitovanych parazitoidem E. formosa
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Graf ¢. 6. Porovnani ucinnost vybranych kment entomopatogennich hub na strukturu
populace molice sklenikové Trialeurodes vaporariorum parazitovanou parazitoidem Encarsia

formosa.
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Graf ¢. 7. Porovnani ucinnost vybranych kmenti entomopatogennich hub na strukturu
populace molice sklenikové Trialeurodes vaporariorum parazitovanou parazitoidem Encarsia

formosa — mortalita indukovana pouze entomopatogennimi houbami (zjevna infekce)
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Graf ¢. 8. Porovnani ucinnost vybranych kment entomopatogennich hub na strukturu
populace molice sklenikové Trialeurodes vaporariorum parazitovanou parazitoidem Encarsia

formosa — mortalita indukovanda pouze parazitoidem Encarsia formosa
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Graf ¢. 9. Strukturu mortality v populaci molice sklenikové Trialeurodes vaporariorum
parazitované parazitoidem Encarsia formosa a soubézné oSetfené vybranymi kmeny

entomopatogennich hub
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Zhodnoceni pokusu:

Standardni biotest biotest vyuzivajici kompletni tritroficky systém ,,rostlina — molice
sklenikovd — parazitoid E. formosa‘ potvrdil vysledky pifedchoziho biotestu. V porovnani
s kontrolni variantou (pouze parazitoid Encarsia formosa) doslo po aplikaci vSech kmenii hub
k vyraznému navySeni mortality v populacich L4 molice sklenikové. Nejvyssi kompatibilitu
s parazitoidem E. formosa vykazal kmen Aal-new houby Aschersonia aleyrodis, ktery po
aplikaci vyvolal infekci na rovni 50% a zjecné neovlivnil vyvoj parazitoida v parazitovanych
pupariich. Obdobnou uc¢innost a vysokou kompatibilitu vykazal i kmen Lel-I9 houby
Lecanicillium lecanii. Nejvys$i kumulovanou mortalitu vykazal kmen PFR 97 houby
Paecilomyces fumosoroseus, nicméné tato mortalita byla vyvoldna pfevadzné patogenem a
dosSlo k pomé&mé vyznamné redukci stupné parazitce. Ostatni kmeny hub B. bassiana, B.
brongniartii a M. anisopliae vykazaly stiedni uroven kompatibility s paraziotidem E.
formosa, nicméné vyznamné prispely k navySeni celkové mortality vyvolané v populaci L4

molice sklenikové.
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5. DISKUSE A ZAVERY

Molice sklenikova patii mezi vyznamné Skidce sklenikovych plodin a kultur.
V biologické ochrané proti molici sklenikové je v soucasné dob& vyuzivana paraziticka
vosiSka Encarsia formosa, ktera klade do larev molice sklenikové vajicka, a tim ji parazituje.
Dalsi mozny zptsob biologické ochrany proti molici sklenikové jsou entomopatogenni houby,
které za urcitych okolnosti vykazuji vynikajici insekticidni schopnosti. Jejich zavedeni do
praktické ochrany rostlin by mohlo vyrazné ovlivnit u€innost a stabilitu programu biologické
a integrované ochrany rostlin.

VSechny experimenty v diplomové praci byly zaméfeny na stanoveni uc€innosti
vybranych druhli entomopatogennich hub na larvalni stddium molice sklenikové. V pokusech
bylo testovano nékolik druhli entomopatogennich hub. Vybér byl omezen pouze na druhy,
které jsou k dispozici ve sbirce entomopatogennich hub KRV ZF JU v Ceskych Budéjovicich.
Pfi vybéru druht byly (s vyjimkou houby Aschersonia aleyrodis) uptednostiovany beézné,
ptirozené¢ se vyskytujici druhy a pfi vybéru experimentdlniho souboru kment byl
zohlediiovan jejich ptivod. Cilem bylo vybrat druhy z odliSnych geografickych oblasti.
Vzhledem k ndroc¢nosti standartnich laboratornich biotestll byl testovan omezeny pocet druht
entomopatogennich hub.

Z hlediska praktické ti¢innosti hub v biologické ochrané rostlin jsou vyznamné indexi
1,0 a 1,5. Tyto indexi souviseji se schopnosti usmrtit patogena (1,0) nebo spiSe parazitovat
(1,5) hostitele. Obé verze biologického ucinku maji svij vyznam, nicméné v piipadé
entomopatogennich hub jsou preferovany interakce majici charakter parazitismu, pii kterém
dochazi nejen k jednorazovému ucinku (insekticidni ucinnost), ale 1 k vytvareni
dlouhodobéjsich mezidruhovych vazeb a G¢inki (sekundérni Sifeni patogena, druhotné a dalsi
infek¢ni cykly). Z téchto divodi bylo v biotestech za klicovou troven G¢innosti povazovano
dosazeni indexu 1,5 a vice. DosaZeni této hodnoty dokazuje, Ze vlivem houby doslo nejen
k usmrceni hostitele, ale i k povrchové proliferaci, kterd je zpravidla nasledovana dokoncenim
vyvoje patogena (konidiogenezi). Tento index byl dosazen ve vétSin¢ ptipadi za 48 — 72
hodin. Za vyznamné vSak bylo povazovano i dosazeni indexu 1,0. Tento index nemusi
znamenat smrt hostitele v disledku parazitické faze vyvojového cyklu. Dal§im dilezitym
ukazatelem je dosazeni indexu 2,5 (a vice), ktery svéd¢i o tom, Ze patogen je schopen na

hostiteli prodélat cely vyvojovy cyklus véetné sporulace a je tak zabezpeceno jeho dalsi Sifeni
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v populaci hostitele a v prostfedi. Index 3,0 byl zpravidla zaznamenavan po delsi dobé nez 72
hodin.

V prvni sérii byla srovnana kli¢ivost riznych druh entomopatogennich hub. Ze
ziskanych vysledkt vyplyva, ze vétSina hub doséhla po 48 hodinéch indexu kli¢ivosti 3,0.
Pouze druh Metarhizium anisopliae dosahoval nizSich hodnot a jeho rast byl pozvolny.
Indexu 3,0 tento druh dosahl az po 72 hodinach.

Dalsi test prokazoval vyvoj entomopatogennich hub na larvach molice sklenikové.U
kmene houby Beauveria bassiana PK PUV v intervalu 24 hodin nebyl zaznamenan narust
patogena, nicméné po 48 a 72 hodinidch se vyvoj patogena vyrazné urychlil a dosihl
prumérnych hodnot 1,34 resp.1,8. Kmen Beauveria brongniartii M 092 dosahl po 24
hodinach primérného FDG idexu 0,5 a po 48 hodinach dosahovaly primérné hodnoty FDG
indexu 1,56 (rGst mycelia na povrchu hostitele). Po 72 hodin byl zaznamenan dal$i narust az
na prumérnou hodnotu 1,66. V piipadé kmene M 192 houbvy Metarhizium anispliaese byl
zaznamenan pomaly vyvoj hodnot primérnych indexi FDG (0, 18 — 24 hod, 0,7 - 48 a 1,2 po
72 hod). U kment hub Lecanicillium lecanii 19 a Paecilomyces fumosoroseus PFR 97 2B
doslo v intervalu 48 hodin k narGstu primérného FDG index na hodnoty blizké 1,5 a po 72
hod byla zaznamenana primérna hodnota u kmene L. lecanii 19 1,7 a u kmene P.
fumosoroseus PFR 97 2B FDG index 1,8. V populacich molic oSetfenych jak houbou PFR,
tak 1 houbou L. lecanii byl po 72 hodinach zaznamenéan vyskyt nymf porostlych sporulujicim
myceliem (FDG index 3,0).

Ve tfetim testu byla sledovana kompatibilita entomopatogennich hub s parazitoidem
Encarsia formosa na larvach molice sklenikové. U kmene houby Beauveria bassiana PK
PUV v intervalu 24 hodin dosahoval primérny index 0,38. V intervalu 48 hodin primérny
index vyvoje dosahl hodnoty 0,96. Po 72 hodindch kmen doséhl primémého indexu 1,52.
Kmen Beauveria brongniartii M 092 dosahl po 24 hodinach idexu vyvoje 0,42. Po 48
hodinach hodnoty dosahovaly indexu 0,92. V intervalu 72 hodin byl nérust az na primérnou
hodnotu 1,42. Po aplikaci konidii Metarhizium anisopliae M 192 byl zaznamenan pozvolny
rust indexu vyvoje. Po 48 hodinach dosahl tento kmen indexu vyvoje pouze 0,7 a po 72
hodinach byl zaznamenan narast FDG indexu na hodnotu 1,2. U kmene Lecanicillium lecanii
19 dosahovaly hodnoty po 24 hodinach pramérného indexu 0,96. Po 48 hodinach 1,46 a po 72
1,96. Paecilomyces fumosoroseus PFR 97 2B doSlo v intervalu 24 hodin k nartstu FDG
indexu na primérnou hodnotu 1,26. Po 48 hodinach dosahovaly hodnoty 1,96 a za 72 hodin

byla zaznamenana hodnota 2,34. VSechny hodnocené kmeny vykazaly v testu narust na idex
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kli¢ivosti o hodnotach minimaln¢ 1,5. Tato hodnota zplisobuje usmrceni jak larev molice
sklenikové tak 1 parazitoida Encarsia formosa.

Soucasti experimentdlni prace byla téz studie zaméfend na hodnoceni spole¢ného
pusobeni parazitoida E. formosa a vybranych kmenl entomopatogennich hub, ktera byla
zamétfena na definovani urovné kompatibility hub s parazitoidem a to v podminkach, které
mély sice experimentdlni charakter, ale byly jiz velmi blizko podminkdm praktickych
aplikaci. V téchto biotestech bylo potvrzeno, Ze spole¢nou aplikaci obou agens — parazitoid a
ptislusny kmen/druh houby — dochazi prakticky vzdy k navySeni mortality v populaci L4,
které ve vyvojovém cyklu molic pfedstavuji nejodolnéjsi vyvojové stadium/stupenn viibec.
Nicméné, v ramci spolecného pusobeni byly prokdzany vyznamné rozdily. Nejzajimavéjsi
vysledky byly ziskany pii spolecné aplikaci parazitoida a houby Aschersonia aleyrodis. Tato
houba vynika velmi selektivnim ucinkem a v ptipadé aplikace na populaci molice sklenikové
parazitované E. formosa vyvolava infekci prakticky pouze u neparazitovanych larev.
Takovyto stupen kompatibility nevykéazala zadna z dalSich entomopatogennich hub pouzitych
v pokusech. Nejvyssi kumulovana mortalita byla ddle zaznamenéna po spolecné aplikace hub
Lecanicillium lecanii, resp. Paecilomyces fumosoroseus s parasitoidem E. formosa, avSak
v téchto kombinacich pievazoval ucinek patogenti a dochazelo jiz k pomérn€ vysoké mortalité
1 v populaci parazitoida (= mortalita indukovana patogenem). Ostatni druhy hub (B. bassiana,
B. brngniartii a M. anisopliae) vykazovaly sice také navySeni u€¢inku (= celkova kumulovana
mortalita) ale jejich negativni u¢inek na populaci parazitoida E. formosa byl jiz vesmé&s
vyznamny a celkova mortalita nevykazovala odpovidajici narast.

Z pokusu je ziejmé, ze v programech integrované ochrany rostlin by bylo mozné
efektivné vyuzivat kombinaci dvou riiznych bioagens, v tomto ptipad¢€ parazitoida E. formosa
a nékterych entomopatogennich hub, zejména selektivné pulsobici houby Aschersonia
aleyrodis a nebo velmi virulentnich kmenti hub Lecanicillium lecanii, resp. Paecilomyces
fumosoroseus.

Na zéklad¢ dosazenych vysledki je mozno definovat nasledujici nejvyznamné;jsi
zavery:

1. Entomopatogenni houby vykazuji pravidelné velmi dobrou vitalitu (klicivost konidii a

Vyvoj V in vitro systémech

2. VSechny varianty biotestll pouzitych v experimentalni ¢asti vykéazaly znacny stupen
kompatibility mezi parazitoidem E. formosa a entomopatogennimi houbami
3. Nejvyssi stupent kompatibility byl prokdzan u kmene Aal-new houby 4. aleyrodis,

ktery nevyvolal infekci na larvach parazitovanych parazitoidem E. formosa.
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4. Nejvyssi obecnou virulenci vykédzaly kmeny P. fumosoroseus a L. lecanii, nicméné
tato virulence se projevila i v populaci parazitoida E. formosa., protoze oba druhy hub
vyvolavaly infekci i na parazitovanych pupriich

5. Kmeny hub rodi Beauveria a Metarhizium vykazovaly niz$i virulenci na L4 molice
sklenikové a pomérné nizkou kompatibility s parazitoidem E. formosa.

6. Pro programy IOR Ize jako nejvhodnéjsi jednoznaéné doporucit kombinaci houby 4.
aleyrodis a parazitoida E. formosa jako kombinaci vysoce virulentniho kmene

patogena s vysokym stupném kompatibility s paraziotidem.
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7. PRILOHY

Graficky list 1: STANDARTNI METODA PRIMEHO STANOVENi POCTU
JEDNOTEK
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Graficky list 2: HODNOCENI KLICIVOSTI ENTOMOPATOGENNICH HUB
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Graficky list 3:
Fotodokumentace k hodnotici indexové stupnici standardniho testu kli¢ivosti a vyvoje
entomopatogennich hub v podminkach in vitro kultivace
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Graficky list 4:

Nejvyznamnéjsi fAze hodnoceni vyvoje entonopatogennich hub pomoci in vivo* biotestu na
pupariich molice Trialeurodes vaporariorum (digitalni fotografie, svételny resp.
stereoskopicky mikroskop)
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Abstract

This M.Sc. thesis is aimed to describe level of the compatibility between various strains of
several entomopathogenic fungi with parasitoid wasp Encarsia formosa. From many species
of entomopathogenic fungi Aschersonia aleyrodis, Beauveria bassiana, B, brongniartii,
Lecanicillium lecanii, Metarhizium anisopliae and Paecilomyces fumosoroseus were the
species which were tested in experiments. It was found, that A. aleyrodis is very selective,
because it infects only unparasitized nymphs of greenhouse whitefly Trialeurodes
vaporariorum. All other strains of tested fungi were much less selective, however their
efficacy always increased total efficacy when compared with the efficacy of parasitoid alone.
It was concluded, that fungi A. aleyrodis, L. lecanii and P. fumosoroseus posse’s big potential

for construction of IPM programs.

Anotace

Tato diplomové prace je zaméfena na problematiku compatibility vybranych druhtkment
entomopatogennich hub a parazitické vosicky Encarsia formosa. Z mnoha druhi
entomopatogennich hub byly vybrany kmeny druhG Aschersonia aleyrodis, Beauveria
bassiana, B, brongniartii, Lecanicillium lecanii, Metarhizium anisopliae a Paecilomyces
fumosoroseus. Bylo potvrzeno, Zze entomopatogenni houba Aschersonia aleyrodis vykazuje
vyrazny selektivni u¢inek a infikuje pouze neparazitované nymfy molice sklenikové
Trialeurodes vaporariorum. Vsechny ostatni kmeny/druhy entomopatogennich hub vykazaly
nizsi selektivitu, nicméné jejich ucinek vzdy vykéazal narist mortality v populace molic
parasitovanych parazitoidem E. formosa. Z vysledki 1ze vyvodit zavér, ze pro Gcely programt
integrované ochrany rostlin jsou nejvhodnéjsi kmeny hub A. aleyrodis, L. lecanii a P.

fumosoroseus.





