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Abstrakt

Diplomova prace se zabyvala vlivem entomopatogenni houby Beauveria bassiana na
Skidce Ips typographus, ktery je na naSem tzemi i v Evropé zodpovédny za karov-
cove¢ kalamity. V lesnim hospodaiském celku Bosilec byly vybrany dvé lokality, kdy
byly na kazdé lokalit¢ naistalovany vzdy dva lapaky ze smrku ztepilého, jeden byl
oSetfen entomopatogenni houbou B. bassiana a druhy slouzil jako kontrola. Vyzkum
na ucinnost houby B. bassiana na vyvoj lykozrouta smrkového probihal v jarnim
obdobi. Na konci dubna byla uskute¢néna aplikace roztoku houby B. bassiana po-
stiikem na lapdky. Konkrétné roztok obsahoval koncentraci spor 1x107 v 1 ml houby
B. bassiana, Zivinu a detergent. Kontrolni lapaky nebyly oSetfeny. V pribéhu kvétna
bylo provadéno samotné hodnoceni pokusu s naslednym vyhodnocenim vysledkd.
Hlavnim tkolem bylo zjistit, zda je houba B. bassiana schopna celkové snizit popu-
laci lykozrouta smrkového po naletu na oSetiené lapaky. Konkrétné jaky vliv ma
patogen na vyvojovy cyklus skidce v pribéhu nové generace pod klirou osetfeného
lapédku. Beéhem experimentu byly sledovany nasledujici parametry: pocet zavrtl, po-
¢et snubnich komirek, pocet vajicek, larev a dospélcl. Zaroven byl sledovan stav
populace vyjadieny kategoriemi zivi, mrtvi nebo infikovany jedinec. Pfitomnost B.
bassiana byla detekovana po skonceni primarniho experimentu. Z vysledkt vyplyva,
ze houba B. bassiana infikovala vajicka a dospé€lé jedince. Infekce na larvach proka-
zana nebyla. Vyznamnym zjiSténim je, Ze spory houby pfeZivaji na povrchu kiry po
dobu nékolika tydni. Vysledky bylo prokazano, ze entomopatogenni houba B. bassi-
ana je vhodnym kandidatem pro ochranu lesnich porostl proti lykoZroutu smrkové-

mu.

Klicova slova: entomopatogenni houby, Beauveria bassiana, Ips typographus, bio-
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Abstract

The thesis dealt with the influence of the entomopathogenic fungus Beauveria bassi-
ana on the pest Ips typographus, which is responsible for bark beetle calamities in
our country and Europe at large. Two sites were selected in the forest management
Bosilec, where two traps of Norway spruce (Picea abies) were installed at each site.
One was treated with the entomopathogenic fungus B. bassiana and the other was as
a control. The research on the effectiveness of the fungus B. bassiana on the develo-
pment of spruce bark beetle was conducted in spring. At the end of April, the appli-
cation of the B. bassiana solution was carried out by spraying the traps. Specifically,
the suspension contained a concentration of 1x107 spores in 1 ml of B. bassiana fun-
gus, nutrient, and detergent. Control traps were not treated. The main objective was
to determine whether the fungus B. bassiana can reduce the overall population of
spruce budworm after the infestation of treated traps. Specifically, what effect does
the pathogen have on the developmental cycle of the pest during the new generation
under the bark of the treated trap? The following parameters were monitored during
the experiment, the number of borers, the number of mating chambers, and the num-
ber of eggs, larvae, and adults. At the same time, the population status expressed by
the categories of live, dead, or infected individuals was monitored. The presence of
B. bassiana was detected after the end of the primary experiment. The results showed
that the fungus B. bassiana infected eggs and adults. Infection on larvae was not de-
monstrated. A significant finding is that the spores of the fungus survive on the bark
surface for several weeks. The results showed that the entomopathogenic fungus
B. bassiana is a suitable candidate for the protection of forest stands against spruce
bark beetle.

Keywords: entomopathogenic fungi, Beauveria bassiana, Ips typographus, biologi-

cal control, trapping
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Uvod

Jiz nékolik let panuje v lesnich porostech na tizemi Ceské republiky nepiizniva situa-
ce zpusobena vysokou aktivitou Sktdct z podéeledi Scolytinae, karovei. Niceni a
poskozovani stromti, pfedevsim smrka ztepilych, zptisobuji nékteré druhy z této pod-
¢eledi. Nejen v Ceskych, ale i evropskych leshich porostech zpusobuji rozsahlé kiro-
vcové kalamity. Ke stabilizaci této situace, respektive eliminaci populace lykozrouta
smrkového, nepfispiva stale se zvysujici primérnd teplota, ktera je disledkem probi-
hajici klimatické zmény. Zaroven smrkovym porostim neprospiva kolisani teplot
typickych pro jednotliva ro¢ni obdobi. Teplotni podminky maji totiz pozitivni vliv na
biologicky vyvoj lykozrouta smrkového, ktery je diky nim schopny vyrojit se n¢koli-
krat do roka, a nicit tak vét$i objem lesnich porostil, zejména pokud se jednd o mo-
nokultury.

Lesni hospodafi a spolky vénujici se ochrané lesti hledaji rizné zpiisoby, jak k-
rovcovou kalamitu zastavit, pfipadné zpomalit ¢i oslabit. Detekce napadenych stro-
mu je ale béhem plosného monitoringu v disledku ¢asové a financni narocnosti vel-
mi obtizna. Dilezité je provadét rizna opatieni, ktera by zpusobila eliminaci jedinct
Ips typographus jiz pfed prvnim rojenim. Metody eliminace museji byt v souladu
s Integrovanou ochranou lesa. Podle ni lze naptiklad pesticidy vyuzivat jen
Vv krajnich ptipadech, za doporu¢ené¢ho postupu. Cilem je hledat alternativni metody
ochrany lesnich porosti.

Entomopatogenni houby ptedstavuji jistou nadgji pro biologickou ochranu proti
kirovcim. Zejména druh B. bassiana ma nejlepsi predpoklady pro praktické vyuziti
Vv boji proti lykozroutu smrkovému. Diplomova prace je zamétena pravé na aplikaci
druhu B. bassiana na lapaky stromu, tj. jakozto preventivni opatieni v eliminaci roji-
cich se dospélcu. Po proniknuti dospélcti pod kiru lapakid muze aplikovana houba
infikovat nasledna vyvojova stadia a v ptipadé dokonéeni vyvojového cyklu lyko-
zrouta muze byt horizontalné pienasena, a tim po aplikaci mize zistavat piitomna
v prostiedi, a proto ji lze povazovat za dlouhodobé&jsi variantu kontroly Ips typo-
graphus. Na miru ucinnosti houby B. bassiana maji sice vliv abiotické podminky
prostiedi, ale pokud by se zavedlo v budoucnu jeji praktické pouziti v ramci Integro-
vané ochrany lesa, mohla by byt dilezitym faktorem v eliminaci lykozrouta smrko-

vého a dalSich agresivnéjSich druht ktirovct.




1 Literarni prehled

1.1 Ips typographus z hlediska biologie a ekologie

Ips typographus (lykozrout smrkovy) neboli kirovec nalezi do fadu Coleoptera
(brouci), ¢eledi Curculionidae (nosatcoviti) a podceledi Scolytinae. Jedna se o jed-
noho z nejznaméjsich zastupct druhti ktirovet pochazejicich z Evropy a ¢asti Asie.
Je hlavnim $ktidcem jehli¢natych stromi, zejména smrku ztepilého (Picea abies), a
je zodpovédny za zniceni miliont hektarii lesa ro¢n€. Vyvoj lykozrout smrkovy rea-
lizuje pod kirou vétsiny druhti smrkii, nicméné jeho vyvoj mize probihat i pod ku-
rou modiinu nebo borovice (Ktistek & Urban 2004, Wermelinger 2004).

Ips typographus je maly valcovity brouk, ktery béhem zivota podstoupi Ctyfi vy-
vojova stadia. Vajicka maji ovalny tvar a jsou leskla, jejich rozméry se pohybuji od
0,5 — 1 mm. Apodni hemicefalni larva, kterd se vylihne z vaji¢ek, mé rohlickovity
tvar. Larvy lykozrouta smrkového jsou piiblizné 2 mm dlouhé, bilé barvy a zivi se
vnitini ktirou jehli¢natych stromi (Kolb et al. 2012). Velikost nejstarsiho larvalniho
instaru dosahuje 5-7 mm. Kukleni za¢ina na konci posledniho larvalniho instaru, kdy
kukla dosahuje velikosti pfiblizn¢ 5 mm. Morfologické znaky dospélce jsou jiz patr-
né na kukle, kde jsou viditelné koncetiny, kiidla a hlava (Zumr 1995). Dospély
brouk, jenz se lihne z kukly, je zpocatku bily, na vzduchu za¢ne brouk postupné
hnédnout. Mlady jedinec je typicky svou zlatou barvou, je tedy oznacovan za ,,zlaté-
ho brouka“. Postupem Casu za¢ne tmavnout az Cernat, jeho télo se stava lesklym.
Maly hrbolek uprostied hlavy je charakteristicky pro obé pohlavi. Tento hrbolek maji
samecci vetsi nez samicky, Celo samicky je hustéji ochlupené. Tykadla dospélych
jedinct jsou palickovita. Lykozrout smrkovy ma dva pary kiidel, jeden z nich je bla-
nity a druhy je nazyvan krovkami. Zadni ¢ast krovek je zkosend, s vyraznou prohlu-
beninou, ktera je specificky teckovana a matnd. Na kazdé krovce jsou po stranach
umistény 4 pary zoubkl. Dospély jedinec se vyznacuje vyraznym ochlupenim (Zumr
1995, Kudela 1970).

V hledacku lykozrouta smrkového jsou predevsim smrky, které jsou z riznych
pti¢in oslabeny. Hovofime o stromech, které jsou oslabené z ditvodu vysokych tep-
lot, napadené riznymi druhy hub nebo jsou soucésti polomu po vétrné aktivité. Pred-
nost davaji vzrostlejsim, tudiz starSim stromim. LykoZrout smrkovy je schopen rych-
le vytvotit silnou populaci nasledujici generace, zejména v polomech, kde je schopen

se rychle rozmnozovat a §ifit. Tato skutecnost je podpotfena i tim, Ze strom se nema
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Sanci ubranit naletu tohoto Skidce. Na polomech lykozroutu totiz nebrani nic
Vv zaloZeni potomstva ve velmi brzké dobé.

V mistech, v nichz neni Ips typographus pifemnozen, muze vykonavat i sanitarni
funkci. Prispiva ke zmlazeni a piirozené obnové lesa diky pfirodnimu rozkladu die-
vin, které jsou z n¢jakého divodu ponic¢ené. Naproti tomu v oblastech, kde dojde
k pfemnozeni lykozrouti, a tudiz vyskytu lokalnich ohnisek, dochazi k nenavratnym
Skoddm 1 ve zdanlivé neposkozenych a zdravych porostech (Zahradnik 2004).
V soucasné dob¢ je lykozrout nejvyznamnéj$im Skuidcem nejen Ceskych, ale 1 evrop-
skych lesti, zejména pak smrkovych porostl (Schelhaas et al. 2003).

Ips typographus preckava zimu pod kirou infikovaného stromu. Takto dokaze
ptezit zimu pod kirou stromil az 90 % jedinct lykozrouta smrkového. Dal$im zpuso-
bem, jak dospély jedinec dokdze piezimovat, je vyskyt hrabanky v tésné blizkosti
stromd. Dospély jedinec snese teploty az 20 °C pod bodem mrazu (Zumr 1995). Jaro
je obdobim, kdy se dospéli jedinci lykozrouta smrkového probouzeji k Zivotu. Cas
prvniho rojeni je odvozen od ptiznivych teplot a obycejné se pohybuje v obdobi mezi
koncem dubna a zacatkem cervna. Samecci nalétavaji do lesniho porostu, kde si hle-
daji vhodny strom k tomu, aby se prokousali jeho kiirou a zacali tvofit snubni ko-
murky o velikosti 5 x 5 mm. Tento proces trva 2 az 4 dny. Poté jsou do nich pomoci
agregacniho feromonu, ktery produkuje samecek, naldkany samicky. Zpravidla pii-
padaji na jednoho samecka dvé samicky, ve vyjimecnych piipadech jsou naldkany tii
sami¢ky nebo naopak jenom jedna (Jeger et al. 2017). Primérné se v jednom stromu
nachazi kolem 30 snubnich komurek. Jejich redlny pocet se vSak odviji od velikosti
stromu, jeho stafi a poctu brouk, ktefi strom napadnou. (Koéhler & Scholler 2005).

Po aktu pafeni kladou samicky lykoZrouta smrkového vajicka do vertikalnich
chodbicek (Dolezal & Sehnal 2007). Pocet nakladenych vajicek se odviji od poctu
samicek obyvajicich napadeny strom, tedy ¢im vice samicek, tim méné kazda z nich
naklade vajicek. Jedna samicka je schopna béhem svého Zivota naklast 20 az 100
vajicek, v praméru pak naklade 60 vaji¢ek (Anderbrant 1990). Vyvojovy cyklus ly-
kozrouta smrkového je zavisly na pocasi a priznivych teplotach pro vyvoj. Z vajicek
se zacnou larvy lihnout po 6-18 dnech. Jakmile se larvy vylihnou, za¢nou vyzirat
chodbicky kolmo k matecné chodbé. Poté zanou vznikat galerie, které predstavuji
specificky znak poskozeni nejen broukem Ips typographus, ale i ostatnimi zastupci
ktrovci. Larvalni stadium, respektive proces vyvoje, trvd 6 az 50 dni. Larva béhem

svého vyvoje prochdzi 3 instary. K zakukleni larvy dochazi ihned po dokonceni vy-
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voje na konci chodbicky. Nésleduje pfeména kukel na dospé€lé jedince, jejichz po-
hlavni dospélost nastava mezi 2 az 3 tydnem. V tomto rozmezi dospéli jedinci pro-
vadéji uzivny zir, diky némuz dojde k dozrani pohlavnich organti. Vylihnutym do-
spelcim se béhem krmeni na lyku stromu vytvrdi kutikula. Jakmile dojde u dospélct
k ukon¢eni pohlavniho vyvoje a procesu dokonceni sklerotizace vnéjsi schranky,
opousti brouk rodny strom a hleda si novy vhodny smrk ke kolonizaci (Schebek et al.
2017, Skuhravy 2002). Doba vyvoje jedné generace brouka Ips typographus trva
zpravidla 6 az 10 tydnii, ovSem v zavislosti na specifickych podminkach daného pro-
stiedi (Pfeffer 1954). Aby se tento proces mohl uskute¢nit, nesmi teplota padnout
pod 10,5 °C ¢i se vySplhat ptes 40 °C (Wermelinger & Seifert, 1998).

To, jestli je pozerek jednoramenny nebo az tfiramenny, zavisi na poctu nalaka-
nych sami¢ek do snubnich komirek. Mate¢né chodby jsou rovné a rovnobézné
s podélnou osou kmene. Sife mateénych chodeb dosahuje 3 mm a jejich délkové
rozmezi je pfiblizné 6-14 cm (Skuhravy 2002).

Na tizemi Ceské republiky v letech, kdy panuji méné p¥iznivé podminky, miize
dochdazet k tomu, Ze se lykoZrout smrkovy roji pouze jednou za rok. V souc¢asné dobé
myva Ips typographus minimaln¢ 2 generace do roka. AvSak mize dochazet i
k situacim, kdy jsou teplotni a sraZkové podminky pro tohoto brouka tak ptiznivé, ze
se vyroji az Ctyfi generace béhem jednoho roku. Nicméné v téchto ptipadech mulze
také nastat stav, kdy posledni generace nestihne dokoncit sviij vyvoj v dosp€lého
jedince, a tak se pokusi preckat zimu v larvalnim stadiu. Néktefi jedinci zimu nepie-
Ziji, jelikoz spodni teplotni hranice Zivotaschopnosti €ini -13 °C pro larvy a -17 °C
pro kukly (Kasumovi¢ 2018). Pokud strom najednou kolonizuje vice samicek, do-
chézi k vynotovani a naslednému znovu zavrtavani samicek v kiife stromt. Ty timto
zptisobem bez potieby dal$iho pareni na jiném misté klry stromu kladou takzvané
sesterské pokoleni. Sesterské rojeni je specifické svym typickym pozerkem. Ma pou-
ze jednu mate¢nou chodbu, pficemz na jejim zacatku neni snubni komirka (Skuhra-

vy 2002, Wermelinger & Seifert 1999).

1.2 Prirozeni nepiatelé Ips typographus

V Evropé€ se vyskytuje vice nez 70 parazitl a predatort lykoZrouta smrkového. Né-
ktefi z nich se vyskytuji i na izemi Ceské republiky, a predstavuji tak pro Iykozrouta

smrkového piirozenou hrozbu (Kenis et al. 2004). Hmyzi predatofi Ips typographus,
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ktefi se u nas vyskytuji, nalezi do fadu brouci a dvouk#idli. Mimo nich na lykozroutu
smrkovém preduji také roztoCi a datlovi ptaci. Datlovi ptaci z ¢eledi Picidae jsou
Z obratlovci nejpocetnéjsi skupinou predatort ktrovct. Z hlediska druhil jsou pro
lykozrouta smrkového nejsmrtelnéjSimi datel ¢erny (Dryocopus martinus), straka-
poud velky (Dendrocopos major) nebo datlik téiprsty (Picoides tridctylus). Tito ptaci
neohrozuji jedince brouka pouze poziranim, nybrz i tim, Ze odstraiuji ktiru, ve které
brouci ziji a rozmnozuji se (Kenis et al. 2004). Z fad bezobratlych je nejvyznamnéj-
$im predatorem pestrokrove¢nik mravenéi (Thanasimus formicarius), ktery se vysky-
tuje na kmenech stromi, kde lovi dospélé brouky lykozrouta smrkového. Samicky
pestrokorove¢nika kladou vajicka do chodbicek lykozrouta smrkového, ze kterych se
nasledné lihnou nartizové€lé larvy predatora. Larvy pestrokrovecnika se zase pohybuji
pod kirou a zivi se larvami lykozroutu (Kenis et al. 2004).

Na lykozroutu smrkovém parazituji i parazitoidy, entomopatogenni hlistice a
rizné druhy mikroorganisma (Wermelinger 2002). Parazity, resp. parazitoidy lze
délit na endoparazity a ektoparazity a nalezeji do fadu blanokiidli (Hymenoptera). Za
lum¢ika dutohlava (Coeloides bostrichorum), u néjz byla prokazana 90 i vice pro-
centni ucinnost (Zeleny & Lozan, 2004). K endoparazitim dospélct kirovce patii
naptiklad lumcik kyjorohy (Ropalophorus calvicornis). Do dospélych jedinct Ips
typographus nakladou samicky lumcika vajicka, ktera se v nich nasledné vyviji a
prodélavaji cely zivot (Liptdk & Kozanek 2013). Lykozrouti jsou schopni se po para-
zitaci zavrtat do ktry stromu, nicméné pozdé&ji blanokiidli parazitoidy svého hostitele
zahubi (Kenis et al. 2004).

Ptfirozenymi neptateli 1ykoZrouta smrkového mohou byt i entomopatogenni viry,
entomopatogenni bakterie, entomopatogenni houby a entomopatogenni prvoci, ¢ili
jeho patogeny. K infekci témito mikroorganismy dochazi stykem a vzajemnym kon-
taktem mezi nakazenymi dospélymi jedinci nebo tim, ze dospélci poziou patogen,
ktery se za¢ne vyvijet uvnité traviciho traktu hostitele. K infekci mize dochazet
Vv pribehu vyvoje jedincti, od nakladeni vaji¢ek samickami, ptes larvalni vyvoj, kuk-
leni, aZz po vylihnuti dospélci nasledné generace. Mikroorganismy mohou byt do
populace lykozrouta smrkového zaneseny i jedinci jiného druhu kiirovce (napt. 1ps
duplicatus). Entomopatogenni viry a bakterie infikuji dospélce skrze potravu, naopak
houby pronikaji do téla lykoZrouta pasivné pomoci ptirozenych otvorti nebo aktivné

skrze integument (ochranny kryt téla brouka) pomoci penetrace (Wegensteiner et al.
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2015). V souvislosti s eliminaci lykozrouta smrkového jsou entomopatogenni mikro-
organismy velmi rozmanitou skupinou. Nékteré patogeny tak mohou vyvolavat zvy-
Senou mortalitu v populaci cilového druhu, nékteré ovliviiuji chovani jedinc nebo
snizuji plodnost.

Entomopatogenni houby, které napadaji lykozrouta smrkového, patii do odd¢le-
ni Ascomycota, fadu Hypocreales (Wegensteiner 2004). Houby jsou extracelularnimi
patogeny, tedy patogeny, které se vyvijeji v télesné dutin€, v niz koluje tekutina he-
molymfa. Nejrozsifenéjsim patogenem hmyzu ze skupiny entomopatogennich hub je
druh Beauveria bassiana, ktera zptisobuje onemocnéni u mnoha druhtt hmyzu vcetné
Ips typographus (Takov et al. 2019). Beauveria bassiana je hojn¢ zkoumana a vyu-
Zivana jako biologicka ochrana proti lykozroutu smrkovému (Jaku$s & BlaZenec
2011). Mezi dalsi houbové patogeny lykozrouta patii Isaria farinosa, Isaria
fumosorosea, Akanthomyces muscarium, A. attenuatus nebo prvok Metschnikowia
typographi (Wegensteiner 2004).

1.3 Beauveria bassiana z hlediska biologie a ekologie

Beauveria bassiana je druh entomopatogenni houby nalezejici do oddéleni As-
comycota, fadu Hypocreales, ¢eledi Cordycipitaceae. Jedna se o druh houby, ktera je
pro hmyz patogenni a zptisobuje hmyzu primarni onemocnéni s nasledkem usmrceni.
Entomopatogenni houby jsou fakultativnimi saprotrofy, které jsou schopny napadat
zivé hostitele a po jejich usmrceni vyuzivat jejich Ziviny pro svij rust a vyvoj.
Produkuji fadu sekundarnich metabolitti, kterymi hostitele usmrcuji (Jeger et al.
1998). Druh B. bassiana je kosmopolitné rozsifeny druh, coz znamena, ze se pfiro-
zené vyskytuje v mnoha riznych oblastech po celém svété. NejcastéjSim mistem
vyskytu byvaji tropické a subtropické oblasti, kde se vyskytuje zejména v pohlavni
formé rodu Cordyceps, v oblastech mirného pasma je znama v anamorfni formé, tou
je Beauveria bassiana (Rehner & Buckley 2005). B. bassiana se primarné vyskytuje
ptedevsim v zemedélskych i nezemédelskych pudach, kde zptsobuje infekce u piid-
nich skidct (Zimmermann 2007a). Zaroven se hojné vyskytuje v lesnich ekosysté-
mech, kde zptisobuje pfirozené epizoocie u Sirokého spektra dospélych jedinct riz-
nych druhi kirovet (Kim & Lee 2018, Landa et al. 2001a). Dale také rozklada rost-

linny material, vyskytuje se v organické hmoté a na stanovistich se zvySenym vysky-
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tem hmyzu (Landa et al. 2001a, Rehner & Campbell 2003, Meyling & Eilenberg
2007).

Beauveria bassiana je bila vlaknita houba, ktera se vyznacuje produkci nepohlavnich
konidii, coz jsou malé vytrusy, pomoci nichz se $ifi v prostiedi (Kumar & Sharma
2020). Bilé vatovité mycelium, které houba Beauveria bassiana vytvaii, se mize
vlivem sporulace stavat celistvym, kompaktnim. Zména barvy na krémov¢ bilou je
podminéna staifim kultury. Kolonie ze spodni strany, které narostly na umeélé zivné
pudé, maji bilou az naZloutlou barvu. Béhem doby, kdy se houba vyviji, se na myce-
liu utvéii bankovité konidiogenni buniky, které pfechazi v rachis o pravidelné délce
20 pm. Pro konidie je typické usporadani cik — cak. Vyviji se na rachisu, konkrétné
jedna konidie na jednom zubu (Zimmermann 2007a). Konidiogenni buiiky piechazeji
z kulovitych rozmért az do tvaru bankovitého. Rozméry jednotlivych konidii se po-
hybuji v rozmezi 2-3 x 2,5 um (MycoBank 2013a,b).

Konidie se nejéastéji $ifi vzduchem a nésledné se prichytavaji na svého hostitele.
Jakmile se pfichyti, vykli¢i v hyfu a nésledné formuji mycelium (vegetativni forma
houby). Po ur¢ité dobé pronikne pomoci penetra¢niho hrotu do kutikuly hmyzu (Raja
et al. 2014). Houba je navic znama svou produkci enzymd, které maji za kol rozlo-
zit kutikulu, a umoznit tak $ifeni spor houby na dalsi brouky (Pedrigo et al. 2019).
Pted proniknutim se na konci hyfy vytvaii utvar apresorium, ktery produkuje pravé
primarni metabolity, a tim narusSuje kutikulu. Penetracni hrot nasledné tlakem snad-
néji pronikne do télni dutiny hostitele. Uvnitf hostitele houba vypliuje télni dutinu,
kdy se v hemolymf€ vytvaii blastospory, hyfova téliska, ktera utilizuji tkan¢ a orga-
ny. Houba nasledné zpisobi hostitelovu smrt (Raja et al. 2014).

Entomopatogenni houby jako je Beauveria bassiana se do svého hostitele mo-
hou dostat i pomoci pfirozenych otvorl. Pfi proniknuti pfes istni otvor Spory uvnitt
napadeného jedince produkuji toxiny, které jej zabijeji (Koul & Walia 2008). Pro B.
bassiana je typicka produkce sekundarnich metabolitd (bassiacridin, bassianin, bas-
sianolid, beauvericin, beauveriolid, oosporein, tenellin). Jejich pisobenim se snizuje
imunitni odolnost daného hostitele, coz ma za nésledek jeho usmrceni (Steinwender
et al. 2010). V pohlavni fazi houba Cordyceps produkuje na hmyzu stromata, ve kte-
rych jsou ulozeny plodnice houby perithecia, ve kterych jsou ulozeny askospory ve
vieckach. Askospory maji podobu vétsich vytrusii a rovnéz se uvoliuji do prostredi,
kde mohou po napadeni hostitele kli¢it a vytvaret mycelium, které nasledné penetruje

do hostitele (Hoy & Thomas 1998). Beauveria bassiana je také fakultativni sapro-
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trof, jenz se vyznacuje tim, ze se mize nejprve chovat jako parazit a po usmrceni
hostitele jako saprofyt.

Druh B. bassiana je hlavnim patogenem mnoha druhi hmyzu v¢etné mnoha zemé-
delskych skiidct, ktefi ¢ast svého vyvoje stravi v pudé. Ve skleniku infikuje zejména
mSice, tfasnénky, molice, svilusky a dalsi. Diky vlastnosti hubit ¢i regulovat popula-
ce téchto Skidcu je Casto zamérné vyuzivana jako prostfedek biologické ochrany. Je
soucasti mykoinsekticidu, které jsou ve svété produkovany (Humber 2001). O této
houb¢ jakoZto piirozeném nepiiteli hmyzu je znamo, Ze infikuje jak dosp¢lé jedince,
tak i larvalni nebo nymfalni stadia hmyzu (Sanchez-Tocino et al. 2014). Nejucinné;si
je v ranych fazich vyvoje, infikuje i vajicka hmyzu. Zaroven mize infikovat i kukly.
B. bassiana je u¢inna i proti dospélému hmyzu, nicméné zalezi na druhu hostitele. U
ktrovctl infikuje hlavné dospélé jedince a vajicka, larvy jsou infikovany sporadicky
(McPherson 1987).

Piezivani a Sifeni houby Beauveria bassiana v prostiedi je zavislé nejen na pu-
sobeni biotickych faktort, ale i téch abiotickych. Vlhkost, slune¢ni zafeni a teplota
maji zasadni vliv na vyvoj entomopatogennich hub. Teplota ma za nasledek ovlivné-
ni této entomopatogenni houby riznymi zpisoby. Muze ovliviiovat délku vyvoje
houby a zaroven délku procesu usmrceni hostitele. Pro rust a vyvoj houby Beauveria
bassiana je optimalni teplota v rozmezi 23-28 °C. Spodni hranice teploty pro vyvoj
houby se pohybuje okolo 5-10 °C. Toto rozmezi teplot lze oznacit za hranici Zivota-
schopnosti této houby. Naopak za maximalni vysi teplot je povazovana teplota nad
30 °C. Smrtelna teplota pro spory je 37 °C (Zimmermann 2007a). Cas, ktery je po-
treba k usmrceni hmyzu entmopatogennimi houbami, a stupent infekce jsou piimo
umérné s okolni teplotou (Inglis et al. 2001).

Vlhkost je dalSim zasadnim Cinitelem, od kterého se odviji G¢innost a zivota-
schopnost entomopatogennich hub v prosttedi. Dulezity parametr v pfirozeném pro-
stiedi, jenz zaruuje kli¢ivost spor, rist, vyvoj a infekci, je pfitomnost vody, nikoliv
volné vody. Houba Beauveria bassiana stejné jako pievazna vétsina entomopatogen-
nich hub vyzaduje pro svlij vyvoj vysokou relativni vlhkost. Pro klicovost spor a
naslednou proliferaci na povrch téla hostitele vyzaduje vice nez 90-95 % relativni
vzdusné vlhkosti. Jakmile jsou vytvofeny ptiznivé podminky, objevuji se u spor
znamky kli¢eni, tvorba kli¢nich hyf a néslednych infekci (Hallsworth & Magan
1999). V pudach je infekce mozna i pii nizsi vlhkosti, kde mortalita hmyzu mize
dosahnout vysokych hodnot (Ekesi et al. 2003). Kombinace teploty a vlhkosti pro-
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stiedi je ve velmi uzké korelaci. Symbiodza téchto dvou abiotickych faktori ma znac-
ny vliv na perzistenci houbovych spor a samotnou zivotnost houby Beauveria bassi-
ana (Zimmermann 2007a).

Kombinaci abiotickych faktor je ovlivnéna i samotna reakce hostitelského hmyzu
na infekci houbou Beauveria bassiana (McCoy et al. 1992). Zna¢ny vliv na posko-
zeni entomopatogennich hub ma také slunecni zafeni, primarn¢ podil ultrafialovych
paprskii. Nejskodlivéjsim faktorem prostiedi, ktery ovliviiuje perzistenci samotnych
houbovych insekticidd, je sluneéni zafeni, zejména UVB spektra (285-320 nm) a
UVA spektra (320-400 nm). Citlivost konidii, hyfovych télisek a hyf k a¢inkiim slu-
necniho zafeni je taktéz vyrazna (Braga et al. 2001). Nejvétsi Skody zplisobuje oza-
feni kratkymi vlnovymi délkami. Jako nejSkodlivéjsi ¢ast pfirozeného zéteni se jevi
UV-B (285-320nm) (Fargues et al. 1997).

Pokud chceme dosahnout nejvétsi efektivity eliminace nékterého z druhti hmy-
zu, je nejvhodnéjsi spory houby Beauveria bassiana aplikovat v prostfedi s vyssi
vlhkosti a teplotami mezi 15 a 25°C. Abychom jesté zvysili Sanci na uspéch hubeni
daného druhu, méla by byt houba aplikovdna v dobé&, kdy jsou v prostiedi pfitomny
nejmladsi instary larev nebo nymf hmyzu, protoze pravé v tom okamziku jsou na
pusobeni houby nejcitlivéjsi (Boivin et al. 2013). Pii produkci spor potiebuje houba
k rlstu, vyvoji a nasledné sporulaci dostatek uhliku, dusiku a dalSich zdkladnich Zzi-

vin (Kostanjsek & Kogovsek 2008).

1.4 Studie a vyzkum houby Beauveria bassiana

Beauveria bassiana je znama jako u¢inny prostiedek biologické ochrany proti $iro-
kému spektru hmyzich skudci. B. bassiana byla rozsahle studovana a o jeji ekologii
je k dispozici velké mnozstvi informaci. Studie G¢innosti ¢istych kment i bioprepara-
tl ukazuji na jeji vybornou schopnost eliminovat pfemnozené druhy sktdcti. V sou-
Casné dob¢ je hojné zdméerné vyuzivana proti msicim, ttdsnénkdm, molicim a rozto-
¢lim nejen ve sklenikovém prostiedi, ale i v pfirozenych podminkach. Dale houba B.
bassiana vynika svou schopnosti piezit v riznych podminkach prostredi. Zpravidla
je schopna piezivat v pfirod€ 1 v mrazech, pti vysoké teploté 1 nizké vlhkosti, popfti-
pad¢ pii omezeném vyskytu zivin. Je také schopna ptezit v Siroké Skale pidnich typi

véetné piscitych, bahnitych a jilovitych (Khan 2016). Kromé toho se ji dafi i
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Vv rozsahlém spektru stanovist’ od zeméde€lskych pozemkl, pies lesy az po méstské
oblasti (Kumar & Singh 2018).

Pojmenovani této houby je odvozeno od objevitele Agostina Bassi di Lordiho,
italského védce, ktery jako prvni sledoval nakazu houbou Beauveria bassiana. Prvni
zminka o této houbé¢, tudiz i pocatky evidence se datuji k roku 1807. Chovy bource
moruSového byvaly opakované postihovany touto ndkazou, zndmou také jako bila
muskardina. Mumifikace a usmrceni jednotlivych vyvojovych stadii bource signali-
zovaly hlavni znak vyskytu této nakazy. Prvni pokusy byly tedy realizovany na hou-
senkach bource morusového Bombyx mori (Rhener 2005, Zimmermann 2007a).
Vuilleminen oficialné popsal rod az o 100 let pozd¢ji, konkrétné v roce 1912. Van
Beneden v jednom ze svych pokust jiz v roce 1902 vlozil infikovaného jedince do
sklenice se zdravym jedincem a nasledné pozoroval, Ze zdravy jedinec zemfel na
infekci houby. Van Beneden také provadél pokusy, aby urcil optimalni podminky pro
rust houby a hubeni hmyzu (Van Beneden 1902). Podrobné&jsi taxonomii se vénovali
védci jako de Hoog, MacLeod a Petch (Vega & Blackwell 2005). V roce 1954 byly
spojeny MacLeodem veskeré druhy rodu Beauveria pouze do dvou druhd — Beauve-
ria bassiana a Beauveria tenella (Weiser 1966). O necelych 20 let pozdéji, roku
1972, byl rod Beauveria rozdélen de Hoogem na tii druhy. Konkrétné na — Beauveria
alba, Beauveria bassiana a Beauveria brongniartii (Zimmermann 2007).

V prubéhu let mnoho védct navazovalo na prukopniky, kteti houbu B. bassiana
zkoumali. Primérné z hlediska kontroly jednotlivych hmyzich Skadcit, kteti svym
pfemnozenim ovliviuji zemédélskou produkci. Na naSem tizemi byla Beauveria bas-
siana podrobnéji studovana od 70. let minulého stoleti. Tehdy ¢eskoslovensti védci v
laboratofi analyzovali morfologické vlastnosti houby Beauveria bassiana, jeji pato-
genitu a schopnost produkovat konidie. Studovali také rizné faktory prostiedi, jako
je teplota, vlhkost a svétlo. Vyzkum provadéli na ruznych druzich hmyzu vcetné
mandelinky bramborové, zavijece kukuti€éného a mouchy domadci. Vysledkem studie
bylo, ze Beauveria bassiana by mohla byt pouzita jako alternativni prostiedek k
chemickym insekticidim (Kubat 1970). Jako prostiedek biologické ochrany sktidct
se Beauveria bassiana vyuzivala uz od 50. let 20. stoleti (Whipps 1999). Vyuziti
houby Beauveria bassiana k hubeni 1ykozrouta bylo poprvé zaznamenano pocatkem
70. let minulého stoleti vyzkumniky z Ceskoslovenska (Kolarik &Vaclavik 1974).
Béhem t&chto let v Ceskoslovensku probihalo i nékolik vyzkumii na uéinky aplikace

houby Beauveria bassiana na lykozrouta smrkového Ips typographus. Védci tehdy
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zaznamenali vysokou nachylnost druhu Ips typographus, ktera vedla i k vysoké mor-
talité populace po tom, co byla vystavena této houb& (Kolat & Sebela, 1970).

Prvni studie, kterd prokazala, Ze Beauveria bassiana mize byt vyuzita jako
Gginny prostfedek proti lykozroutu smrkovému, byla v Ceskoslovensku provedena
vroce 1989. Tento vyzkum pfinesl pozitivni vysledky, jez byly publikovany
Vv Casopise Folia Entomologica Bohemoslovaca. Védci zjistili, ze B. bassiana je
ucinnym prostiedkem pro kontrolu Ips typographus. Houba dokazala v laboratornich
pokusech snizit populaci lykozrouta smrkového az o 99 %. Studie Vv piirozenych
podminkach lesnich porostii prokazala, ze houba se dokazala rychle Sifit a nebyla
ovlivnéna chladnymi zimnimi teplotami v Ceskoslovensku. Béhem vyzkumu dokaza-
la houba hubit zejména dospélé jedince. Houba i po vyhubeni lykoZzrouta smrkového
zUstala pfitomna vV kmenu stromu, coz se prokazalo jako predpoklad, ze by mohla byt
efektivnim dlouhotrvajicim prostiedkem pro kontrolu ktirovcovych naleti (Kost'al &
Kostéalova, 1989).

S vysledky ziskanymi na naSem uzemi se shoduji i zahrani¢ni studie, které doka-
zuji, Ze Beauveria bassiana je schopna uc¢inné snizit populaci lykozrouta smrkového.
Vyzkum publikovany v ¢asopise Biological Control fika, Zze tato houba je schopna
zahubit larvy a kukly brouka a snizuje jejich pocet az o 50 %. Zaroven dokéze snizit
pocet dospélych jedinct az o 90 %. Podle téchto studii by houba Beauveria bassiana
mohla byt vyuzivana jako ucinné kontrolni opatieni proti Ips typographus (Goméz-
Jiménez et al. 2011). Beauveria bassiana se nejcastéji pouziva v experimentech
k potlaceni zamoteni lykozroutem smrkovym v Evropé a Severni Americe (Kostov
& Petkov 2018).

Kromé¢ laboratornich testl jsou také provadeény testy terénni, aby se posoudila
ucinnost Beauveria bassiana pii ochrané hmyzich $ktdct v pfirozeném prostiedi.
Béhem téchto experimentii dochézi ke stanoveni u¢innosti houby na populaci kiirov-
ct (Kaur & Singh 2020). Testovani houby Beauveria bassiana na lykozrouta smrko-
vého V lesnich porostech se provadi aplikaci houby na klru napadenych stromi.
Houba se aplikuje ve formé suchého praSku smichaného s nosi¢em jako je voda,
mastek nebo jil. Na kmen stromu je houba aplikovdna pomoci rozpraSovace, postii-
kovace nebo injektazi. Po aplikaci mtize houba infikovat jedince riznych vyvojovych
stadii Ips typographus zijici v kife, pfipadné napadne i dospé€lé brouky pfi rojeni
(Schylter & Stenlid 2001).
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Cetnost aplikace na napadené stromy zavisi na zdvaznosti napadeni a zptisobu
osetfeni (Schopf et al. 2014). Pokud by byla aplikace houby uspésnd, méla by pomo-
ci potlacit populaci lykozrouta smrkového soucasné s dalSimi druhy ktirovct. Tim, Ze
infikuje larvy broukut, usmrcuje je, a ty tim neukonéi vyvoj v dospé€lce, dochazi ke
snizeni populace lykozrouta smrkového (Goméz-Munuera & Pérez-Hidalgo 2012).
Vyzkum praktického vyuziti entomopatogennich hub proti lykozroutu smrkovém
probihal i na Jiho¢eské univerzité v C. Budgjovicich pod vedenim prof. Zdeiika Lan-
dy. V letech 1998-2011 realizovali fesitelé ze Zemédélské fakulty JU pilotni monito-
ring pfirozeného vyskytu entomopatogennich hub v zemédélskych i nezemédélskych
pudach Jihoceského kraje a soucasné rozsdhly monitoring pfirozené¢ho vyskytu en-
tomopatogennich hub vazanych na lykozrouta smrkového (Ips typographus) v poros-
tech smréin na vybranych lokalitich NP Sumava, KRNAP a CHKO Jeseniky v CR
(Landa et al. 2010, Landa et al. 2001a, Landa et al. 2001b). Béhem monitoringu byli
na kazdé lokalité vyhledavani infikovani dospélci lykozrouta smrkového, ktefi byli
umisténi do sterilnich falkonti, dale byl odebran vzorek kiry z napadeného stromu,
kde se nevyskytovali infikovani dospélci, a nasledn¢ byl odebran vzorek pudy
v okoli napadeného stromu Ips typographus. Po zpracovani vzorkd v laboratofi bylo
prokazano, ze se ve vSech pudnich vzorcich vyskytovaly druhy entomopatogennich
hub s dominanci druht Beauveria bassiana a Metarhizium brunneum, pfi¢emz domi-
nance Beauveria bassiana byla pfi monitoringu hub v populacich kirovce smrkové-
ho jednoznacné pozorovana na vSech lokalitdch. Z dospé€lct a kir byly kmeny B.
bassiana izolovany a kmeny vyc¢istény. VSechny kmeny B. bassiana byly charakteri-
zovany a nejucinngj$i kmeny proti dospélym jedincim Ips typographus byly hro-
madné vyprodukovany a re-introdukovany zpét do lokalit svého plivodu. Reintro-
dukce byla zavedena pro ucely integrované ochrany lesa proti populaci kirovce
(Landa et al. 2010, Landa et al. 2008, Landa et al. 2007). V soucasné dob¢ je paten-
tovan kmen CCM 8382 houby B. bassiana, s nimz byl realizovan pokus v ramci této

diplomové préce.

1.5 Potencialni prinosy a rizika uziti houby Beauveria bassiana proti Ips
typographus

Beauveria bassiana je G¢inna proti Ips typographus, jenz je jednim z hlavnich skad-

ct jehli¢natych stromt. Jde o ptirozen¢ se vyskytujici druh houby, ktery je specificky
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spjat s jedinci Ips typographus, tudiz neskodi jinému uzitecnému hmyzu. Mezi vyho-
dy pouziti této houby proti lykozroutu smrkovému patii skutecnost, ze mize byt vy-
uzita jako alternativni prostfedek k chemickym insekticidim. Ve svété existuji firmy,
které houbu B. bassiana masové produkuji a na bazi této houby vyrabéji bioprepara-
ty. Experimentalni biopreparaty se mohou snadno aplikovat bud’ jako posttik sporo-
vou suspenzi, nebo aplikaci v praskové formé. Aplikace mohou byt provadény i le-
tecky, zejména v mistech kiirovcovych ok (Landa et al. 2010, Landa et al. 2007,
Kamoun & Humber 2005).

Beauveria bassiana se jako prostfedek biologické ochrany pouziva jiz nékolik let
a zatim nebyl prokazan vznik rezistence. Nékteré studie dokazuji, ze vyvoj odolnosti
lykozrouta smrkového proti houbé Beauveria bassiana je mozny, nicméné riziko
vyskytu je zatim pomérné nizké (Pinnoi et al. 2015).

Jednim z dalSich témat, které provazi vyzkum a vyuzivani houby Beauveria bas-
siana, je potencialni riziko u¢inku na necilové organismy. Houba miize ovlivnit i jiné
druhy, naptiklad uzite¢ny hmyz (opylovace). To mize nésledné vést ke sniZeni bio-
diverzity. Testy na opylovatele byly realizovany v ramci moznosti vyuziti opylovate-
It ve sklenikach k Sifeni spor B. bassiana do populaci sklenikovych Skadci.
V disledku regulace populace opylovateli nebyla myslenka vyuziti k Sifeni spor
realizovana. Vliv aplikace B. bassiana v piirozenych podminkach na pfirozené ne-
pratele byl sledovan, nicméné vysoka mortalita pfirozenych nepiatel byla minimalni
(Bischoff et al. 2013).

V laické vefejnosti existuji také obavy, Ze by wuziti B. bassiana proti
I. typographus mohlo vést ke zvySeni vyskytu spor houby v prostiedi, a tim likvidaci
Sirokého spektra hmyzich hostitelii. Na zéklad¢ tohoto predpokladu byly provadény
studie, které prokdzaly, Ze toto riziko neni veliké (Bischoff et al. 2013, Kostovcik &
Kolatik 2017), protoZe se v piirodé vyskytuji mykofagni druhy, které se zivi sporami
hub. Diky témto druhim je v ptirodé zajiStovana rovnovaha.

Celkové shrnuti je takové, ze houba Beauveria bassiana by mohla byt vyuzivana
v praktické ochrané lesnich porostli, kde nemohou byt plosné pouzivany insekticidy.

Zejména pak v chranénych krajinnych oblastech a na uzemich narodnich parka.
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2 Cil prace
Cilem diplomové prace je hodnoceni ucinnosti entomopatogenni houby Beauveria

bassiana na lykozrouta smrkového po aplikaci na odchytové lapaky. V prubéhu ¢asu

byl sledovan vyvoj lykozrouta smrkového na osetfenych a neosettenych lapakach.

1) Sledovani abundance dospélct lykozrouta smrkového odchycenych na lapakach
po jarnim rojeni.

2) Sledovani vyvojového cyklu lykozrouta smrkového na oSetfenych a neosetfenych
lapakach v ¢asovych intervalech.

3) Hodnoceni ptezivani spor houby Beauveria bassiana po aplikaci na lapaky.

4) Hodnoceni uc¢innosti houby B. bassiana na dospélce lykozrouta smrkového, resp.

vybraného alternativniho hostitele pomoci laboratorniho biotestu.
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3 Material a metodika

3.1 Entomopatogenni houba B. bassiana

Kmen CCM 8382 entomopatogenni houby B. bassiana byl odizolovan v roce 2004
z infikovaného dospélce lykozrouta smrkového Ips typographus na lokalité Prameny
Vltavy, NP Sumava, CR. Kmen je patentovén a je uloZen v Ceské sbirce mikroorga-

nismi (CCM) v Brné.

3.2 Produkce spor B. bassiana

Pro produkci spory byla pouzita ¢ista kultura kmene, ktera byla kultivovana na zivné
pudé PDA (Potato Dextrose Agar) po dobu 10 dni pfi 25 °C. Z ¢isté kultury byla
pripravena suspenze, ve které byl stanoven titr spor, a nasledné byla suspenze adjus-
tovana na titr o koncentraci spor 1x10” spor v 1 ml.

Pro vétsi produkcei spor byl pfipraven a vysterilovan pfirozeny substrat, ktery byl
po vychladnuti naoCkovan suspenzi kmene CCM 8382. Nainokulovany pfirozeny
substrat v Erlenmeyerovych baiikach byl béhem dne minimaln¢ tfikrat dikladné pro-
ttepavan, aby doslo k rovnomérnému nasaknuti suspenze do partikuli ptfirozeného
substratu. Po nasdknuti byl nainokulovany pfirozeny substrat pteveden do sterilnich
plastovych boxl. Kultivace probihala v 25 °C po dobu 14 dnti. Po této dobé byla
odstranéna vika z boxl a biomasa kmene byla suSena. Po usuSeni byly sklizeny Cisté
spory kmene B. bassiana, které byly dale vyuzity v lesnim experimentu.

Pro zjiSténi koncentrace byl navdzen 1 gram sklizenych cistych spor, ktery byl
pfeveden do sterilni 50 ml centrifugacni zkumavky. K ¢istym sporam bylo pfidano
25 ml 0,05% roztoku Tween 80 a 2 ml ptipravku Istroekol (U¢. 1. olej fepkovy —
80%). Istroekol byl pouzit jako smacedlo. Spory ve zkumavce byly po dobu 30 minut
protfepavany na tiepacce Multi Reax (Heildolph). Nasledné byl roztok doplnén do

100 ml a byl dale fedén fedici fadou tak, aby bylo mozné koncentraci spor spocitat.
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3.3 Charakteristika vyzkumné lokality Bosilec

Lokality, kde byly provadény pokusy, se nachazi na lesnim hospodaiském celku
Obecni lesy Bosilec. Obec Bosilec leZi v okrese Ceské Budgjovice v Jihoteském
kraji. Nachazi se zhruba 6 km jihozapadn¢ od Veseli nad Luznici a 25 km severovy-
chodné od Ceskych Budgjovic.

Prvni porost je v lesnim hospodarském celku (dale jen LHC) oznacovany znac-
kou 506C12. Nachazi se piiblizn¢ 2,9 km vychodné od obce Bosilec. VEk celého
porostu je odhadovan na 115 let. Vymeéra plochy Cini 5,14 ha. V hospodaiské knize
je plocha oznacovana jako lesni typ 3P1 (oglejena kyseld jedlova doubrava modal-
ni).! Na stanovisti je cilovy hospodaisky soubor 47 (hospodafstvi oglejenych stano-
vist stfednich ploch).? Procentualni zastoupeni dfevin je nasledujici: borovice 90 %,

smrk 5 %, dub 5 %. Cela plocha je po svém obvodu zastinéna lesnim porostem.

%
porsre O

Bosilec Ruds

Os;
s
Yon.

Druhy porost (v této praci ozna¢ovan jako porost ¢. 2) je v LHC (lesnim hospodafi-
ském celku) oznacen kédem 506D09a. Nachazi se cca 2,7 km vychodné od obce
Bosilec. VE&k porostu v této ¢asti lesa je 85 let. Plocha je vymeétena na 2,04 ha. Lesni

typ je stejné jako v ptipadé plochy cislo jedna 3P1. Stejny je 1 cilovy hospodatsky

1 pfehled lesnich typ( a soubor( lesnich typ@ v CR (stav k 1.1.2019). Lesnicka typologie v CR. Dostup-
né z: http://katalogy.publikace.com/typologie-lesa/grafy-a-tabulky

2 Hospodarska Uprava lest (HUL). Cilové hospodaiské soubory. Dostupné z:
https://hul.mendelu.cz/teorie-cviceni-hul-i/hospodarsky-soubor/chs/

3 Soufadnice plochy €. 1. Dostupné z:
https://www.google.com/maps/place/49%C2%B008'44.5%22N+14%C2%B040'54.3%22E/@49.14698
63,14.6671223,14.54z/data=14m13!1m8!3m7!1s0x470cb3ece971fabb:0xa7fc3d5b24cf65e712s373+6
5+Bo%C5%Alilec!3b1!8m213d49.149318414d14.64621931165%2Fm%2F07kg3gt!3m318m2!3d49.145
69314d14.681755!5m1!le4

23




soubor, ktery stejné jako v pfipadé prvni plochy nese ¢islo 47. Skladba dfevin je na
tomto misté nasledujici: borovice 80 % a smrk 20 %. Témét cela plocha je zastinéna
lesnim porostem, vyjimku tvoii pouze severni strana, na niZz se nachazi cesta. Ta
V této Casti tvofi svételny priizor.

Horusicky ™

Bosilec Ruda

3.4 Vybér vhodnych stromi

Po domluvé s mistnim odbornym lesnim hospodafem bylo rozhodnuto, ze pro pokus
budou na obou lokalitach vybrany smrky v rozmezi 70—-100 let. Pravé smrky v tomto
veékovém rozpéti jsou nejnachylnéjsi k naletim samecki Iykozrouta smrkového. Obé
vybrané lokality byly od sebe vzdaleny necelych 200 m. Vzrostlé stromy urcené pro
pokus na jedné lokalité byly vybrany tak, aby byly od sebe vzdaleny maximalné do
20 metrt. Timto zpisobem byly vytvofeny téméf totozné podminky pro oSetfenou i
kontrolni variantu na dané lokalité&.

Pro pokusy bylo dulezité, aby byly stromy pokaceny na plochu, ktera byla zasti-
néna. Zastinéni bylo dllezité nejen pro u€innost ve smyslu naldkani dospélcii lyko-
zrouta smrkového, ale i proto, aby nedoslo k inaktivaci spor kmene houby B. bassia-
na po jeho aplikaci na takto ptfipravené lapaky. Tézbu stromti provadél kvalifikovany
tézaf jednoru¢ni motorovou pilou za pomoci palice a klinu. Po pokaceni vSech vy-

branych smrki (2 X 2 smrky) nasledovalo jejich dikladné odvétveni.

4 Soufadnice plochy &. 2. Dostupné z:
https://www.google.com/maps/place/49%C2%B008'38.1%22N+14%C2%B040'51.4%22E/@49.14641
17,14.6714093,14.74z/data=!4m13!1m8!3m7!1s0x470cb3ece971fabb:0xa7fc3d5b24cf65e7!25373+6
5+Bo%C5%Alilec!3b1!8m213d49.149318414d14.64621931165%2Fm%2F07kg3gt!3m318m2!3d49.143
903!4d14.680941!5m1!1e4
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Obrazek 1 — Kaceni vytipovaného stromu, autor Obrazek 2 — Odvétvovani vytipovaného stromu,
Jifi Barta, 29. 4. 2022 autor Jif{ Barta, 29. 4. 2022

Na kazdé lokalité byly pokacené smrky resp. ,,Japaky*. Na prvni lokalité byla dvojice
oznacena jako ,,Lapak 1 (oSetfeny a kontrolni lapak) a na druhé ,,Lapak 2* (oSetieny

a kontrolni lapak).

3.5 Priprava aplikaéniho roztoku

Pro tcely oSetieni byly Cisté spory kmene B. bassiana navazeny v mnozstvi uréeném
K oSetfeni lapaki. Pred vlastni aplikaci byla pfipravena suspenze. Do pfipravku, kte-
ry obsahoval Zivotaschopné spory houby Beauveria bassiana (obr. 3c), bylo pfidano
300 ml vody s 10 ml Istroekolu. Obé dvé slozky bylo potieba dikladné promichat
v uzaviené nadobé. Smes byla nékolikrat dikladné protfepana, aby doslo k rovno-
mérnému uvolnéni spor z klastrii spor, které¢ druh B. bassiana po sklizni ¢istych spor
déla. Do pfipraveného roztoku byly pfidany 2 kapky ptipravku Jar, ktery téZ zarucil
lepsi uvolnéni spor z klastri. Piipravky Istroekol a Jar jakozto detergenty zajistily
lepsi ulpéni spor na povrchu lapaki a pfitomny fepkovy olej 1 ochranu spor pied pii-

padnym suchym pocasim.
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Obrazek 3a — Cista kultura B. bassiana Obrazek 3¢ - Smés aplikovaného roztoku, autor Jifi
Obrazek 3b — Sklizené Cisté spory houby Barta, 28. 4. 2022

Vznikla suspenze (roztok) spor méla typicky bilou barvu, coz bylo dano barvou en-
tomopatogenni houby B. bassiana. Roztok byl pfipraven piiblizné¢ dvé hodiny pied
samotnou aplikaci na lapaky. Casovy odstup hrél roli v aktivaci spor tim, Ze poskytl
dostatek ¢asu na to, aby spory nasaly dostatek vody, ktera je dilezita k nabobtnani a

naslednému urychleni kli¢eni spor po aplikaci.

3.6 Aplikace roztoku v lesnim porostu

Na lokalitach s umisténymi lapaky byla ptipravena suspenze spor v litrové lahvi pte-
vedena tésné pred samotnou aplikaci do 10 litrti vody, které byly v tlakovém zado-
vém postiikovaci. Finalni roztok obsahoval v kazdém ml 1x107 spor. Tato koncentra-
ce spor je dostatecné ucinna. Finalni roztok byl pfed samotnou aplikaci na kmen po-
razeného stromu (lapaku) dikladné promichan, a i v prubéhu aplikace byl pohyby

protiepavan. Pro kazdy oSetfeny lapak byl pfipraven finalni roztok zvIast.
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Obrazek 4 - Smichani vSech komponenti tésné pred aplikaci roztoku, autor Jifi Barta, 29. 4. 2022

Postiik s obsahem spor kmene B. bassiana byl nanasen rovnomérné po obvodu ce-
lych kmenu lapakd. Aplikace smési byla provedena za polojasného pocasi, kdy se
teplota pohybovala okolo 18 °C. Tyto podminky byly pro naneseni roztoku vhodné,
jelikoZ nedoslo ke srazkam, které by mohly pifipravek z lapakli smyt tésné€ po aplika-
ci. Osetfeni bylo dikladné, aby aplikovana tekutina mohla proniknout mezi Supinky
kiry. Po aplikaci nasledovalo zakryti kmene odfezanymi vétvemi, aby se zvysSila
pravdépodobnost néletu sameckli 1ykozrouta smrkového. Kontrolni lapaky nebyly

oSetfeny a byly také zakryty ofezanymi vétvemi.

3.7 Vyhodnoceni lesniho pokusu

Hodnoceni stavu lapakt probihalo v ¢asovych intervalech v zavislosti na kolonizaci
lapaki dospélci lykozrouta smrkového.

Prvni hodnoceni (15. 5. 2022) bylo zaméieno na sledovani rozdili v po¢tu zavr-
td, které zplisobuji samecci lykozrouta smrkového. Z kazdého lapaku byla vytiznuta
ktira o rozmérech 10 x 20 cm ve Ctyfech usecich (po 2,5 metrech), na nichz byly za-

vrty pocitany. Béhem druhého méfeni (22. 5. 2022) bylo zjistovano, jaky je ve stro-
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mech pocet snubnich komtirek po néletu samecku lykozrouta smrkového. Pro stano-
veni poctu snubnich komirek byla z kontrolniho i oSetfené¢ho lapaku odebrana kiira o
velikosti 10 x 20 cm. Vzorek kiry byl z kazdého lapaku vykrojen jeden metr od
spodni hranice stromu. Tieti hodnoceni bylo zaméfeno na pocet larev. Po naldkani
samiCek do snubni komirky doslo se sameckem ke kopulaci a naslednému kladeni
vajicek, z nichz se vylihly larvy Ips typographus. Hodnoceni larev bylo sledovano na
4 tsecich kazdého lapaku. Kazdy usek byl ve vzdalenosti 2,5 m. Na kazdém useku

byla vyfiznuté kiira o rozméru 10 x 20 cm.

3.8 Test virulence na larvach Tenebrio molitor

Hodnoceni virulence bylo zjiStovano pomoci biotestu na larvach potemnika mouc-
ného Tenebrio molitor. Z chovu byly vybrany larvy stejné velikosti a nasledné se
povrchove sterilovaly v roztoku 0.05% NaClO. Po namoceni do roztoku po dobu 3 s
byly trikrat promyty ve sterilni destilované vodé a ponechany na filtranim papife,
aby oschly. Suché larvy byly ponofeny do suspenze houby 1.0 X 10’spor v 1 ml.
Osetiené larvy byly umistény jednotlivé do bunc¢k vicekomiirkové desticky (vlhkeé
komurky). Kontrola byla pfipravena namacenim larev do 0.05% roztoku Tween 80.
Pro kazdou variantu bylo osetfeno 20 larev. Vlhké komirky byly inkubovany ve 20
°C a 25 °C. Biotest byl vyhodnocovan ve dvoudennich intervalech po dobu 20 dnf.
Utinnost hub, resp. vyvoj patogena na larvach hostitele, byla hodnocena pomoci
stupnice FDI (Fungal Development Index). Kazdé larvé byl ptifazen pomoci binoku-
laru index a nasledné spocitan primérny index. Stupnice vyvoje houbového patogena
FDI je v rozmezi indexi od 0 do 3, v intervalu 0,5.

Charakteristika jednotlivych indext je nasledujici: 0,0 = na povrchu larvy T.
molitor nejsou viditelné zadné symptomy houbové infekce (napf. melanizaéni skvr-
ny); 0,5 = na povrchu larvy se vyskytuji drobné, ohrani¢ené melanizacni skvrny, kte-
ré nesplyvaji do vétSich celkt, larva se jesté hybe; 1,0 = melaniza¢ni skvrny na po-
vrchu larvy splyvaji a vytvateji rozsédhla ohniska, larva je mrtva; 1,5 = na povrchu
larvy jsou viditelnd vldkna houby; 2,0 = povrch larvy je porostly hustym vzdusnym
myceliem bez ptfitomnosti konidii; 2,5 = na vzdu§sném myceliu jsou zjistény morfolo-
gické struktury souvisejici s poc¢atkem sporulace; 3,0 = na vzdusném myceliu jsou zjis-

tény morfologické struktury souvisejici s plnou sporulaci B. bassiana.
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Aplikace roztoku na kmen stromu, autor Jifi Barta, 29. 4. 2022

Obrazek 5
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Obrazek 6 - Zakryti kmene vétvemi, autor Jifi Barta, 29. 4. 2022

3.9 Statistika

Pro hodnoceni poctu zavrtl zpusobenych dospélymi samecky Ips typographus byla
data podrobena analyze rozptylu (ANOVA) pomoci softwaru pro statistickou analy-
zu (StatSoft Inc., verze STATISTIKA 12). Rozdily mezi stiednimi hodnotami byly
porovnany pomoci Tukeyho testu (P < 0,05).
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4 Experimentalni ¢ast a vysledky

4.1 Kolonizace hostitelské dreviny ,,lapaku*

Po aplikaci entomopatogenni houby B. bassiana byly lapaky zakryty vétvemi. Lapa-
ky byly vizudln¢ hodnoceny v Case. Pfitomnost sameckl po rojeni byla patrna az po
16 dnech od aplikace. Hlavnim diivodem pozd¢jsiho naletu (rojeni) byly podpramér-
né denni teploty a zvySena oblacnost na konci dubna a v prvnich tydnech kvétna
2022. Po néletu dospélcii usnadnila zavrtavani a tvorbu snubnich komiirek samecky
lykozrouta smrkového nefunkcénost pryskyii¢nych kanalkii zptisobena poskozenim
vodicich pletiv stromd. Po uspésné kolonizaci zpravidla dochazi k uvolnovani ag-
reganiho feromonu, jenz fidi hromadny nalet samecki i samicek na jiz oslabeny

strom. Tim dochazi k vét§imu mnozstvi zavrt a nasledné vyvoji kiiroveu v lapaku.

4.2 Pocet zavrtu

Hodnoceni poctu zavrti bylo realizovano dne 15. 5. 2022. Pti tomto hodnoceni bylo
primarnim cilem spocitat zavrty, které zpusobili samecci lykozrouta smrkového. Po
odstranéni vétvi, kterymi byly lapaky zakryty, byly na kiife stromu patrné drtinky,
jez jsou specifickym jevem pro piitomnost lykozrouta smrkového, resp. podkorniho
hmyzu v napadeném stromé. Absence srazek dopomohla k jednodussi identifikaci
poctu zavrtu.

Na obou lokalitach byly z kontrolniho a oSetfeného lapaku vytiznuty platy kiry
o rozmérech 10 x 20 cm na 4 usecich kazdého lapaku. Useky byly od sebe vzdalené
2,5 m. Usek 1 se nachazel nejnize u kofene kmene lapaku, naopak usek 4 byl nej-
vy$$im mistem lapaku, tedy mistem nejbliZe korun€ porazené¢ho stromu. Pfi analyze
kiar bylo jednoduché zpozorovat snahu samecki o vytvareni snubnich komtrek. Po-

et zavrtl v jednotlivych Gsecich lapaku je znazornén v tabulce 1.

Tabulka 1: Primérny pocet zavrti na Kkontrolni a oSetfené varianté¢ lapakt
entomopatogenni houbou B. bassiana po vyhodnoceni 4 x 2,5 m lapaku

) Lapék 1 Lapak 2
Varianta
Pramér+SMODCH HSD Tukey Pramér+SMODCH HSD Tukey
B. bassiana 86,50+17,62 a 123,50+6,56 a
kontrola 129,75+42,45 a 137,50+37,60 a
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Obrazek 7 — Zavrty s drtinkami v kmeni stromu ,,lapaku® (drtinky znaéi misto
zavrtani samecku lykozrouta smrkového pod kuru lapaku)

V obou lokalitach vykazovaly oSetfené lapaky entomopatogenni houbou B. bassiana
mensi miru infestace lykozroutem smrkovym. Primérny pocet zavrtd byl nizsi ve
srovnani s kontrolni variantou lapaku. Na prvni lokalité byl tlak lykoZrouta o malo
mensi nez na lokalité druhé. Pocet zavrtl byl na oSetienych variantach lapakii o 10 az

33 % niz$i v porovnani v podtu zavrtd u kontrolnich variant. Rozdil mezi lokalitami
p p
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(F=2,2442; df=1,12; p=0,1599) i variantou oSetfeni (F=3,6731; df=1,12; p=0,0794)
nebyl statisticky pritkazny. Statisticky se nelisila ani vzajemna interakce mezi lokali-

tou a oSetfenim lapaka (F=0,9588; df=1,12; p=0,3468).

Graf 1: Porovnani primérnych zavrti na kontrolnich a oSetfenych variantach lapakt

Lapak*Varianta; Vazené prameéry
Soucasny efekt: F(1, 12)=,95881, p=,34681
Dekompozice efektivni hypotézy
Vertikalni sloupce oznaduji 0,95 intervaly spolehlivosti
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Primérny pocet zavrtl na 2,5 m lapaku

20

B. bassiana kontrola
Varianta

V ramci jednotlivych tsekl byly zaznamenany rozdily v pocCtech zavrti. Nejvice
zavrtl bylo pozorovano v prvnich 5 metrech od paty stromu. Na druhé lokalité byl
pocet na oSetifeném lapaku houbou B. bassiana vyrovnany. Naopak na obou kontro-
lach se pocty na jednotlivych usecich lisily.

Celkovy pocet zavrtl na kontrolnich variantach lapakt byl 520 a 550, zatimco
houba B. bassiana méla pozitivni efekt na snizeni poctu zavrti. Na oSetfenych vari-
antach lapakt byl pocet zavrti 346 a 494, tj. v priméru pfiblizn€ o 110 zavrtd méné

nez na kontrole.
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Graf 2: Pocet zavrti v jednotlivych tsecich odebranych z kontrolniho a osetfeného
lapaku smrku
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Graf 3: Celkovy pocet zavrti ze vzorkd kir odebranych na 10 m kontrolniho a oSet-
feného lapaku houbou B. bassiana
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4.3 Pocet snubnich komurek

Béhem druhého méfeni, které bylo provedeno 22. 5. 2022, byly hodnoceny pocty
snubnich komurek vytvotenych samecky lykozrouta smrkového. Z kazdého lapdku
byla odebrana kira o rozméru 10 x 20 cm. Vzorek kury byl vykrojen piiblizné jeden

metr od spodni hranice stromu. Je vSak nutné podotknout, ze pocet snubnich ko-

murek se mohl vyrazné li$it na jinych mistech lapaku.

Obrazek 8 — Snubni komirky s matecnymi chodbami v kiife z osetfené¢ho lapaku entomopatogenni
houbou B. bassiana

Z vysledku je patrné, Ze pocet zavrtl koreloval s po¢tem snubnich komurek. Na oset-
fenych variantach lapakl byl zaznamenan nizsi pocet snubnich komurek ve srovnani

S pocty na kontrolnich variantdch. Pocet komirek byl pocitan na vyfiznutém kusu
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kiiry. Na 200 cm? byl pocet snubnich komiirek u osetfené varianty 5 resp. 6. Na kon-

trolnich ktirach bylo zaznamenano o 3 a 4 snubnich komtrek vice.

Graf 4. Pocty snubnich komirek na vytiznutych usecich kiiry pozorovanych stromut
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4.4 Pocet larev a vajicek lykoZrouta smrkového

Tteti hodnoceni bylo zaméfeno na zjisténi poc¢tu potomstva lykoZrouta smrkového,
hodnoceni probéhlo 31. 5. 2022. Po vytvoifeni snubnich komurek nastalo obdobi, kdy
samecci zacali pomoci feromonti do hostitelského kmene lakat samicky. Po pareni
nakladly sami¢ky vaji¢ka, z nichz se vylihly larvy Ips typographus, které byly poci-
tany. Z kazdého lapaku byla na 4 secich vzdalenych 2,5 m od sebe vytiznuta kiira o
rozmérech 10 x 20 cm. V kazdé vytvorené galerii lykozroutem smrkovym byl stano-
ven pocet larev. Zaroven byly pfi kontrole hodnoceny celkové poéty vajicek, kterym

byla pfifazena kategorie zivé a infikované vajicko.
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Obrazek 9 a 10 — Pocet larev ve stromu €. 4, v useku 2

Graf 5: Pramérny pocet zivych a infikovanych vaji¢ek ze vzork kir odebranych
na 10 m kontrolniho a oSetfeného lapaku houbou B. bassiana, v¢etné celkového po-
ctu
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Po odebrani vzorki kiir o velikost 200 cm? byl sledovan stav populace lykozrouta
smrkového. Ve vytvofenych galeriich se v dobé hodnoceni vyskytovala vajicka a
larvy lykozrouta. U vajicek byla na oSetfenych variantach zaznamenana i infikovana

vajicka, kterd tvorila vétsi pomér nez vajicka zdrava. V kontrolnich variantach se

37




nevyskytovala zadna pfirozené se vyskytujici infikovana vajicka. Na lokalité 1 bylo
zaznamenano i vice vaji¢ek v kontrole nez u oSetfené varianty. Tento fakt se nepo-

tvrdil na druhé lokalité.

Graf 6: Stanoveni poCtu larev ze vzorku kir odebranych na 10 m kontrolniho a oSet-
feného lapaku houbou B. bassiana
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Pfi stanoveni poctu larev lykozrouta smrkového nebyly zaznamenany Zadné infiko-
vané larvy. Na kontrolnich variantach lapakd byl zaznamenan daleko vyssi pocet
larev ve srovnani s osetfenymi lapaky. Rozdil v poctu larev byl v kontrolnich varian-
tach vice nez dvojnasobny. U oSetienych smrkd byla zaznamenédna vétsi primérna
délka mateénych chodeb ve srovnani s kontrolni variantou. Tento jev byl zazname-

nan zejména na prvni lokalité pokusu.

Graf 7: Primérna délka mate¢nych chodeb na kontrolnim a oSetfeném lapaku houbou
B. bassiana
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Obrazek 11 — pfikryti stroml plachtou Storanet

Po vyhodnoceni larev byla na kmen kazdého lapaku natazena plachta Storanet, ktera
m¢éla za kol zabranit po prodélani celého vyvojového cyklu Ips typographus vylét-
nuti dospélych jedincil.

Po odstranéni sit¢ byl zaznamendn stav populace dospélct lykozrouta.

V populacich se vyskytovali Zivi, mrtvi i infikovani dospélci. Mrtvi jedinci byli nale-
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zeni u vsech lapaki, at” kontrolnich nebo oSetienych. U osetfenych lapakt byli za-

znamenani i1 infikovani dospélci.

Graf 8: Stanoveni poctu zivych, mrtvych a infikovanych dospélci . typographus
z kontrolniho a oSetfeného lapaku entomopatogenni houbou B. bassiana
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Graf 8: Celkovy pocet dospélcti na kontrolnim a oSetfeném lapaku houbou B. bassia-
na
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Ve srovnani s oSetfenymi lapaky byl zaznamenan vyrazné vyssi pocet zdravych je-
dinct v kontrolni varianté lapaki. Celkovy pocet dospélcu v kontrole byl 16, resp. 23

jedinct, zatimco v oSetiené varianté 6, resp. 12 jedinct.. Mortalita se pohybovala u
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osetfenych lapakt od 50 do 67 %, naopak u kontrolnich lapakt byla mortalita vyraz-

né nizsi, a to v hodnoté od 17 do 38 %.

4.5 Ovéreni piritomnosti houby B. bassiana v oSetifeném lapaku

Dospélci I. typographus nové generace byli po odstranéni sit¢ odebrani z povrchu
ktry a umisténi na 2% vodni agar. Po 10 dnech kultivace byla na dospélcich pozoro-

vana infekce zpuisobena patogenem B. bassiana.

Obrazek 12 - Vliv entomopatogenni houby B. bassiana na vyvolani infekce dospélcu 1. typo-
graphus po aplikaci houby na lapaky

Z odebranych vzorku kir na konci experimentu byla ovéfena ptitomnost houby B.

bassiana. Z obrazku 13 je patrné, ze houba se na povrchu stromi a pod Supinkami
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kiry udrzela, a lze fici, ze kmeny porazenych stromi byly nejen spravné osetieny,

ale doslo 1 k navyseni jejiho inokula.

Obrazek 13 — Re-izolace houby B. bassiana z kiiry o$etfenych lapaku na selektivni piidu na bazi
ucinné latky dodine
Pro ovéfteni pritomnosti houby byla kiira téZ nastfihana na mensi kousky, které byly
nasledné vlozeny do Petriho misky. Po piipravé arén byly do Petriho misek vlozeny
larvy potemnika mouc¢ného, které slouzily jako ndvnada pro entomopatogenni houbu.
Po 14 dnech bylo ovéfeno, ze houba byla na konci experimentu v kufe pfitomna.

Duikazem jsou bile porostlé, tj. infikované larvy potemnika mou¢ného.

Obrazek 14 — Re-izolace entomopatogenni houby B. bassiana z kury oSetienych lapakt za pomoci
navnady larev potemnika mou¢ného
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4.6 Laboratorni biotest B. bassiana na larvy T. molitor

Utinnost entomopatogenni houby B. bassiana byla testovana na larvach potemnika
mouc¢ného pii teploté 20 °C a 25 °C. Hodnoceni bylo ukon¢eno po 12 dnech, kdy
bylo dosazeno u larev 100% mortality a houba byla na povrchu téla larvy T. molitor

pln¢ vysporulovana (FDI = 3).

Tabulka 2: Pramérny index FDI (Fungal Development Index) na larvach T. molitor
inkubovanych v riiznych teplotach

Den/teplota 20°C 25°C

kontrola B. bassiana kontrola B. bassiana
4, 0,00+0,00 0,89+0,60 0,00+0,00 1,08+0,69
6. 0,00+0,00 1,80+0,65 0,00+0,00 2,15+0,76
8. 0,00+0,00 2,53+0,58 0,00+0,00 2,60+0,60
10. 0,00+0,00 2,92+0,15 0,10+0,00 2,95+0,15
12. 0,00+0,00 3,00+0,00 0,12+0,00 3,00+0,00

Ve 20 °C byl zaznamenan pomalejsi vyvoj houby B. bassiana na larvach T. molitor
ve srovnani s oSetfenymi larvami inkubovanymi ve 25 °C. Po 4 dnech biotestu doslo
ve 25 °C k 100% mortalité larev zptisobené houbou B. bassiana, u nékterych jedinci
jiz doslo k proliferaci houby na povrch hostitele. Nekteré larvy byly po 4 dnech ve
20 °C jeste zivé. Po 6 dnech dochézelo jiz pii 25 °C k pocatku sporulace a po 10

dnech doslo témér u vSech larev k tplné sporulaci houby.
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5 Diskuse

Terminem biologické ochrana je mysleno zdmérné pouzivani zivych organismu (bak-
terii, hlistic, hmyzu, roztocu, vira atd.) K potlacovani vlivu na vybrané Skodlivé bio-
logické cinitele (Landa 2002). Mezi tyto Cinitele fadime Sirokou skalu skadcu, vy-
brané plvodce, ktefi zplisobuji onemocnéni rostlin, a také plevelné rostliny. Diky
biologické ochrané rostlin je vyskyt téchto Skodlivych ¢initelt vyrazné nizsi, popfi-
padé je jejich Skodlivost drzena pod urovni ve srovnani se situaci, kdy biologicka
ochrana neni uplatnéna (Vondraskova 2008). Vyhody, jez poskytuje vyuzivani bio-
logické ochrany rostlin oproti konvencnimu zptsobu chemické ochrany, jsou patrné.
Pfi vyuzivani biologické ochrany je riziko vzniku rezistence malé a specifita viici
vybranému druhu vysoka, kdezto u pouzivani chemickych piipravki je riziko vzniku
rezistence velmi vysoké, v kombinaci s velmi malou specifitou k cilovému druhu.

Nejvyznamnéj$imi mikroorganismy, které jsou v biologické ochrané rostlin vyu-
Zivany, jsou entomopatogenni viry, entomopatogenni bakterie, entomopatogenni
houby a entomopatogenni had’atka. Jedna z nejvyznamnéjSich druhli entomopato-
gennich hub, ktera je pouzivana v biologické ochrané rostlin, je houba Beauveria
bassiana. Jde o druh houby, ktery se vyskytuje bézné v pidé a ma velky potencial
k regulaci populaci skiidct, at’ uz zamérné ve sklenicich, nebo ptirozené se vyskytu-
jicich ve volné prirod¢. Tato houba je pravem oznaCovana za kosmopolitné vyskytu-
jici se druh, ktery se vyskytuje v lesnich ekosystémech, zeméd¢€lskych i nezemédél-
skych pudach (Inglis et al. 2001, Medo & Cagéil 2011).

V souc¢asné dobé jsou v Ceské republice uvedeny v Registru p¥ipravkii na
ochranu rostlin pouze 3 registrované komerc¢ni piipravky. Nutné je vSak poznamenat
skutecnost, Ze biopreparat BotaniGard WG na bazi kmene GHA houby Beauveria
bassiana je urcen k oSetfeni sklenikovych kultur proti molicim a tfasnénkam. Bio-
preparat Naturalis na bazi kmene ATCC-74040 houby B. bassiana je registrovan
proti SirSimu spektru Sktidcti, nicméné ani jeden z biopreparatii neni registrovan proti
kiroveim (Folorunso et al. 2021). Otazkou zistava, jak je mozné, Ze na trhu v CR
nejsou registrovany dalsi biopreparaty na bazi jinych druhti entomopatogennich hub?
Jako hlavni problém muizeme oznacit fakt, ze je pro zahrani¢ni firmy vyrabéjici bio-
preparaty na bazi mikroorganismi v Ceské republice velmi maly trh, protoze ve své-

té jsou biopreparaty registrovany zejména do sklenikovych kultur (Landa 2002). Pro
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ptipravky. Nevyhodou pro uvedeni na trh je skutec¢nost, Ze se jedna o vysokou poca-
teCni investici do vyroby preparatu, a tim vyssi vyslednou potizovaci cenu, kterou
nejsou koncovi spotiebitelé ochotni zaplatit.

Z plosného monitoringu, ktery probihal v NP Sumava vyplyva, Ze entomopato-
genni houby jsou v uzké asociaci s Ips typographus (Landa et al. 2001a, Landa et al.
2010). Entomopatogenni houby jsou schopny vyvoldvat onemocnéni hmyzu a je
uvadéno vice nez 700 druhli entomopatogennich hub z pfiblizné 100 rodl raznych
fadt, oddéleni hub (Roberts 1989, Inglis 2001). Houba B. bassiana byla izolovana
téméF na vech lokalitich NP Sumava, jedna se tedy o dominantni druh, vyskytujici
se v pfirozeném prostiedi lesnich ekosystému (Landa et al. 2010). Beauveria bassia-
na jakozto pfirozeny organismus v pifirod¢€ se jevi jako jedna z potencionalnich moz-
nosti pro ochranu smrki proti lykoZzroutu smrkovému. Za pozitivum mizeme oznacit
nizkou pravdépodobnost vzniku rezistence u cilovych jedincti po aplikaci B. bassia-
na (Landa et al. 2001). Doposud aplikované Sirokospektralni insekticidy maji nega-
tivni vliv na necilové organismy potazmo na zivotni prostiedi.

Ke sniZeni populaci Ips typographus jsou pouZivany rizné zptsoby. Integrovana
ochrana lesa zahrnuje pouziti metod biologickych, bioracionalnich, chemickych a
mechanickych. Zasady Integrované ochrany rostlin (IOR), které plynou z ramcové
smérnice Evropského parlamentu a Rady o wudrzitelném vyuzivani pesticida
2009/128/ES, c¢lanek €. 14 a ptiloha €. III, musi profesiondlni uzivatel bezpodminec-
né dodrzovat. Zasady IOR jsou zaneseny do legislativy Ceské republiky, a to ve Vy-
hlasce 205/2012 Sb., ptesnéji ve Vyhlasce o obecnich zdsadach integrované ochrany
rostlin.

V Integrované ochrané rostlin u lesnich porostii je dileZitym prvkem monito-
ring. Monitoring je proces, pii kterém se zkouma stav, v némz se porost nachazi.
Jeho cilem je sledovani a vyhodnoceni vyskytu jednotlivych druht skodlivych Cinite-
1, které zptisobuji Skodu na konkrétnim porostu, respektive rostliné. Béhem monito-
ringu jsou sledovany vybrané druhy kli¢ovych Skidet, které se vyskytuji v konkrétni
oblasti, a zaroven se sleduje, v jakém stupni vyvoje se dany Skiidce nachazi (Zahrad-
nik 2004).

Mezi uzite€né zplsoby ochrany lesa fadime agrotechnické metody. Dilezitd jsou
péstebni opatfeni, jez maji za kol vyhotovit vhodnou skladbu lesa a nésledn¢ reali-
zovat vysadbu smiSenych lesnich kultur. Hlavnim cilem je sniZzeni poc¢tu zakladani

smrkovych monokultur. Timto krokem logicky dojde v budoucnu k eliminaci infes-
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tovanych a poskozenych stromi lykozroutem Ips typographus. Pouziti feromoni
fadime mezi metody bioraciondlni. Feromony jsou umistény v mechanické konstruk-
ci, jde o takzvané lapace. Vzajemné pouziti téchto dvou metod (bioracionalni a me-
chanické) soucasné je vyuzivano pii monitoringu dospélych jedincti v dané oblasti.
K mechanickym metoddm je fazeno pouzivani trojnozek, lapakli a manualni odstra-
néni klry napadenych stromil. Trojnozky a lapaky mohou byt oSetieny pesticidy.
Jestlize je nutné pouziti pesticidii, musi obsahovat takové latky, jez neptsobi Siroko-
spektralné na dal$i druhy hmyzu, vCetné pfirozenych nepiatel, a také nesmi zatézovat
zivotni prostiedi. Vyuziti chemickych metod pfichazi v tivahu jen v krajnich ptipa-
dech a nemohou byt pouzity v chranénych krajinnych oblastech a na izemi narod-
nich parki. Jednou ze strategii biologické ochrany je podpora a konzervace piiroze-
nych neptatel (Eilenberg et al. 2001). Prave jejich podpora je v lesnich ekosystémech
dulezita, protoze hraji zdsadni roli v regulaci lykozrouta smrkového (Landa et al.
2010).

Pokéceny, odvétveny smrk se nazyva lapdk. Délime je predevSim na lapéaky L.
série a lapdky II. série. Lapaky I. série jsou primarné uréeny k naletu lykozroutl z
jarniho rojeni. Kaceni téchto stromli je mozno provadét v zavislosti na povétrnost-
nich podminkach, relié¢fu terénu a nadmoiské vysce od fijna do bfezna. Nejvhodnéjsi
termin pro piipravu lapdki L. série je pfelom unora a bfezna. Z celkového mnozstvi
pokéacenych lapdki by mély byt umistény 2 tfetiny na vysluni, zbyla tfetina stroml
by se méla nachazet v polostinu. Kontrola lapaki probiha 7.-10. den od pocatku ro-
jeni lykozrouta smrkového v intervalu kazdych 7-10 dni. Dulezité je vedeni eviden-
ce, kdy se zaznamenava pocet zavrtl na vybrany Usek plochy. Pribézny monitoring
lapaku je ukonen odstranénim kmene z lesniho porostu, popfipadé asanaci (Kiistek
et al. 2002). V nejvice napadené ¢asti lapakt se po ukonceni rojeni hodnoti zavaznost
a stupen napadeni. Jestlize je nutné pokacet dalsi stromy, je automaticky vyhodnocen
stupett napadeni jako zédvazny.

Pii biologické ochrané pomoci entomopatogennich hub jsou oSettené lapaky téz
kontrolovany za ucelem zjisténi ucinnosti na kiirovce. Z vysledkii diplomové prace
vyplyva, Ze na oSetfenych lapacich se zdrzoval mensi pocet dospélych lykozroutt,
¢imz dochazelo k redukci v poétu zavrtli a zakladani snubnich komirek. Lze konsta-
tovat, Ze oSetieni entomopatogenni houbou B. bassiana mélo odpudivy efekt na ly-
kozrouta. Zaroven je patrné, Ze vyvojovy cyklus lykozrouta byl vlivem entomopato-

genni houby zpomalen. V populaci se nachazelo vice vaji¢ek nez larvalnich instart.
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Vajicka se lihla tudiz pomaleji. Na konci experimentu byly lapaky pokryty insekti-
cidnimi sitémi, aby do$lo k zabranéni odletu dospélct druhé generace. Na povrchu
lapaki byli zaznamenani mrtvi jedinci, ktefi mohli byt otraveni insekticidni siti. Nel-
ze proto fici, jaky mélo oSetieni houbou B. bassiana efekt na celkovou mortalitu do-
spélct lykozrouta smrkového. Nicméné v populacich brouki nové generace byli za-
znamenani infikovani jedinci houbou B. bassiana. Lze tedy konstatovat, Ze houba je
schopna po aplikaci vyvolat primarni onemocnéni rojicich se ktirovcea, ktefi se zavr-
tavaji do kury stromi, a zaroven je z vysledki prokdzano, ze jsou spory schopny
preckavat na povrchu lapaki po celou dobu experimentu. Ve vyluhu ze vzorku kiry
byla zjisténa ptitomnost kolonie entomopatogenni houby B. bassiana ve vysoké kon-
centraci, lze fici, Ze supresivita byla na povrchu kiry lapaku vysokd. Tento fakt je
dalezity pro konstatovéani, Ze brouci nové generace, kteti oSetfeny lapak opoustéji,
jsou schopni se cestou na povrch lapaku infikovat. K infekci tak mtze dojit az po
nasledném osidleni zdravého stromu v okoli, ¢imz se §ifi infekce v prostiedi horizon-

taln¢ (Inglis et al. 2001).
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Z.aveér

e Entomopatogenni houba B. bassiana vyvolava primarni onemocnéni na vajic-
kach a dospélcich Ips typographus.

e Na larvach Ips typographus nebyla zaznamenana infekce B. bassiana.

e Osetfeni entomopatogenni houbou B. bassiana ovliviiuje vyvoj lykozrouta smr-
kového, resp. prodluzuje vyvoj jednotlivych vyvojovych stadii.

e Houba B. bassiana je schopna infikovat i dospélce nové generace, dospélci nové
generace vylézajici z pod kiry lapakt diky pfitomnosti zivotaschopnych spor
jsou nasledné infikovani.

e Patogen miize byt diky Zivotaschopnosti spor rozndSen pomoci nové generace
dospélct lykozrouta smrkového v prostiedi.

e Houba B. bassiana je schopna se uchytit po aplikaci v pfirozeném lesnim pro-
stredi, z cehoz vyplyva, Ze 1ze houbu aplikovat 1 preventivné.

e Houba B. bassiana je G¢inna na alternativniho hostitele potemnika mouéného T.
molitor.

e K plIné sporulaci houby B. bassiana na povrchu hostitele doslo jiz po 6 dnech
biotestu. Nova generace spor se tak mlize Sifit v prostfedi a infikovat zdravé je-
dince v populacich skudci.

e Optimalni teplota pro vyvoj houby B. bassiana na hostiteli je 20 — 25 °C, pii
relativni vzdu$né vlhkosti vyS$si nez 90 %.

e Entomopatogenni houba B. bassiana je vhodné bioagens k regulaci populaci

lykozrouta smrkového nebo dalSich zastupci ¢eledi Scolytinae.
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