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ABSTRAKT

Tato prace se zabyva spitgm pisobenim dvou druh entomopatogennich
hlistic a ti druhi entomopatogennich hub. Vin vitro podminkach bllistice
kultivovany v suspenzi entomopatogennich hub. Mitatahlistic zpisobena
houbovym patogenem byla nizSi nez 10 %. Pouze fhtartalistic Steinernema
feltiae kultivovanych dsaria fumosorosedyla 14,18 %. Oba druhy patogehyly
dale testovany samostéfnpii spol&né a oddlené aplikaci proti poslednimu
larvalnimu instaru zavife voskovéhdGalleria mellonella Pri samostatné aplikaci
byly testovanytyti koncentrace hlistic &tkoncentrace hub. Mortalita nebo vyskyt
infikovanych larevGalleria mellonellabyl zjistovan po 3, 5 a 7 dnech po aplikaci
hlistic, dadle 7 a 14 dni po aplikaci hub. V zawsiona koncentraci hlistic a
sledovanémc¢ase se mortalita larev pohybovala od 52 % do 100Wskyt
infikovanych larev zjiSovany po 7 dnech od aplikace hub se pohyboval %ddb
46 % podle druhu entomopatogenni houby a jeji katnaee. Po 14 dnech se vyskyt
infikovanych larev pohyboval od 48 % do 98 %. Vyskarev infikovanych houbou
Lecanicillium lecaniibyl velmi nizky a nedostatay. V dalSich pokusech byla u
obou patogei pouzita pouze jedna koncentracéi $pole&né aplikaci byl vyskyt
infikovanych larev zjisovan po 7 a 14 dnech po aplikaci patagewyskyt
infikovanych larev se pohyboval od 38 % do 84 %aviglosti na druzich hlistic, hub
a sledovanéniase. V pokusech s odldnou aplikaci patogénbyly infikované larvy
zjiStovany po 7 a 14 dnech od aplikace houby, respel&ieel2 dni od aplikace
hlistic. Vyskyt infikovanych larev se pohyboval 44 % do 84 % v zavislosti na

druhu hlistic a hub a sledovanéase.

kli¢ova slova - synergismus, entomopatogenni hlistice, entonogeaini houby,
Steinernema arenarium Steinernema feltiage Beauveria bassiana Isaria

fumosorosed_ecanicillium lecanii



ABSTRACT

The synergism of two species of entomopathogenimabtedes and three
entomopathogenic fungal species was investigat#aisrstudy. In in vitro assay, the
nematodes were cultivated in the suspension oferpathogenic fungi. Mortality of
nematodes caused by fungi was less then 10 %. @oiiiality of Steinernema feltiae
cultiveted withisaria fumosoroseavas 14.18 %. Both entomopathogens were tested
singly, simultaneously or sequentially againstltst instar larvae if the graeter wax
moth, Galleria mellonella Four concentrations of nematodes and three
concentrations of fungi were used in singly assayertality or occurence of
infected larvae ofGalleria mellonella was determined 3, 5 and 7 days after
application of nematodes, or 7 and 14 days aftpliggiion of fungi. In depending of
application dose of nematodes and time after agjobic larval mortality achieves
from 52 % to 100 %. Occurence of infected larvaemeined 7 day after application
of fungi achieves form 0 % to 46 %. It dependslmnfungal species and application
dose. After 14 days occurence of infected larvaaieses from 48 % to 98 %.
Occurence of infected larvae caused UWmscanicillium lecaniiwas very low and
unsatisfactory. In next assays only one concentraif both pathogens was used. In
simultaneously assay occurence of infected larvas determined 7 and 14 days
after application of pathogens. Occurence of id@gdarvae achieve form 38 % to
84 % in depending on fungal and nematode specidstiare after aplication. In
sequentially assay occurence of infected larvae dedsrmined 7 and 14 days after
application of fungi, respectivelly 5 and 12 daytemapplication of nematodes.
Occurence of infected larvae achieve form 14 %4t&®in depending on fungal and
nematode species and time after aplication.

key words - synrgism, entomopathogenic nematodes, entomogeaitic fungi,
Steinernema arenarium Steinernema feltige Beauveria bassiana lsaria

fumosorosed_ecanicillium lecanii



L UVOD ittt emm et e e ettt e e e e e et e e e e e e e e e e nraeeeeeeeans 10
2 LITERARNI PREHLED. ...ttt smeas s 12
2.1 Entomopatogenni hliStICe...........oo it ccmmme e 12

2.1.1 CharakteristikéelediSteinernematidag...............eeeeiieiiieieeeiiiiieeiieiinns 12
2.1.2 Vyvojovy cyklus entomopatogennich hlisticu@teinernema........... 13
2.1.3 Symbiotické bakterie asociované s entomogatoigni hlisticemi........ 15
2.1.4 Charakteristika drutteinernema arenarium.............ocoeeeveeeeeeeeeninnnnns 16
2.1.5 Charakteristika drutteinernema feltiae..............ccccovvvviiiiiiiiiccinennn. 17
2.1.6 Vyuziti entomopatogennich hlistic v biologiakchrag ....................... 19
2.2 Entomopatogenni NOUDY...........oeuuiiiiiiieee e e 20
2.2.1Beauveria DasSiana............uueiiiiiiiiie e 21
2.2.21Saria fTUMOSOIOSEA. ...ccevvvviiriiiiiiieee e e e e e e e eee ettt eeenne et eaeeeaeeas 23
2.2.3LecaniCillium l€CaNIL..........cooiiiiiiiie e 24
2.2.4 Vyuziti entomopatogennich hub v biologick&race .................cc........ 26
2.3 Vyuziti entomopatogennich hub a hlistic v biid&é ochras..................... 27
2.4 Vliv pesticidi na entomopatogenni houby a entomopatogenni klistic....28
3 MATERIAL A METODY ..ottt eeee ettt sae st eaeeseneese e 30
3.1 Kultivace entomopatogennich organism............ccccevvvvvviiiiiiiiinieeeeeenn, 30
3.2 Riprava suspenzi entomopatogennich hub a hlistic..................ccevveeee.. 31

3.3 Metoda in vitro pro sledovani vlivu suspenzbreyych drubi
entomopatogennich hub na mortalitu entomopatogbriistic rodu
SEEINEIMEMA....iiiiiiiiii e e e e e e e e e e e eeeas 32.

3.4 Metoda pro sledovani mortality larev zadéj&voskovéhdsalleria mellonella
entomopatogennimi hlisticemi ro@einernema...........cccccvvveveeeeiiiiieeeeeeeeenn. 33

3.5 Metoda pro sledovani mortality larev zad@jeyoskovéhdsalleria mellonella
entomopatogennimi houbami roBeauveria, IsariaalLecanicillium............ 34

3.6 Metoda pro sledovani mortality larev zad@jevoskovéhdsalleria mellonella
entomopatogennimi hlisticemi ro@teinernema kombinaci

s entomopatogennimi houbami ro8eauveria, Isaria a Lecanicillium....... 35



4 VYSLEDKY EXPERIMENTALNI CASTI....ccoiiiiiiiiiiicciccee e ne s 38
4.1 Hodnoceni vysledkmetody in vitro pro sledovani vlivu suspenze vyiyeh
druhi entomopatogennich hub na mortalitu entomopatoghriistic rodu
Steinernema
4.2 Hodnoceni vysledkmetody pro sledovani mortality larev za¥g§esoskového
Galleria mellonellaentomopatogennimi hlisticemi ro&teinernema.......... 47
4.3 Hodnoceni vysledkmetody pro sledovani mortality larev zavgevoskového
Galleria mellonellaentomopatogennimi houbami roBeauveria, Isariaa
LeCANICHIIUML ... .. e 50
4.4 Hodnoceni vysledkmetody pro sledovani mortality larev za¥g§esoskového

Galleria mellonellaentomopatogennimi hlisticemi ro@teinernema

v kombinaci s entomopatogennimi houbami r@bauveriaa lsaria............. 55

S DISKUSE ... e 67
B ZAVER ..ottt ettt ettt ee e na e 70
T LITERATURA ettt e e et a e e e st eeensseeeeeas 71
8 PRILOHY ..ttt sttt 81
8.1 TABUIKY ... e e e ettt e e e e areraana 82
8.2 FOLOAOKUMENTACE .....oiiiiieee i ee e 84



1 UvOD

Mezinarodni organizace pro biologickou kontrolu BIC) stanovila v roce 1973
definici integrované ochrany rostlin (IOR). IOR gystém regulace Skodlivych
¢initela, ktery vyuziva vSechny ekonomicky, ekologicky kitmlogicky prijatelné
metody pro udrzeni Skodlivych organignpod prahem hospotiké Skodlivosti
s prednostnim zaMinym vyuzitim girozenych omezujicich faktor(Lansky et al.
2005).

Populace Skdci Ize regulovat mechanickymi, agrotechnickymi, chekyini,
biologickymi, bioracionalnimi a genetickymi metodarsiSechny uvedené metody
jsou v fizné mfe sowasti integrované ochrany rostlin. Mechanické a tegimické
metody jsou u nas jednim ze zakladnichipili ochrag rostlin. Tyto metody jsou
vétSinou irozenou soéasti technologii v prvovyr@b Druhym piltem ochrany
rostlin je vyuzivani pesticid V roce 2007 se Ceské republice podle Udaptatni
rostlinolékaské spravy spéebovalo celkem 11 585336 kg, | pestigidz toho
6 417 713 kg, | (55,40 %) herbicic desikant, 2 150 736 kg, | (18,56 %) fungidid
861 484 kg, | (7,44 %) regulatorastu, 539 979 kg, | (4,66 %) zoo€id448 992 kg,
| (3,88 %) insekticid, 366 260 kg, | (3,16 %) fungicidnich ddel, 343 690 kg, |
(2,97 %) pasivnich pomocnych priestki, 266 962 kg, | (2,30 %) rodenticida
189 520 kg, | (1,64 %) ostatnich pr@stki na ochranu rostlin (zdroj 1).

Biologické, bioracionalni a genetické metody jsowzZmymi alternativami
chemickym prosedkim. PouZzivani biologické kontroly by &o byt zakladni
taktikou k potlgeni populaci Skdci vramci integrované ochrany program
Biologickou ochranu Ize chapat jako pouzivéfiigzenych nefatel proti populacim
Skadci, kterAd vede ke snizeni jejich hustoty a snizerddSka Urova pod
ekonomickym prahem Skodlivosti. Jakéirpzené nefatele Ize vyuzivat predatory,
parazitoidy, entomopatogenni hlistice, entomopatoghouby, bakterie a viry. Jako
bioracionalni metody Ize uvést pouZziti semiochefiijkaénalogh hmyzich hormot a
inhibitory syntézy chitinu. Genetické metody jsousoutasné dob velmi
diskutovanym tématem. Asijské a americké staty jdestou vyuzivani GMO
v ochrar rostlin. Zda se ovSem, Ze konzervativni Evropaaaestou jit nechce.
Proto lze ¢ekavat, Ze biologickd ochrana bude v Evroprat dilezitou roli

v ochrar proti zengdélsky vyznamnym Skdcim. Divodem niiZze byt ze¢tSujici se
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tlak varejnosti poZadujici zdr&8i potraviny na prvovyrobce. Je totiz poZzadovano,
aby postupé# sniZzovali mnozstvi pesticidi jinych agrochemikalii aplikovanych do
porosti plodin ugenych pro pimy konzum a potravirkaky pamysl.

Entomopatogenni hlistice i entomopatogenni houby jgzn¢ se vyskytujicimi
pudnimi organismy, které mohouwiané snizovat poéetnost populaci $klci. Krome
podpory pirozeného vyskytu je mozna i aplikacéchto organism v podol
evidovanych progedki na ochranu rostlin. @bbioagens lze aplikovat samostgtn
ale v poslednich letech se vyzkum z#me i na spolénou aplikaci obou
entomopatogennich organigém

Cilem této diplomové prace je studium mozného gsyetického efektu
zvolenych drufi obou entomopatogén kdy je teoreticky mozné iedpokladat
navyseni jejich &innosti @ spole&né introdukci do progedi. Sodasti diplomove
prace je vytvéeni jednotné laboratorni metodiky, kterou by bylozmé standardn
vyuZivat i studiu tohoto interatniho systému.
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2 LITERARNI P REHLED

2.1 Entomopatogenni hlistice

Hlistice (Nematoda jsou nelankované organismy, zakladni tvalatje protahly,
valcovity. V&tSina hlistic je si tvaray velmi podobna. Vyjimku tvd jen rekteri
znané specializovani paraziti. Délkala hlistic nalezenych e hmyzu je znéné
kolisava, nap u ¢eledi Steinenematidakolisd u dosglci od 1 do 10 mm. Hlistice
jsou bilaterald soungrné, ale vykazuji prvky primitivni radialni sogmosti ve
stavlz hlavy a ve tvaru jicnu. Hexaradialni uggdani smyslovych pyska papil
kolem Ustniho otvoru je povazovano za nejprimijgn znak. Povrchéta je bez
segmentace aftiéski (Mracek et al. 1988). Entomopatogenni hlisticeledi
Steinernematidaea Heterorhabditidae jsou girozere se vyskytujici obligatni
parazité velkého mnozstvi diuhmyzu (Poinar 1979). GlEeledi pati do nadeledi
RhabditoideapodaduRhabditing faduRhabditida tfidy SecernentigSecernentea
Mracek et al. 1988) a kmeridematodaPoinar 1979). Jejich Ustni otvor je unifst
terminalré a kolem ®&j jsou uspe#adany hlavové papily ve 2 az 3 kruzich. Papily
nese také ocaspast samit. Kopulani organy samcjsou umistny v koncov&asti
téla. Trivrstevna kutikula, hypodermis a podélné svalyitedastickou trubici, ktera
uzavira druhotnowini dutinu - pseudocoel. V ni jsou uloZeny trubitéyvétSinou
parové a symetrické gonady. Zbytek pseudocoelunwygpltravici trubice. o,
ackoliv je ohebné, vykazuje jen nepatrnéény v délce a udrzuje si vysoky vimt
hydrostaticky tlak. Tento systém vybéramoziuje provadni vinivych a plazivych

pohyhi, kterymi hlistice pronikaijdou a plave (Mréek et al. 1988).

2.1.1 Charakteristika éeledi SteinernematidaeChitwood a Chitwood 1937

Kutikula dosglci je hladka s jemnym ifgtnym krouZzkovanim. Kolem uastniho
otvoru je v kruhu 6 ndetelnych pysk. Kazdy nese 1 labialni papilu. Druhy,
cefalicky kruh je tvéen 4 papilami. Amfidy asti later&inmezi labialnim a
cefalickym kruhem. Stoma je redukované. Jicen niiddnycky prokorpus, po¥kud
rozSkeny metakorpus a kulovity terminalni bulbus. Bullu& modifikovanou valvu.
Vajecniky (ovaria) jsou parove, varle (testis) nepar@dr. 1). Spikuly jsou parove
(Mracek et al. 1988).
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Celed Steinernematidaezahrnuje jediny rodSteinernemaTravassos, 1927

(Mré&cek et al. 1988).

Vedle uvedenych znékv charakteristic&eledi plati je&t dalSi pro rod - samci
nemaji burzu a ocastiést ma Zady parovych papil a 1 neparovou papilu ugmist
tésne pred vyusténim fitniho otvoru. Spikuly jsou srpkovitého tvaru a guidkulum

mécasto hakovité zakaeni (Mr&ek et al. 1988).

stoma

jicen exkrecni porus
stoma

nervovy prstenec .
exkreéni porus

jicen

g T ) .
stievc nervovy prstenec

vajecnik

T og®a® il TLL,

*59%

déeloha varle (testis)

- Do ',_;_‘f:;,.t‘ PO

- ga—

vulva

- -

-
e oo
PN

spikuly

gubernakulum

kloaka

ritni otvor

samice samec

Obrazek 1 Schémadesné stavby hlistic (Kaya et al. 1997)

2.1.2 Vyvojovy cyklus entomopatogennich hlistic ragd Steinernema

VétSina druli entomopatogennich hlistic ma podobnou biologii y@aet al.
1997). Entomopatogenni hlistice jsou svymi vyvojovgykly prizpasobeny k tomu,
aby se udrzely ve svém hostiteli nebo &itém hostitelském okruhu. Schéngghto
cykli nejsou rigidé zavazna. Hlistice parazitujici hmyz jsou schophévae

vyhledavat hostitele a pronikat do jelnt dutiny v larvalnim, pupalnim i dosigém

stadiu (Mr&ek et al. 1988).
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Hlistice ¢elediSteinernematidagsou gonochoristé, a proto je petta k dokoteni
Zivotniho cyklu nejmé# 2 hlistic (samec a samice) (Fan et al. 1991a, HP91
Invazni larvy nefijimaji potravu. Symbiotické bakterie jsou uchowudyave
ventralnicasti steva. Jakmile najdou vhodného hostitele, invazwiyldo rgj vnikaji
pies ffirozené otvory (Ustaiitni otvor, dychaci otvory) a pronikaji do hemoaoel
Bakterie jsou vyvrhnuty do hemolymfy, kde se roziina do 48 hodin dochazi
k septikémii a smrti hostitele. Hlistice se Zivkteiemi a hostitelskou tkani (Kaya et
al. 1997). Po proniknuti do hemolymfy hlisticetmau vylwovat latky bilkovinné
povahy, které inhibuji aktivitu imunitniho systérhnyzu a rovaZz ovliviuji jeho
nervovy systém. Krogh bakterii uvohuji hlistice latky s vysokou antibiotickou
aktivitou, které chrani¢to hostitele ped napadenim dalSimi organismy, a tim
umoziuji neruSeny rozvoj hlistic (Glazer et al. 2000).

Z invaznich larev se vyviji dosjgi prvni generace, kiejsou v zavislosti na
velikosti €la hostitele obvykle mnoheméti nez dosgici nasledujici generace.
Dospelé hlistice Ize nalézt 3 az 5 dni po proniknutiamnich larev do hostitele.
Samci se mohou vyvijet rychleji nez samice, bezpedst po dosazeni dosgjosti
dochazi k péeni. BEhem pé#eni obt@i samci &lo okolo samiky a po nalezeni vulvy,
vsunou spirakuly do kratké vaginy. Kopulacéiza pokr&ovat nanejvys hodinu.
Béhem této doby je spermagmeseno dodbhy samice. Vajiko se vyviji velmi
rychle a oplozena vdja jsou 24 az 48 hodin po $pai ukladana wte samice.
Poté samice Zae klast vagka do hemocoelu hostitele, p&fdvajicka zistavaji
v téle samice (Poinar 1979).

Existuji dva vyvojové modely pro ndvse vylihlé larvy. Mohou poktavat
v parazitickém vyvoji Bhem rhoz se 4x svlékaji, nebo se mohou vyvinout
v infekéni larvalni stadium (invazni larvy). #€h vyvoje zavisi na mnozstvi
dostupné potravy, ktera zavisi na podminkach fedst dale na mnozstvi hlistic
uvnitt téla hostitele, asociované mikrof atd.. Dosglci druhé generace jsou mensi
nez dosplci prvni generace. Dosfei druhé generace seijp@ samice kladou mensi
pocet vajitek. ProtozZe hlistice v této ddlzaphuji celé tlo hostitele, ¥tSina nebo
vSechny larvy, které se vylihnou z vaik, se vyvijeji v invazni larvy (Poinar 1979).
Invazni larvy se poté uviliji z mrtvych & do okolniho prosedi a vyhledavaji nové
hostitele (obr. 2) (Kaya et al. 1997).
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parazitické stadium (v hostitels) reprodukce
T dospélch

uvolnéni
balkterid

" opuiténi mrivého
o téla hmyzu-_ _ )’
I,f

vytvofeni kémplexu
s bakteriemi

— finvazni larvy

= (17}

volng Zijici stadium (v pudé)
Obrazek 2 Zivotni cyklus entomopatogennich hlistic rodBteinernemav asociaci
s bakteriemi rodXenorhabdugEmelianoff et al. 2008)

Infekéni stadium hlistic zavisi na skupientomopatogennich hlistic. \ékterych
piipadech je infednim stadiem vajko (nag. ,thelastomatida®), larvy druhého
instaru L2 (nap hlistice celedi Mermithidag nebo larvy itetiho instaru L3, které
jsou casto oznéovany jako dauer nebo invazni larvy (haphlistice celedi
Steinernematida@ Heterorhabditidag nebo oplozené samice (rtaplistice celedi
AllantonematidagSphaerulariidaea ,phaenopsitylenchida“). V poslegimenované
skupirg jsou dospli samci neinfekni a umiraji po kopulaci (Kaya et al. 1997).

Entomopatogenni hlistice gebuji k geziti vysokou relativni vihkost gy a
tenkou vrstvu volné vody k pohybutiRelmi nizké mdni vihkosti mohou upadat do
puadniho prostedi, ktery ovliviuje pgreziti, virulenci a perzistenci hlistic (Grant et al
2003). Ri teplotach pohybujicich se od 18 °C do 28 °C amthi cyklus uzake
béhem 6 az 18 dni v zavislosti na hostitelském draldruhu hlistice (Glazer et al.
2000).

2.1.3 Symbiotické bakterie asociované s entomopatagnimi hlisticemi

Bakterie rodu Xenorhabdus jsou gram-negativni bakterie ¢eledi
Enterobacteriaceae symbioticky vazané na entomopatogenni hlistideledi
Steinernematidag¢Fischer-Le Saux et al. 1999). Tento komplex jaboratornich
podminkach patogenni pradu hmyzich druly ale v polnich podminkéch je okruh
hostitei omezeny (Kaya et al. 1997). Zivotni cyklus bakteddu Xenorhabdus
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za&ina a kowi osidlenim geva hladoyjici a v pidé Zijici invazni larvy (Cagnolo et
al. 2004, Goodrich-Blair et al. 2007).

Tento symbioticky vztah je specificky a kazdy dralistic rodu Steinernema
izolovanych v pirod je kolonizovan vlastnim fylotypem bakterii. HItsi rostouci
v laboratdi s bakteriemi jiného jsodu produkuji invazni larvy nekolonizované
bakteriemi (Saux et al. 1998, Sicard et al. 200zpdich-Blair et al. 2007).

Bakterie roduXenorhabdugsou patogenni pro Siroky okruh larev hmyzu a davk
<5 kolonie tvdicich burkk (CFU) gimo vstiknuta do obBhového systému je
posta&ujici k jejich usmrceni éhem 48 - 72 hodin. Tato virulence je pozoruhodna
vzhledem k tomu, Ze hmyz ma debrozvinutou vrozenou imunitni odp&¥, diky
niz mize gekonat infekci > 1DCFU Escherichia col(Goodrich-Blair et al. 2007).

2.1.4 Charakteristika druhu Steinernema arenarium (Artyukhovsky 1967)
Wouts, Mracek, Gerdin & Bedding 1982

Pro tento druh jsou zndm#& synonyma, a tdteinernema anomala@ozodoi
1984) Curran 1989Neoplectana arenariaArtyukhovsky 1967 aNeoaplectana
anomaliKozodoi 1984 (Nguyen et al. 1997).

Hlistice Steinernema arenariuntbyla objevena v larvach a kuklach chrousta
Melolontha hippocastanv roce 1957 v Usmanském lese ve V@iské oblasti
(Boponexckas obnacts) (Rusko) (Poinar 1979). Byla ozfena jakoNeoplectana
arenarium Nasledd byla v Ryazanské oblastiPszanckas o6macts) (Rusko)
popsana hlistic&teinernema anoma(= N. anomal). Artyukovsky ekvalifikoval
S. arenariuma navrhlS. anomalijako mladSi synonymum (Kakouli-Duarte et al.
1999).

Samci jsou 1,03 - 1,83 mm dlouzi (Poinar 197%Josama& prvni generace je
nazloutlé barvy. V fednicasti je ukodené kruhem s 6 labialnimi a 4 napadnymi
cefalickymi papilami. Stoma je tvaru koule. Jicensyalnaty, metakorpus a bazalni
bulba z¥tSené. Kardia je 5 -dm dlouh&. Exkréni porus je 2um Siroky (Nguyen a).
Je v urovni nervového prstence (Poinar 1979). 3pikeou cervenohidé barvy
(Nguyen a). Jsou bez dd a z&ezi (Poinar 1979). Distalni konec spikuli je obvykle
zakorten zduielou Sptkou s malym otvorem nai@dni strad spikuly. Stedni
prekloakalni papila je 4 - pm vysokd s prmérem baze 8 - @m. Na ventralni stran

v blizkosti konce ocasu jsou un#isy dva pary papil, jeden par je na dorzalni stran
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Dva pary submediannich papil jsou uréiistv blizkosti kloaky, jeden dodaiey par
pak laterald na stejné Grovni. & par prekloakalnich papil je umisio ve dvou
Sikmych radach, kdy pedni par je tert lateralni a posledni par téimventralni
(Nguyen a).

Samice jsou 2,17 - 4,00 mm dlouhé (Poinar 1979niSamaji &lo s nazloutlym
sttevem a bezbarvymi gonadamireBni ¢ast tla je zakodena kruhem se 6
zasptatelymi labialnimi papilami a kruhem se 4 cefalickypapilami. V gedni¢asti
stoma je 1,5um tlusty sklerotizovany kruh, zad@ést je stejna jako u ostatnich
zastupd@ celedi SteinernemaJdicen ma napadny metakorpus. Eikiekandlek je
v predni¢asti Siroky 3um (Nguyen a). Exkni por je ventrélé od bazalniho bulbu
hitanu (Poinar 1979). Veékterych gipadech bylo pozorovanocékolik vajicek
v déloze umistiné pgedevsim v dorzalni a lateralédsti €la, zadni gonada ma vice
smytek a prochazi skrze vSechédsti €la. Déloha ma d¥ ¢asti -¢ast blizko vulvy
se stnami ze zdielych burk s 2 - 3 jadrygast v blizkosti vajgniki mé teri stny.

U mladych samic jsou tytoéasti clohy oddtleny zuZeninou. #blizn¢ ¥ populace
ma 2 - 3um dlouhy hrot, na jedné satne byly pozorovany 2 takovéto hroty
(Nguyen a).

Invazni larvy (L3) maji délku pohybujici se od 131do 1 300um. NejwtSi
pramér je 33 az 42um (Poinar 1979). Na lateralni stegje 8 Hrebert (9 linii). Predni
cast tla je zakotena kruhem cefalickych kapsli Sirokych 12 - (. Ocas je
konicky s kulatym nebo nepravidelnym okrajem megiddermalni a hyalinniasti
(Nguyen a).

Zivotni cyklus druhuS. arenariumtrva 6 az 7 dni. V navinfikovaném hostiteli
se vyskytuje fblizn¢ 1,5x vice samiki nez santiek. Vajicka jsou 32 - 48 x 32 - 56
um velka. Larvy se lihnou z vagk v €le saméky a vyvijejici se midata nakonec
vyplni celé &lo saméky. Produkce vagiek, kterd se pohybuje od 14 - 16 do 42 - 46
vajicek na samdku, zavisi na mnozZstvi potravy, kterou méa sdmik dispozici
(Poinar 1979)

2.1.5 Charakteristika druhu Steinernema feltia€Filipjev, 1934) Wouts, Mracek,
Gerdin & Bedding, 1982

Pro tento druh je znamcastpsynonym, a td\Neoaplectandeltiae Filipjev 1934,
Neoplectanabibionis Bovien 1937,Steinernemabibionis (Bovien, 1937) Woults,
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Mracek, Gerdin & Bedding 1982 eoaplectandeucaniaeHoy 1954 aSteinernema
leucaniae (Hoy, 1954) Wouts, Mracek, Gerdin & Bedding 1982g@yen et al.
1997).

Hlistice Steinernema feltiabyla poprvé nalezena a popsana v housence osenice
polni Agrotis segeturire vychodnim Rusku (Poinar 1979).

Samice prvni generace jsou 9,0 - 18,0 mm dlouhéjcgadruhé generace 0,8 -
3,5 mm (Poinar 1979). Samice maji hladkou kutikutlava nese kruh 6 papil
(druhy kruh nebyl &ejmé pozorovan) (Mréek et al. 1988). Kazda papila ma na
Spiéce jednu labialni papilu. Druhy kruh je tem 4 cefalickymi papilami. Amfidy
jsou malo znatelné. Jicen je v pamn k €lu kratky (Nguyen b). Ocasniast je
kratka, s malym mukronem. Stoma je redukovamédpi ¢ast jicnu je cylindricka a
terminalni bulbus ma chlopn Exkreni porus usti pod nervovym prstencem.
UloZeni vnitnich orgai odpovida obvyklému schématu (Mek et al. 1988).

Samci prvni generace jsou 1,6 - 2,8 mm dlouzi, sambhé generace 0,68 - 1,4
mm (Poinar 1979). Kutikula saringe rovrez hladka. Pednicast Ela je stejné jako u
samic. Spikuly lehce z#ikené. Spika spikul je prodlouzend, p@mprimérné délky
spikul a jejich &e je WtSi nez 1,5, obvykle 2x delSi nez SirSi. Gubernékuke
v predni ¢asti zuzuje. Kénus je kratky, ma tvar pismene Yedasahuje zadniho
konce korpusu (Nguyen b). Ocasidist samg je zkracena a zakéaena mukronem.
Preanalnich papil je 5 - 6 gigujsou umisiny lateralg. Tii pary papil jsou adanalni
(2 laterélni, 1 laterodorzalni). Postanélnich pajgl 6 pat (1 laterdlni, 2
lateroventralni, 1 subventrdlni, 2 subdorzalni).ik8y jsou zakivené a
gubernakulum duté (Mi&k et al. 1988).

Invazni larvy (L3) maji Stihl&lto dlouhé 750 - 950 mm, stejnéme se zuZujici
od béaze jicnu kigdnimu konci dla a od oblastifitniho otvoru ke konci ocasu.
Kutikula je s neetelnym gicnym pruhovéanim, které je velmi jasrviditelné
vraném vyvoji, kdy je invazni larva jéStobklopend kutikulou jgdchoziho
vyvojového stadia (L2), a v pozdnim vyvoji, kd§st pokr&uje v novém hostiteli.
Jicen je dlouhy a Gzky spaprgitym lumen, zabirajichs - ¥4 Stky téla, Zetelrg uzsi
v arovni nervového prstence. Lumeresta je Uzky nebo uzéeny. Exkréni porus je
zietelny, umistny na darovni sedu jicnu. Exkréni kanalek dlouhy, obvykle
zietelny, ventralni exkemi Zlazy vytl&uji bazalni bulbu a fiedni konec s$eva.
Bezprostedre pod kardii je véek s bakteriemi obklopenyéstou steva. Konénik je
dlouhy a uzky (Wouts 1980).
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Invazni larvy penetruji a zabijeji hostiteléhbm 48 hodin. Po 10 az 14 dnech
opousti mrtvédo hostitele velky p&et invaznich larev. VSechna vd#ja se vyvijeji
do vyvojového stuph L1. V cerstvém hostiteli s nizkou poputd hustotou se
nevyviji larvy L2 a L3, ale larvy L1 rychlei@chazi pimo v larvy L4. Kdyz
popul&ni hustota vzroste, larvy L2 se vyviji a davaji ikmout larvdm L3 (Wouts
1980).

2.1.6 Vyuziti entomopatogennich hlistic v biologiak ochrarg

Entomopatogenni hlistice jsou testovany proti mneymnamnym zerdélskym
Skiadcim, ktei alespa ¢ast svého vyvojového cyklu préldvaji v pidé. Mezi tyto
druhy pati Skidci ztadi ColeopteralLepidopteraDiptera, Homoptera

Hlisticemi roduSteinernemase kterymi se zeme najasréji setkat v biologické
ochrar, jsou Steinernema feltia@ Steinernema carpocapsa¥ boji proti bazlivci
kukuticnému Diabrotica virgifera virgifera (Coleoptera: Chrysomelidae), ktery se
brzy stane vyznamnym &#icem kukiice i v naSich podminkéach, Ize vyuzit mimo
zminovanych hlistic také hlistice rodideterorhabditis a to Heterorhabditis
bacteriophora a H. megidis (Journey et al. 2000). Proti larvam a kuklam
Luperomorpha suturaliColeoptera: Chrysomelidae), které jsou jednimdgzeu
nejvyznamgjSich 3Skidca ¢esneku \Cing, byly s Gspchem testovany hlistice
S. feltiae S. carpocapsa@ S. ceratophorunfYang et al. 2003). Hlistic8. feltiaea
S. carpocapsaé&ze pouzit jako bioagens proti ob&lgablecnémuCydia pomonella
(Lepidoptera: Torticidae) (Lacey et al. 2006) a ig&v Amyelois transitella
(Lepidoptera: Pyralidae) (Siegel et al. 2004). tiisS. feltiaeje rovreZ mozné
vyuzivat v biologické ochranproti molici bavinikovéBemisia tabaci{Homoptera:
Aleyrodidae) (Head et al. 2004), vrtalckiriomyza huidobrensis(Diptera:
Agromyzidae) (Head et al. 2000), proti larvam zad] mouiného Ephestia
kuehniella (Lepidoptera: Pyralidae), larvam a délsgm Tribolium confusum
(Coleoptera: Terebrionidae) (Athanassiou et al.8208 proti tasrénce zapadni
Frankliniella occidentalisa tasrénce Thrips palmi (Smith et al. 2005). Hlistici
S. carpocapsadze spolu s hlisticemH. marelatusa S. krausseivyuzit v ochras
proti Cydia latiferreana (Lepidoptera: Tortricidae) aCurculio occidentalis
(Coleoptera: Curculionidae) (Bruck et al. 2007)hlistic roduHeterorhabditislze
uvést aplikaci druln H. megidis a H. downesi proti lalokonosci ryhovanému
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Otiorhynchus sulcatugColeoptera: Curculionidae), ktery je vyznamnynidgiem
Sirokého okruhu polnich a okrasnych rostlin (Lolazlet al. 2005).

2.2 Entomopatogenni houby

Entomopatogenni houby jsou zkoumany pro svéinnost v boji proti Sirokému
spektru hmyzich §ldci (Ansari et al. 2005). Mnoho entomopatogennich feub
v piirod relativie béznych. Casto vyvolavaji firozené epizootie v populacich
hmyzu,¢imz sefadi mezi vyznamné mikroorganismy regulujici popeldkodlivého
hmyzu (Butt et al. 2000). Rozsdhlou a velmi vyznamn skupinou
entomopatogennich hubrguistavuji druhy zahrnuté do atdehi Deuteromycota
ttidy Hyphomycetestadu Moniliales Z hlediska praktické biologické ochrany ma
tato skupina neptSi vyznam. K nejznagsim vidknitym houbam p#thouby rodu
Beauveria Lecanicillium Metarhizium a Isaria. Houbové onemocmi zpravidla
iniciuji vitalni a virulentni konidie uchycené ndg hostitele (Bohata 2005).

Patogen obvykle pronika do hostiteliep kutikulu. Nkteré druhy mohou hmyz
infikovat i pres travici trakt. Spory sefiphyti na kutikulu, vykiéi a pronikaji
kutikulou pisobenim tlaku a pomoci enzymatické degradace Kutif@utt et al.
2000). K gilepeni konidii na kutikulu hmyzu dochazi hydrof@lin mechanismy
(Bohata 2005). Po proniknuti déld hostitele patogen rychle kolonizuje hemocoel,
kde vytv&i jedno nebo vicebwtind hyfova éliska (blastospory) (Goettel et al.
1997). Smrt hostitele je obvykle ugobena kombinaci ékolika &ja, nafg.
vycerpanim Zivin hostitele, invazi patogena do tkatitele a jejich destrukci nebo
¢innosti toxini patogena (Goettel et al. 1997, Butt et al. 20@rti hostitele
dochazi k uko®eni parazitické faze patogena &ina faze saprotrofni. Za vhodnych
podminek dochazi bezpréstire po usmrceni hostitele k pf@tani houby na povrch
téla usmrceného hostitele a na vzdusném myceliu sevyfruktifika¢ni organy
charaktristické pro dany druh. Saprotrofni fazeogaha kot Uplnou sporulaci.
K Siteni patogena dochazi pomoci konidii rem&nych nejasgji pasivre (voda,
proucéni vzduchu) neboiimym kontaktem zdravych jedifics jedinci infikovanymi
(Osborne et al. 1992).

Entomopatogenni houby jsou moznou alternativoupa@ni pesticitl. Nabizi

fadu vyhod jako je schopnostistu na @znych substratech, vysoka virulence,

20



pronikani do d&la hostitele pes kutikulu, Siroky okruh hostitiel bezpénost pro
¢loveéka, zviata a Zivotni progedi (Kamp et al. 2002).

Velikost spor, rychlost kteni a uchyceni na kutikulu jsou povazovany za
spolehlivé ukujici znaky patogenity (Altre et al. 1999).

Velky vliv na patogenitu a virulenci spor maji atié@é podminky prosedi.
Vlhkost je jednim z nejdeZitéjSich abiotickych faktar. Vysoka vihkost prosedi je
dulezita pro kl€eni spor. Rychlost rozvoje mycelia, a tim i rychlegvoje infekce,
zavisi rovigZ na teplat. Optimum se pohybuje od 20 °C do 30 °C. Meznitiijgou

5°C a 35 °C (Ferron 1978).

2.2.1Beauveria bassiangBals.-Criv.) Vuill. 1912

Beauveria bassiangBals.-Criv.) Vuill. je nepohlavni (anamorfni) fopu. Je
znamé synonymunBotrytis bassianaBals.-Criv. 1836 (Farr et al.). Pohlavni
(teleomorfni) formou jeCordyceps bassian. Z. Li, C. R. Li, B. Huang & M. Z.
Fan 2001 (Sung et al. 2007).

Beauveria bassianaje jednou z nejvice zkoumanych a riginéjSich
entomopatogennich hub. Jde o Siroce polyfagnizachbse v midé vyskytujici druh,
ktery parazituje natmnim hmyzu (Vanninen et al. 2000). Vykazuje pataiyen
vice nez 200idznych druti hmyzu (Thompson et al. 2007).

B. bassiana parazituje na mnoha zastupcichudéi zriradi Orthopterg
Coleoptera Lepidoptera Diptera, Heteroptera Homoperaa Hymenoptera(nag.
Véanninen et al. 1999, Noma et al. 2000, Fuhret. 1091, Mulock et al. 2001, Hicks
et al. 2001, Liu et al. 2002, Tafera et al. 2008hineyer et al. 2006, Batta 2007,
Thompson et al. 2007). Parazituje také na kdeto(Wekesa et al. 2006). Konidse
bassianamohou pronikat do hostitele &iyres kutikulu, travici trakt neboigs jeho
dychaci systém (Trudel et al. 2007).

B. bassianavytvai na povrchu infikovaného hostitele husté myceliom&cné
bilé barvy. Na hroznovitych konidioforech se v Iyakt svazcich (feslenech nebo
samostaté) formuji dlouhé, bezbarvé konidiogenni nky s kulovitou nebo
baikovitou bazi a vroubkovitym (zubovitym) apikalnimoglouzenim, na kterych se
tvori jednotlivé konidie. Kazda jednob&ima kulovita nefehradkovana konidie se

tvori na samostatném zubu (obr. 3) (Humber, 1997).
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Lonidiogenii butikca
vejéité Lonidie (fialida)

zowh Jovane
vietéenlo

looznovite
Lonidiofory °

mycelioe vlalmo (hyfa)

Obrazek 3 - Beauveria bassiana schéma konidiofdr, konidiogennich butk a konidii
(zdroj 2)

V polnich podminkach vykazuje vodni konidiova susgeeB. bassianabéhem
kratké doby po aplikaci rychly pokles aktivity kdiii a ztratu insekticidni aktivity
(Behle 2006).

Uginnost houby B. bassiana v biologické ochra# je ¢asto ovliiovana
podminkami okolniho prosdi. V laboratornich podminkéch je vysledkem apglka
vysoka mortalita cilového organismu. V polnich pddkach ¢asto zfisobuje
aplikace B. bassiananizkou mortalitu, a tim nedostat®u ochranu. Omezena
acinnost v polnich podminkach byvdiguzovana neoptimalnim teplotam, vystaveni
UV zé&'eni, nedostatmé davce patogena a chovani hmyzu, termoregulamadNet
al. 2000).
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2.2.2Isaria fumosorosegWize)

Isaria fumosoroseédiive Paecilomyces fumosorose{Wize) Brown & Smith) je
Siroce polyfagni, kosmopolignrozsfeny druh vildknité entomopatogenni houby.
Prirozert zpisobuje ndkazy na zastupcichtazi Othoptera Thysanoptera
Colepotera Homoptera Lepidoptera Diptera. Byla zjiS€na na vice nez 40 druzich
hmyzu. Je schopna infikovat hostitele ve vSech jghvmjovych stadiich (Osborne et
al. 1992). V [idé¢ preziva jako saprofyt a dekompozitor organického nelte
(Kavkova et al. 2005).

Na pirozeném hostiteli vytu Isaria fumosoroseaprvu bilé vatovité mycelium,
které pozdji méni barvu do odstinu nazowlé, nafialoglé az Sedofialové barvy.
Zmeéna barvy kolonii fimo koresponduje se stupim sporulace kultury. StarSi, gln
sporulujici kultury maji az Sedofialové zbarvenivatovity charakter se &ni
v prasny s povrchem zcela pokrytym obrovskym mnaistkonidii (Landa et al.
1994).

retizky konidii

ovialna konidie

konidiogennihusika
(fialid a)

lahv icov ité
lonidiofory

Obrazek 4 - Isaria fumosorosea schéma konidiofdr, konidiogennich bufk a konidii
(zdroj 3)
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V koloniich 1. fumosorosease na vzduSném myceliu nejprve vyBja
konidiofory, které jsou na hyfach uspdany peslenovité. Na konci kazdého
konidioforu se nasledn formuje 3-6 konidiogennich bek (fialid), které maji
lahvicovity tvar, zdiéelou bazi a #etelny keek. Na nich se vytw@ji ovalné konidie.
Konidie se postuphodctluji, nejmladsi je vzdy v kontaktu s konidiogenniikou a
odtlatuje starSi konidie dal do t¥iciho sefetizku. V jednontetizku gichyceném na
konidiogenni biice mize byt gitomno i vice nez 50 konidii (obr. 4) (Osbornelet a
1992).

2.2.3Lecanicillium lecanii (Zimm.) Zare & W. Gams 2001

Lecanicillium lecani (Zimm.) Zare & W. Gams je nepohlavni (anamorfni)
stadium. Pro toto stadium jsou znadma dynonyma, a t&Cephalosporium lecanii
Zimm. 1898 aVerticillium lecanii (Zimm.) Viégas 1939 (Farr et al.). Pohlavnim
(teleomorfnim) stadiem j€ordyceps confragoséMains) G.H. Sung, J.M. Sung,
Hywel-Jones & Spatafora (Sung et al. 2007) se symem Torrubiella confragosa
Mains 1949 (Farr et al.).

Lecanicillum lecaniije kosmopolitg rozSteny druh entomopatogenni houby,
ktery byl poprvé popsan po izolacicervce Coccus viridis(Hemiptera: Coccidae)
(Bohata 2005)Lecanicillium lecanipritahuje pozornost od 2atku 70. let 20. stoleti
jako bioagens proti hmyzu, rozfon, haratim, ale i fytopatogennim houbam, tap
rzim a plisnim u sklenikovych kultur (Meyer et 096, Askary et al. 1997, Fournier
et al. 2000).

Lecanicillium lecanii zpisobuje spontanni epizootie &&$€ji v populacich
hmyzu fddu Homoptera zvlast pak v populacichuznych druli molic, mSic a
cerval (Bohatd 2005). Méncasto se tento patogen vyskytuje v populacich hmyzu
paticich do jinychtadi hmyzu, ale jsou znamy hostiteléiddii Orthopterg
Heteroptera Lepidoptera Coleoptera Hymenopteraa ThysanoptergOsborne et al.
1992).

Determingnim znakem Lecanicillum lecanii je typickA forma sporulace.
V prab¢hu konidiogeneze se na vzdusnem myceliu \wgvalouhé uzkeé lahvicovité
konidiofory. Na jejich koncich se postuptvori elipsoidni konidie. Konidiofory jsou
na myceliu umishy v preslenech a z jedné zoény vugtaji 2, 3 az 4 protilehlé
konidiofory. Na koncich hyf iiize byt geslen tvéen i vice konidiofory. Konidiofory
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jsou vytv&eny postupét a vzdy nova mladsi konidie odilge dive vytvaenou
konidii do postup# se tvdiciho shluku, ktery ma podobu kiky. V zawretné fazi
sporulace se kulky pokryvaji mucilagenni hmotou, ktera udrZzuje kakipi tvar
finalniho atvaru (obr. 5) (Bohata 2005).

elip s0id ni ko nidie

T
E:Sni{
e
i J KE‘

konidie polavyie
Jf/ - muc:ilagenﬂilqurgtvuu

S

|
—k
-
e

7

myceliové vlakmno

Obrazek 5Lecanicillium lecanii- schéma konidiofdr, konidiogennich butk a konidii
(zdroj 4)

Infekce hmyzu se objevi obvykle viihu 7 drii (Cloyd 1999). Bhem
kolonizace hostitelovych tkaniL. lecanii produkuje sekundarni metabolity
s insekticidnimi dinky, které se spolu s ¥grpanim zivin mohou podilet na smrti
hostitele. V poslednich letech jsou v laboratornéchpolnich pokusech sledovany
acinky toxickych latek ziskanych Lz lecanii proti molicim a mSicim (Wang et al.
2005).

Vyznamnym faktorem w@ujicim epizooticky potencidl. lecanii je vysoka
vihkost okolniho prosedi, kterou pdtbuji konidie ke kifeni (Fournier et al. 2000,
Lacey et al. 1996).. lecaniiroste nejlépeipteplot 15 - 25 °C a relativni vihkosti
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85 - 90 %. Vysoka vlhkost je pgebna po dobu nejménl0 az 12 hodin (Cloyd
1999).

Aktivita L. lecaniizavisi na kmeni houby. Nagkmeny s malymi sporami infikuji
mSice, zatimco kmeny s velkymi sporami infikuji el Virulence zavisi na hustot

spor a stupni sporulace, kterd je zavisla na pokiaeimokoli (Cloyd 1999).

2.2.4 Vyuziti entomopatogennich hub v biologické ticané

Entomopatogenni houby jsou jednim z nejvyuzéj&ioh agens v biologické
ochrarg. Spolu s popsanymi druhy je velmi rdzfié pouZzivaniMetarhizium
anisopliae. V laboratornich pokusech jsou testovany i houlmgh rodi (nag.
Hirsutella) nebo jiné druhy roil Beauveria(nag. Beauveria brongniart)i a Isaria
(dtive Paecilomyces (nag. Isaria farinosa Paecilomyces carnep$aecilomyces
marquandij Paecilomyces lilacinys

HoubuBeauveria bassianke vyuzivat v biologické ochrédrproti velkému pétu
zemedélsky vyznamnych Skdci. Ztadu Coleoperaji Ize aplikovat proti bazlivci
kukuiicnémuDiabrotica virgifera virgifera(Coleoptera: Chrysomelidae) (Mulock et
al. 2001, Bruck et al. 2002, Pilz et al. 2007)klokazu Scolytus amygdali
(Coleoptera: Scolytidae) (Batta 2007), lykozZroutmrisovému Ips typographus
(Coleoptera: Scolytidae) (Kreutz et al. 2004) netmolaku Pissodes strobi
(Coleoptera: Curculionidae) (Trudel et al. 20072elji pouZit i proti sosnokazu
borovémuPanolis flammeaLepidoptera: Noctuidae) (Hicks et al. 2001)Chilo
partellus (Lepidoptera: Pyralidae) (Tafera et al. 2003).odu Diptera byly
provadny studie vlivuB. bassianana kwtilku Dalia radicusa kwtilku redkvovou
Dalia floralis (Diptera: Anthomyiidae) (Vanninen et al. 1999),led&dlematobia
irritans (Diptera: Muscidae) (Lohmeyer et al. 2006) a kanAedes aegypti
(Diptera: Culicidae) (Luz et al. 2007). Mezi zastuppdu Hemiptera,proti kterym
Ize aplikovatB. bassianapati plosticeLygus lineolarigHemiptera: Miridae) (Liu et
al. 2002, Liu et al. 2003, Sabbahi et al. 2008ygus hesperu@Hemiptera: Miridae)
(Noma et al. 2000). Lze ji aplikovat i proti krtafidm roduScapteriscusspp.
(Orthoptera: Gryllotalpidae) (Thompson et al. 2Q0proti pilatce smrkove
Pristiphora abietina(Hymenoptera: Tenthredinidae) (Fuhrer et al. 200ddlici

sklenikovéTrialeurodes vaporariorum{Homoptera: Aleyrodidae) (Poprawski et al.
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2000). B. bassiandze také vyuzit v boji proti sviluSc&etranychus evangAcari:
Tetranychidae) (Wekesa et al. 2006).

Houbalsaria fumosorosege nefastji testovana proti drukm faduDiptera, a to
Hematobia irritans (Diptera: Muscidae) (Lohmeyer et al. 200®edes aegypti
(Diptera: Culicidae) (Luz et al. 2007) adtikam Delia radicus a Delia floralis
(Diptera: Anthomyiidae) (Vanninen et al. 1999). &ainichradi hmyzu ji Ize pouZzit
proti termitim druhuCoptotermes formosanysoptera: Rhinotermitidae) (Meikle et
al. 2005), sviluScdrialeurodes vaporariorunfHomoptera: Aleyrodidae) (Poprawski
et al. 2000)I. fumosoroseae niize projevovat jako mykoparazit infikujici konidie
padli okurkovéh@phaerotheca fuligine@avkova et al. 2005).

V laboratornich i polnich podminkach je houbacanicillium lecaniitestovana
proti Skidcam zraduHomoptera Konkrétreé proti kyjatci zahradnimiviacrosiphum
euphorbiae msSici broskvéiové Myzus persicae mSici meruzalkovéNasonovia
ribisnigri (Fournier et al. 2000) a molici bavinikoemisia tabaciWang et al.
2004).Lecanicilliuum lecaniijje mozné vyuzit protitsrence zapadnirankliniella
occidentalisa ¥asrénce Thrips palmi(Smith et al. 2005). Krotnparazitace hmyzich
Skidch se niize Lecanicillium lecaniivyskytovat na konidiich padli okurkového
Sphaerotheca fuligine@Verhaar et al. 1996) a rzi chryzantémdgccinia horiana
(Feng et al. 2002).

2.3 Vyuziti entomopatogennich hub a hlistic v biolgické ochrang

V posledni dob se mnoho vyzkuih zan®iuje na vyuZziti sponého msobeni
obou skupin patogén Pusobeni mZe mit synergisticky, aditivni nebo
antagonisticky efekt. Nelze obecstanovit jednotlivé kombinace obou agens, které
by meély synergisticky, aditivni nebo antagonisticky dfek/e WwtSiné pripadi
vysledny efekt zavisi na koncentracich jednotlivipatagens.

HoubaMetarhizium anisopliadyla v laboratornich a sklenikovych podminkach
testovana proti chroustkoviHoplia philantus (Coleoptera: Scarabaeidae) spolu
s hlisticemiHeterorhabditis megidia Steinernema glaserHlistice byly aplikovany
spol&né se suspenzi houby nebo s 2, 3 a 4 tydennim #Zpb#d Byl pozorovan
aditivni a synergisticky efektigobeni (Ansari et al. 2004). Vysladi kombinace
H. bacteriophoraa M. anisoplie,ziskanych vdchto experimentech, bylo nasleédn

vyuzito v polnich podminkach. K porovnéni byl pduibisekticid s dinnou latkou
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chlorpyrifos. PouZiti spoteé aplikace entomopatogennich orgariismelo stejny
vysledek jako pouZziti chemické ochrany (Ansarile2@06).

Spoleéného msobeni hlistic Steinernema carpocapsaeS. glaseri a
Heterorhabditis bacteriophoraa Beauveria brongniartii bylo pouzito proti
Ectinohoplia rufipesa Exomala orientalis(Coleoptera: Scarabaeidae). Ke srovnani
byl pouZzit fenitrothion. VSechny bioagensélgn vySSi mortalitu neZz chemicka
ochrana. Jako jedina kombinace byla pouzita kondeiSéeinernema carpocapsae
suspenz®. brongniartii(Choo et al. 2002).

Proti Curculio caryae(Coleoptera: Curculionidae) byly v kombinaci testoy
houby Beauveria bassianaMetarhizium anisopliaea Isaria fumosoroseaspolu
s hlisticemi Heterorhabditis bacteriophotaH. indica Steinernema riobraves.
carpocapsageS. glaseria S. rarumnebo bakteriiSerratia marcescens/e Wtsine
kombinaci byl zji&n antagonisticky efekt mezi jednotlivymi organisrg§hapiro-
llan et al. 2003, 2004).

V laboratornich podminkach byl sledovan antagarkgti efekt symbiotické
bakterie Photorhabdus luminescensga houbyMetarhizium anisopliaeBeauveria
bassianaB. brongniartii a Isaria fumosoroseaNa rozdil odXenorhabdus poinarii
ktery na tyto houby neghzadny vliv (Ansari et al. 2005).

Pro vyuzivani entomopatogennich hub a hlistic gdgens v biologické ochrane
nutné zabyvat se studiem vlivéchto patoged na necilové organismy. Houby
Beauveria bassiana Isaria fumosorosegsou kompatibilni s predujicim slufiem
Delphastus catalinagColeoptera: Coccinellidae) (Wraight et al. 199Blaopak
toxiny houbyLecanicillium lecaniimaji na tento druh negativni vliv (Wang et al.
2005).

2.4 Vliv pesticidi ha entomopatogenni houby a entomopatogenni hliséic

Vyuzivani entomopatogennich hub a hlistic v integn@ ochra# rostlin mize
byt velmi pinosné, ale je nutnéémovat pozornost vlivu pestidida jinych
agrochemikalii (pkmyslovych hnojiv, regulatdr rastu) va¢i nim. Jednotlivé studie
Ize rozdlit do dvou snéri zajmu. Zabyvaiji se vlivem pestididresp. dinnych latek
piimo na entomopatogenni organismy, nebo je jejichh studovan p spole&né

aplikaci proti konkrétnimu skici. Jsou testovany syntetickétinpdni &innée latky.
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Obecrt lze konstatovat, Ze nebyl pozorovan negativni Jisinnych latek
imidaclopridu, thiamethoxamu a acetamipridu na opza patogenitu hlistic
Heterorhabditis bacteriophorad. megidis Steinernema carpocapsa®. feltiaea S.
glaseri ve spolén¢ pripravené aplikéni jiSe (tank mix test) (Koppenhéfer et al.
2003).

Vliv carbosulfanu a carbofuranu nist hubBeauveria bassianaB. brongniartii
byl druhow specificky a zavisel téz n&iané latce. Carbosulfan inhibovaist obou
druhi hub. Mortalita hmyzu oS&ného hlisticemiHeterorhabditis megidjs
Steinernema feltiae@ S. glaseriinkubovanymi s &éinnymi latkami nevykazovala
statisticky vyznamny rozdil mezi kontrolou a jedimyimi kombinacemi bez ohledu
na druh hlistice nebogiinnou latku. Zadny z karbantahesnizil patogenitu hlistic a
hub, &koliv doslo k potl&eni ristu hub. Kombinace entomopatogennich orgafism
a nizkych davek insekticidmize umoznit snizeni chemické kontaminace Zivotniho
prostedi a vzéist efektivhosti entomopatogennich organismochrag rostlin
(Bednarek et al. 2004).

Spole&na aplikace houbyBeauveria bassiana rostlinnych esencialnich aiej
mineralniho oleje a organosilikonovych nusiproti larvam Tribolium castaneum
méla za nasledek jejich vyssi mortalitu (Akbar et aD05). Kompatibilita a
synergisticky efekt byl pozorovan mezi houbBubassianaa syntetickou &nnou
latkou deltamethrin ip spolupisobeni proti rezistentnim kmi@n Boophilus
microplus (Bahiense et al. 2004). Naopak byl pozorovan amtistjcky efekt mezi
houbouB. bassianaa &innou latkou imidacloprid ip pouziti proti moliciBemisia
argentifolii (Homoptera, Aleyrodidae) (James et al. 2001). Witno podminkach
byl testovan vliv néasovani aplikace na nesgiielnost &innych latek metalaxylu,
mancozebu, oxidu &’'ného a houb¥s. bassiangKouassi et al. 2003). Oxid &diny
je u nas zakazan.

Houbalsaria fumosorosedyla testovana v kombinaci sipdni (Einnou latkou
azadirachtin proti moliciBemisia argentifolii (Homoptera, Aleyrodidae) (James
2003).
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3 MATERIAL A METODY

3.1 Kultivace entomopatogennich organisiin

Kultivace entomopatogennich hlistic

Entomopatogenni hlistice ro@teinernema pouzivany v pokusech, byly ziskany
ze sbirky Entomologického uUstavu Akademis \Ceské republiky. Hlistice byly
dlouhodolé uchovavany v plastikovych epruvetach v inertnimsi¢io (molitan)

v lednici @i teplog€ 5 - 7 °C.

Pro ziskani dostateého mnozstvi hlistic pro pokusy bylo vyuzito ndsiéciho
postupu. Z epruvet se ziskalo dostatemnoZzstvi nestandardizované suspenze, ktera
byla n&dedina na pozadované mnoZzstvi. Pod binokularem by&rg vitalita
hlistic, tj. % Zivych hlistic z celkového mnozZstPiokud hodnotaipsahovala 85 %,
byla suspenze upravena na koncentradildipné hodnat 10 IJ na 1 larvu zavije
voskoveého Galleria mellonella a byla pouzita pro infekci larev. Na povrch
filtra¢niho papiru uloZzeného na dno Petriho miskytorgru 9 cm byla aplikovany 3
ml upravené suspenze hlistic. Do taktgpgavené misky bylo umigio 5 - 10 larev
Galleria mellonella.Petriho misky byly inkubovéany v termostatti feplo€ 25+1 °C
(fotoperioda 0/24) po dobu 3 - 5 dni. Pro zdarnybghn infekce bylo nutné
kontrolovat vihkost v Petriho miskach a kigact nadngérného vysychani byla
vlhkost upravovana ifglanim rekolika kapek sterilni destilované vody. Po 3 - 5
dnech byly mrtvé housenky sipnaky infekce pendany na vodni pasti (Petriho
miska obalena filtnim papirem, uloZzena veétgi Petrihno misce), pravidein
vih¢eny destilovanou vodou a uloZzeny v termostdtugplot 25+1 °C (fotoperioda
0/24). Po 10 - 14 dnech od iniciace infekce se #olioinfikovanych larev
uvolhovala infekni stadia hlistic, ktera se shrorda¥ala ve vod na dri¢ Petriho
misky, odkud byla pravidethslévana, filtrovana a nasletlekladovana po dobu 2 -

3 tydni pied pouzitim v pokusech.

Kontinualni chov zavijée voskového Galleria mellonella

Kontinualni chov zavije voskového Galleria mellonella probihal za

definovanych podminek na @ém Zivném substratu, tzv. Haydako¥ivné mde
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(22 % kukdi¢cného Srotu, 11 % pSemého Srotu, 11 % hladké mouky, 11 %
suseného mlék& susené syrovatky, 5,5 % suSeného drozdi, 17,8&ho vosku,

11 % medu a 11 % glycerinu, uvedeno v hmotnostpiobentech).

Kultivace entomopatogennich hub

Kmeny testovanych hub byly uloZzeny v mykologickérad na Oddeni ochrany
rostlin Katedry rostlinné vyroby Zetuélské fakulty Jihdeské univerzity. Byly
dlouhodols uchovavany ve forghalginatovych pelet.

Pro &ely pokusi byl pouzit nasledujici postup reaktivace a kultevahub.
Jednotlivé pelety byly z mrazicihoizzeni gemistny do standardni vihké kairky
(sterilni plastikova Petriho miska obsahujici 2 %dwi agar) a vihkd kofinka
s peletami byla umi&ba do termostatu (25 °C, fotoperioda 0/24). Pedgpyonované
vysoké vlhkosti gijimaly vodu (bobtnaly), naslednse na povrchu pelet objevily
prvé symptomy reaktivace patogenas{rmycelia) a zpravidla v pb¢hu 5 - 7 did
byl povrch aktivovanych pelet pokryt @lisporulujicim vzdusnym myceliem. Z takto
aktivovanych pelet byl patogen jednou pasd&veden na plotny s agarizovanym
zivnym meédiem (PDA) a v nasledném saprofytickém ojgvém cyklu byla
vyprodukovana biomasa, ktera byladbpiimo pouzitelna pro pteby pokug nebo

slouzila jakogista maténa kultura.

3.2 Friprava suspenzi entomopatogennich hub a hlistic

Priprava suspenze hlistic

Suspenze hlistic byla ziskavana z nestandardizosasgenze uchovavané 2 - 3
tydny v Petriho miskach v ledite (i teplo& 5 - 7 °C. Po tkladném promichani
suspenze byl odebrdn vzorek o objemwll@ nasledd bylo sp@&itdno mnozZstvi
hlistic pomoci binokularu. Minimalni mnozstvi vgi@mném vzorku bylo stanoveno
na 50 zivych invaznich larev, odchylka mezi jedngthi by m¢la byt max. 15 %.
Potebna koncentrace pak byla vyjftana na zakladprimérného pétu hlistic z 5

opakovani v daném objemu suspenze.
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Priprava konidiové suspenze

Konidiova suspenze byla ziskavangelpim povrchu pl& sporulujici kultury,
kterd byla kultivovana na PDA po dobu 7 - 14 defistim roztokem 0,05 % Tween
80. Po dkladné homogenizaci byla taktdigravena suspenze dle pelty naedna
a po ogtovné homogenizaci byla nanesena déiaai komirky - hematocymetru
(Neubauerova vylepSena karka) a v gedem stanoveném gitacim poli byl po
sedimentaci konidii stanoven titr stim, Ze v jedn@ciitaném poli bylo +50
jednotek a rozdil mezi poli mohl byt max. 15 %.r Gyl vypctitan na zaklag dvou
opakovani (horni a dolni pitaci pole) a naslednbyla suspenze odpovidajicim

fednim upravena na piabny titr.

3.3 Metoda in vitro pro sledovani vlivu suspenze Wyranych druhi
entomopatogennich hub na mortalitu entomopatogennic hlistic

rodu Steinernema

Cilem pokusu bylo zhodnoceni mortality hlistic ro8teinernemavystavenych
pusobeni konidiové suspenze entomopatogennich hekazé vysledky mohou byt

vyuZzity pro vyhodnoceni moznosti spéhe aplikace obou patogien

Material
= konidiové suspenze hulBeauveria bassiana Isaria fumosoroseaa
Lecanicillium lecanii

= suspenze hlistiSteinernema feltiaaS. arenarium

Postup

» do kazdého vzorku bylo aplikovano 10 ml konidiowgésgenze testované
houby o definovanych koncentracich (Azdprava konidiové suspenza
suspenze testovaneé hlistice o koncentraci 1 0C&zirieh larev (13) (viz
Priprava suspenze hlisjickazda kombinace byla testovana ve 2 sériich,
piicemz kazda série #a 5 opakovani, vzorky byly uchovavany
v termostatu (teplota 22+1 °C, fotoperioda 0/24)

= ihned po aplikaci 1J byl proveden @@, dalSi odé&ty byly provagny po 24,
48, 72 a 96 hodinach (k aotta byla pouzita binolupa Stemi SV 11
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" Z€

s pripojenou kamerou zry Sony - pro kazdy vzorek bylo nasnimano 5
kratkych videozaznafn v predem danych mistech. Zifwenych
videozaznarh byl nasleds zjisten celkovy p@et nasnimanych hlistic a
Z tohoto pdétu pacet mrtvych. Za mrtvé hlistice byly povazovany htist
které Bhem videozaznamu nevykazovaly Zadny pohyb.)

zjiSénych adaji byla procentudkh stanovena mortalita, od zjisitych
hodnot mortality byla od#ena pdatetni mortalita (mortalita ¥ase 0) a
pomoci Abbotova vzorce zji&ta mortalita hlistic zjsobena testovanou

houbou

3.4 Metoda pro sledovani mortality larev zavijée voskovéhoGalleria

mellonellaentomopatogennimi hlisticemi roduSteinernema

Cilem pokusu bylo zhodnoceni virulence entomopatogd hlistic rodu

Steinernema proti modelovému &Sidci (larvy zavijée voskového Galleria

mellonellg v zavislosti na koncentraci 1J.

Material

= synchronni populace larevetiho azétvrtého larvalniho instaru zavée

voskovéhdoGalleria mellonella

= suspenze hlistiSteinernema feltiaaS. arenarium

= pada g@ipravena ze zahradniho substratu a pisku véporh : 1, mda byla

Postup

sterilizovana fi teplo& 121 °C po dobu 120 minut

= do Petriho misek o pméru 9 cm byla odréfena mida o objemu 40 ml, do

kazdé misky bylo vioZzeno 5 larev zavie voskového Galleria
mellonellg vzorky byly poté pemistny do plastikového s&u (tim byly
zajiseny optimalni vihkostni podminky, a tim se zabramtgpadnému
vysusovani fidniho substratu), kazda hlistice byla testovana sériich,
pricemz kazda série ¢tma 5 opakovani, vzorky byly inkubovany
v termostatu (teplota 22+1 °C, fotoperioda 0/24)dobu 24 hodin f&d

pouzitim suspenze hlistic
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* po 24 hodindch byla aplikovana na povrch substséigpenze hlistic (viz
Priprava suspenze hlisjio koncentraci 0, 10, 50, 100 a 200 IJ/misku,
suspenze byla dopina sterilni destilovanou vodou na objem 1 ml (tim
byla zajiStna optimalni vihkost substratu), vzorky bylyéoploZzeny do
plastikového s&u a inkubovany vtermostatu (teplota 22+1 °C,
fotoperioda 0/24), fixemz byly kazdy druhy denigklopeny o 180°,
¢imz bylo dosazeno zvySeného pohybu lareudép

= kontrolni dny byly stanoveny na 3., 5. a 7. derapbkaci hlistic, infikované
housenky byly fi kazdé kontrole ze vzoik odebrany, povrchav
sterilovany 1 % roztokem chlornanu sodného, oplashnsterilni
destilovanou vodou a nasledaomistny na vodni pasti (viXultivaece
entomopatogennich hlis}ic

3.5 Metoda pro sledovani mortality larev zavijée voskovéhoGalleria
mellonella entomopatogennimi houbami rodu Beauveria, lIsariaa
Lecanicillium

Cilem tohoto pokusu bylo zhodnoceni virulence emjpatogennich hub rodu
Beauveria Isaria a Lecanicillium proti modelovému $idci (larvy zavijé€e

voskoveéhdGalleria mellonelld v zavislosti na koncentraci.

Material
= synchronni populace larevetiho azétvrtého larvalniho instaru zavée
voskovéhdaGalleria mellonella
= konidiové suspenze hulBeauveria bassiana Isaria fumosoroseaa
Lecanicillium lecanii
» pida gipravena ze zahradniho substratu a pisku wporh : 1, mda byla
sterilizovana fi teplo€ 121 °C po dobu 120 minut

Postup
= v Petriho miskach o pméru 9 cm se nachazelaiga o objemu 40 ml, do
kazdé misky bylo umisho 5 larev zavijge voskoveho Galleria
mellonellg vzorky byly vioZzeny do plastikového & (tim byly ot

zajiseny optimalni vihkostni podminky a zabranilo se tEkpadnému
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vysuSovani pdniho substratu), kazda houba byla testovana \&itets,
piicemz kazda série ¢tma 5 opakovani, vzorky byly inkubovany
v termostatu (teplota 22+1 °C, fotoperioda 0/24)dodu 24 hodin f@d
aplikaci suspenze testované houby

= po 24 hodinach byl na povrch substratu pouZzit l1stdndardizované
suspenze entomopatogenni houby v roztoku s TwedrnamPriprava
konidiové suspeny® definované koncentraci 1,0 &I, 1,0 16/ml,
1,0 - 16/ml pady (tj. o koncentraci 4,0 - ¥onl, 4,0 16/ml, 4,0 - 1G/ml
suspenze), vzorky byly épvloZzeny do plastikového &éu a inkubovany
v termostatu (teplota 22+1 °C, fotoperioda 0/24¢emz byly kazdy
druhy den peklopeny o 180°¢imz doSlo ke zvySenému pohybu larev
Vv padé

= kontrolni dny byly stanoveny na 7. a 14. den pakapl suspenze houby, 7.
den byly vSechny larvy zipy vyjmuty a byl zaznamenan vyskyt
zdravych, infikovanych a mrtvych larev, naslédwyly larvy povrcho¥
oSeteny 1% roztokem chlornanu sodného, oplachnuty tezilrs
destilované voé a vlozeny do vihkych kofek, které byly uloZzeny do
termostatu (teplota 22+1 °C, fotoperioda 0/24),lgodnech byly larvy

piekontrolovany a postup infekce zaznamenan

3.6 Metoda pro sledovani mortality larev zavijée voskovéhoGalleria
mellonella entomopatogennimi  hlisticemi rodu Steinernema
v kombinaci s entomopatogennimi houbami roduBeauveria, Isaria a

Lecanicillium

Cilem pokusu bylo zhodnoceni spaitého fisobeni entomopatogennich hub rodu
Beauveria Isaria a Lecanicillium a entomopatogennich hlistic ro@teinernema
proti modelovému Sidci (larvy zavij€e voskovéhdzalleria mellonellg. Pokus byl
provadn ve dvou variantach:

= simultan, tj. oba patogeny aplikovany najednou
= s¢asovym odstupem dvou itin kdy je nejdive aplikovan houbovy

komponent
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Materiél

= synchronni populace larevetiho az¢tvrtého larvalniho instaru zavée

voskovéhoGalleria mellonella

= konidiové suspenze hulBeauveria bassiana Isaria fumosoroseaa

Lecanicillium lecanii

= suspenze hlistiSteinernema feltiaaS. arenarium

= pada @ipravena ze zahradniho substratu a pisku véporh : 1, mda byla

Postup

sterilizovana fi teplo€ 121 °C po dobu 120 minut

= do Petriho misek o pméru 9 cm byla odréfena mida o objemu 40 ml, do

kazdé misky bylo vioZzeno 5 larev zawge voskového Galleria
mellonellg vzorky byly umistny do plastikového s&u (opet tak byly
zajiseény optimalni vihkostni podminky), kazda kombinacelab
testovana ve 2 sériichiipemz kazda série byla tiena 5 vzorky, ty byly
inkubovany v termostatu (teplota 22+1 °C, fotopga®/24) po dobu 24
hodin gred aplikaci suspenze testované houby

= nasledny postup pro 1. variantu

= po 24 hodinach byl na povrch substratu aplikovarb na,

standardizované suspenze entomopatogenni houbyztokto

s Tweenem (viz Priprava konidiové suspenzeo definované
koncentraci 1,0 - fiml, 1,0 16/ml, 1,0 - 1&ml pady (4. o
koncentraci 8,0 - Piml, 8,0 1G6/ml, 8,0 - 1@/ml suspenze), a
suspenze hlistic (viRriprava suspenze hlis}jio koncentraci 10 1J
pro testovany druh hlistice, suspenze byla dopn sterilni
destilovanou vodou na objem 0,5 ml, vzorky byly adoy do
plastikového s&u a inkubovany v termostatu (teplota 22+1 °C,
fotoperioda 0/24), ix¢emz byly kazdy druhy denigklopeny o

180°,¢imz bylo dosazeno zvySeného pohybu lareudép

= kontrolni dny byly stanoveny na 7. a 14. den padkapl suspenzi

patogefi, 7. den byly vSechny larvy Zigy vyjmuty a byl
zaznamenan vyskyt zdravych, infikovanych a mrtvylehnev,
nasledg byly larvy povrcho¥ oSeteny 1 % roztokem chlornanu

sodného, oplachnuty ve sterilni destilované éved viozeny do
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vihkych komirek, které byly uloZeny do termostatu (teplota
22+1 °C, fotoperioda 0/24), po 14 dnech byly larvy
piekontrolovany a byla zaznamenanaic¢ipa smrti podle
rozvijejicich se fiznaka infekce, a to tak, ze tvrdéld a mycelium
ukazuji na infekci entomopatogenni houbou, opromtu nekké
télo a hredaveé zbarveni, pdplJ v okoli la na infekci hlisticemi

» nasledny postup pro 2. variantu

npo

- 48

24 hodindch bylo na povrch substratu pouzito nfl,5
standardizované suspenze entomopatogenni houbyztokto
s Tweenem (viz Priprava konidiové suspenzeo definované
koncentraci 1,0 - fiml, 1,0 16/ml, 1,0 - 1&ml pady (4. o
koncentraci 8,0 - foml, 8,0 16/ml, 8,0 - 1G/ml suspenze),
vzorky byly ogt vloZzeny do plastikového &éu a inkubovany
v termostatu (teplota 22+1 °C, fotoperioda 0/24dpbu 48 hodin
hodin po aplikaci testované houby byla aplikavam povrch
substratu suspenze hlistic (vieriprava suspenze hlisjico
koncentraci 10 1J pro testovany druh hlistice, sngp byla
doplrena sterilni destilovanou vodou na objem 0,5 ml rkydyly
opét vloZzeny do plastikového &éu a inkubovany v termostatu
(teplota 22+1 °C, fotoperioda 0/24)igemz byly kazdy druhy den
pieklopeny o 180°¢imz bylo dosaZzeno zvySeného pohybu larev

v padé

= kontrolni dny byly stanoveny na 7. a 14. den pdkapl suspenze

houby, respektive 5. a 12. den po aplikaci hlistic,den byly
vSechny larvy z dy vyjmuty a byl zaznamenan vyskyt zdravych,
infikovanych a mrtvych larev, naslegirbyly larvy povrcho¥
oSeteny 1 % roztokem chlornanu sodného, oplachnutyteelrs
destilovani vod a vloZzeny do vlhkych kofwek, které byly uloZzeny
do termostatu (teplota 22+1 °C, fotoperioda 0/3%), 14 dnech
byly larvy prekontrolovany a byla zaznamenar&ipa smrti podle
rozvijejicich se fiznaka infekce, a to tak, Ze tvrdéld a mycelium
ukazuji na infekci entomopatogenni houbou, oprotu nekké

t¢lo a hrédaveé zbarveni, papld v okoli tla na infekci hlisticemi
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4 VYSLEDKY EXPERIMENTALNI CASTI

Hodnoty ziskané v jednotlivych pokusech byly zpkeoty v programu Statistica.
Hladina vyznamnosti byla stanovenaona 0,05.

4.1 Hodnoceni vysleds metody in vitro pro sledovani vlivu suspenze
vybranych druhd entomopatogennich hub na  mortalitu

entomopatogennich hlistic roduSteinernema

Pfi pokusech byla zjifvana celkova mortalita hlistic. Mortalita byla &gljena
pramérnou mortalitou a sirodatnou chybou. Vzhledem k délce pokusu bylo nutné

vzit v Gvahu kromt mozného vlivu testované houby i viasu.

Tabulka 1 Hodnoceni viivu houbyBeauveria bassianaa mortalitu hlisticeSteinernema

arenarium
délka expozice (fimérna mortalita + SE)
koncentrace
24 hodin 48 hodin 72 hodin 96 hodin
kontrola 6,50+0,96 a 9,37+1,07 ab 12,02+1,4b 13,50+1,13b

1,0 -16/ml  6,60£0,54 a 8,51x0,61 b 10,70+1,05 16,22+1,46ab
1,0 - 16/ml  10,02#0,90a 13,13+0,74a 16,23x1,14a 19,15x0,96a

1,0 - 10/ml  7,15#1,30 a 11,89+1,5@b 1555+1,27a 21,03+1,85a

a, b, c ... Piméry ve sloupci se stejnym pismenem nejsou statistiokdilné (ANOVA, o = 0,05, Tukey HSD test)

Ze zjisenych hodnot vyplyva, Ze mortalita hlisti8. arenariumbyla po 24
hodinach (F=2,98; df=3;36; p=0,0442) dosaZena wéomace 1,0 - £0nl nizsi nez
u koncentrace 1,0 - ¥nl. NiZ&i koncentrace vykazovala po 48 hodinach4(E3;
df=3;36; p=0,0130) i po 72 hodindch (F=5,40; df#3;30=0,0036) nejvyssi
mortalitu. K podobné anomalii doslo mezi kontrolbkoncentraci 1,0 - 3nl po 48
a 72 hodinach, kdy u koncentrace 1,0%m0byla zaznamenana nizsi mortalita nez
u kontroly. Po 96 hodinach (F=5,63; df=3;36; p=@®0se mortalita pohybovala od
16,22 % do 21,03 % se stoupajici koncentraci hogéismzky.

38



Pouzitim Abbotova vzorce (Goettel et al. 1997)

p=C=T) 00 (1)
C

kde P je odhadovand mortalita @gobena houbou [%[; je Zivotaschopnost hlistic
v kontrole [%] aT je zZivotaschopnost hlistic v testu [%], zjistimeralitu hlisticS.

arenariumzpisobenou houboB. bassianas pribéhu pokusu.

Tabulka 2 Mortalita hlisticSteinernema arenariuzpisobend houboBeauveria bassiana

délka expozice (fimérna mortalita, %)

koncentrace

24 hodin 48 hodin 72 hodin 96 hodin
1,0 - 16/ml 0,11 - - 3,14
1,0 - 16/ml 3,76 4,15 4,79 6,53
1,0 - 16/ml 0,70 2,78 4,01 8,71

Mortalita hlistic zg@isobend houbou byla po 24, 48 a 72 hodinach nejuyssi
koncentrace 1,0 - #onl. Vzhledem ke skutmosti, ?e mortalita u koncentrace
1,0 - 16/ml byla po 48 a 72 hodinach men&i neZ u kontmdyze v &chto ipadech
stanovit mortalitu zfisobenou pouze houbovym komponentem. NejvySSi nitgrtal

bylo dosazeno po 96 hodinach u nejvyssi koncenadato mortalita byla 8,71 %.

Tabulka 3 Hodnoceni vlivu houbyBeauveria bassianaa mortalitu hlisticeSteinernema

feltiae
délka expozice (fimérna mortalita + SE)
koncentrace
24 hodin 48 hodin 72 hodin 96 hodin
kontrola 5,74+0,89 a 10,53+0,68 14,33+1,07b 18,97+1,45b

1,0 -16/ml  4,33%0,92 a 10,58+0,7d 15,25+1,02b  19,12+1,38b
1,0 - 16/ml 4,59+0,81 a 12,24+1,1Gb 18,42+1,75ab 23,10+1,70ab

1,0 - 16/ml  6,93x1,32 a 14,91#0,6% 21,78+0,90a 26,28+1,29a

a, b, c ... Piméry ve sloupci se stejnym pismenem nejsou statistiokdilné (ANOVA, o = 0,05, Tukey HSD test)
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Z hodnot zji&nych v testu vyplyva, Ze nejnizsi mortality hlisBcfeltiaebylo po
24 hodinach (F=1,41; df=3;36; p=0,2566) dosaZen&oncentrace 1,0 - onl,
pricemZ mortalita v kontrole byla vy3&i neZ u konceritdg0 - 1&ml a 1,0 - 1&/ml.
Po zbytek testu, tj. po 48 (F=6,54; df=3;36; p=020 72 (F=7,57; df=3;36;
p=0,0005) i 96 (F=5,76; df=3;36; p=0,0025) hodinask mortalita zvySuje se
vzrastajici koncentraci konidiové suspenze. Mortalitéstic se pohybovala od
10,58 % do 14,91 %, resp. od 15,25 % do 21,78 8p, ed 19,12 % do 26,28 %.

Tabulka 4 Mortalita hlisticSteinernema feltiagpisobena houboBeauveria bassiana

délka expozice (fimérna mortalita, %)

koncentrace

24 hodin 48 hodin 72 hodin 96 hodin
1,0 - 16 - 0,06 1,07 0,19
1,0 - 16 - 1,91 4,77 5,10
1,0 - 10 1,26 4,90 8,70 9,02

Mortalita hlistic zfisobena houbou byla po celou dobu pokusu nejvysSi u
koncentrace 1,0 - fnl. Vzhledem ke skutmosti, e mortalita u koncentraci
1,0 - 16/ml a 1,0 - 1&ml byla po 24 hodinach mensi neZ u kontroly, nebybzné
v téchto pgipadech stanovit mortalitu #pobenou testovanou houbou. NejvysSi
mortality bylo dosaZzeno po 96 hodinach u nejvy&gicentrace a tato mortalita byla
9,02 %.
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Tabulka 5 Hodnoceni vlivu houbylsaria fumosoroseana mortalitu hlisticSteinernema

arenarium
délka expozice (fimérna mortalita £ SE)
koncentrace
24 hodin 48 hodin 72 hodin 96 hodin
kontrola 3,67+0,55 a 6,43x0,82 a 8,74+0,76 a 11044 b

1,0 -16/ml  4,42+#0,81 a 6,47+0,79 a 10,01+1,%8 12,660,86b
1,0 -16/ml 6,08#1,10 a 8,61+1,31 a 10,61+1,66 14,43x1,19ab

1,0 -16/ml  3,91+0,84 a 7,66x1,01 a 11,10%0,62 17,93x1,33a

a, b, c ... Piméry ve sloupci se stejnym pismenem nejsou statistiokdilné (ANOVA, o = 0,05, Tukey HSD test)

Z vysledk testu je #ejmeé, Ze nejvySSi mortality hlisti®. arenariunbylo po 24
hodinach (F=1,64; df=3:36; p=0,1972) dosaZeno wé&ntrace 1,0 - £onl. Po 24,
48 (F=1,10; df=3;36; p=0,3625) ani po 72 hodinaek1(24; df=3;36; p=0,3105)
nebyl zjiSén statisticky pitkazny rozdil mezi jednotlivymi koncentracemi a
kontrolou. Po 96 hodinach (F=6,62; df=3;36; p=0,0)0lse mortalita hlistic

pohybovala od 12,66 % do 17,93 % v zavislosti nguajci se koncentraci.

Tabulka 6 Mortalita hlisticSteinernema arenariuzpisobené houbolsaria fumosorosea

délka expozice (fimérna mortalita, %)

koncentrace

24 hodin 48 hodin 72 hodin 96 hodin
1,0 - 16/ml 0,78 0,04 1,39 1,38
1,0 - 16/ml 2,50 2,33 2,05 3,38
1,0 - 16/ml 0,25 1,31 2,59 7,33

Mortalita hlistic zfisobena houbou byla po 24 a 48 hodinach nejvyssi u
koncentrace 1,0 - #nl. Po 24 hodindch byla nejniz$i mortalita u kartcace
1,0 - 1d/ml. Po 72 a 96 hodinach se mortalita zvySovalazséstajici koncentraci.

NejvySSi mortality bylo dosaZzeno po 96 hodinachejvysSi koncentrace a tato
mortalita byla 7,33 %.
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Tabulka 7 Hodnoceni vlivu houbyisaria fumosoroseana mortalitu hlisticSteinernema

feltiae
délka expozice (fimérna mortalita £ SE)
koncentrace
24 hodin 48 hodin 72 hodin 96 hodin
kontrola 483+1,12 a 8,22+1,70 a 13,73+2,p5 19,47+257b

1,0 -16/ml  565+1,20 a 8,28+1,66 a 12,54+1,22 22,87+2,17ab
1,0 -16/ml 3,05+0,61 a 10,36x1,5( 17,62+1,62ab 25,22+1,59ab
1,0 - 16/ml  5,69+1,19 a 12,04+1,6% 22,72+2,36a 30,89+2,26a

a, b, c ... Piméry ve sloupci se stejnym pismenem nejsou statistiokdilné (ANOVA, o = 0,05, Tukey HSD test)

Ze zjis€nych hodnot vyplyva, Ze nejnizsi mortality hlisgc feltiaebylo po 24
hodinach (F=1,36; df=3;36; p=0,2716) dosaZeno wéntrace 1,0 - £onl. Po 48
hodinach (F=1,28; df=3;36; p=0,2952) mortalita gbise vzistajici koncentraci
suspenzd. fumosoroseaPo 72 hodinach (F=5,71; df=3;36; p=0,0026) dogkzi
kontrolou a koncentraci 1,0 -°I®l k anomalii, kdy u koncentrace 1,0 >0l byla
zaznamenana nizSi mortalita nez v kontrole. Po 8@inach (F=4,88; df=3;36;

p=0,0060) mortalita ajt stoupa se vastajici koncentraci suspenze.

Tabulka 8 Mortalita hlisticSteinernema feltiaepisobené houbolsaria fumosorosea

délka expozice (fimérna mortalita, %)

koncentrace

24 hodin 48 hodin 72 hodin 96 hodin
1,0 - 16/ml 0,86 0,07 - 4,22
1,0 - 16/ml - 2,33 4,51 7,14
1,0 - 16/ml 0,90 4,16 10,42 14,18

Mortalita hlistic zgisobena houbou byla ve vSech sledovanych obdobjeiissé
u koncentrace 1,0 - ¥#nl. Po 24 hodinach u koncentrace 1,0%m0 a po 72
hodinach u koncentrace 1,0 40l nebylo, vzhledem kvy3si mortalit
v koncentraci, mozné stanovit mortalitu hlisticigpbenou testovanou houbou. Po
96 hodinach se mortalita pohybovala od 4,22 % db8.%.
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Tabulka 9 Hodnoceni vlivu houbytecanicillium lecaniina mortalitu hlisticSteinernema

arenarium
délka expozice (fimérna mortalita £ SE)
koncentrace
24 hodin 48 hodin 72 hodin 96 hodin
kontrola 7,79¢1,76 a 10,44+1,62 13,53+1,75a 18,48+1,51a

1,0 -16/ml  6,35#0,68 a 10,58+1,3% 14,53+1,57a 18,68+2,16a
1,0 -16/ml 8,19#1,15 a 11,641,322 14,20+1,04a 18,94+1,20a

1,0 - 10/ml  4,64+0,73 a 10,82+1,74 17,46+2,25a 24,39+1,77a

a, b, c ... Piméry ve sloupci se stejnym pismenem nejsou statistiokdilné (ANOVA, o = 0,05, Tukey HSD test)

N 1

Z vysledki testu vyplyva, Ze nejvyssi mortality hlist& arenariumbylo po 24
hodinach (F=1,91; df=3;36; p=0,1457) dosaZeno ucéntrace 1,0 - fonl a
nejnizéi u koncentrace 1,0 -‘A@l, kdy zarové mortalita v kontrole je u
koncentrace vy$si neZ u koncentraci 1,0°/mi0a 1,0 - 10ml. K anomaliim doslo i
po 48 hodinach (F=0,12; df=3;36; p=0,9450), kdydemtrace 1,0 - £0nl vykazuje
opét nejvysSi mortalitu. K dalSi anomalii doslo r@éénpo 72 hodinach (F=1,03;
df=3:36; p=0,3894) mezi koncentracemi 1,0%m0 a 1,0 - 1&ml, kdy u vy3si
koncentrace byla zji&a nizSi mortalita nez u koncentrace nizsi. Po @dirtach
(F=2,83; df=3;36; p=0,0523) mortalita hlistic stduge vazistajici koncentraci
konidiové suspenze.i® vyskyt anomalii, Ize ovSem konstatovat, Ze wead
sledovaném obdobi nejsou statisticky ik@zné rozdily mezi jednotlivymi

koncentracemi a kontrolou.

Tabulka 10 Mortalita hlistic Steinernema arenariunepisobena houbou_ecanicillium

lecanii
délka expozice (fimérna mortalita, %)
koncentrace
24 hodin 48 hodin 72 hodin 96 hodin
1,0 - 16/ml - 0,16 1,16 0,25
1,0 - 16/ml 0,43 1,34 0,77 0,56
1,0 - 16/ml - 0,42 4,54 7,25
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Po 24 hodinach bylo mozné stanovit mortalitu hdigfisobenou houbou pouze u
koncentrace 1,0 - ¥nl. Po 48 hodinach byla u této koncentrace &jistnejvyssi
mortalita. Naopak po 72 hodinach byla u této kotreee zjiS¢éna nejnizsi mortalita.
Po 96 hodinach mortalita Wistala se virstajici koncentraci a pohybovala se od
0,25 % do 7,25 %.

Tabulka 11 Hodnoceni vlivu houbyecanicillium lecaniina mortalitu hlisticSteinernema

feltiae
délka expozice (fimérna mortalita + SE)
koncentrace
24 hodin 48 hodin 72 hodin 96 hodin
kontrola 4,78+0,78 a 11,09+0,7& 17,97+1,38a 23,33+1,43b

1,0 -16/ml  5,00+0,95 a 12,84+1,1% 18,86x0,99a 24,56+0,93b
1,0 -16/ml  6,58%0,99 a 14,90+1,0% 20,74%1,13a 26,17+1,40ab

1,0 - 1d/ml  7,70+0,86 a 14,84+127% 20,57+1,50a 30,05+1,76a

a, b, c ... Piméry ve sloupci se stejnym pismenem nejsou statistiokdilné (ANOVA, o = 0,05, Tukey HSD test)

NejvysSi mortality hlisticS. feltiae bylo po 24 hodinach (F=2,35; df=3;36;
p=0,0885) dosazeno u koncentrace 1,0/0 K jist¢é anomalii do$lo po 48
hodinach (F=2,81; df=3;36; p=0,0533), kdy koncergral,0 - 10ml vykazuje
nejvyssi mortalitu. Ke stejné anomalii dosSlo i pp Rodinach (F=1,13; df=3;36;
p=0,3485). Po 96 hodinach (F=4,30; df=3;36; p=08)1€ioupa mortalita hlistic se
stoupaijici koncentraci konidii hub a pohybuje s24&6 % do 30,05 %.

Tabulka 12 Mortalita hlisticSteinernema feltiagpisobena houbolecanicillium lecanii

délka expozice (fimérna mortalita, %)

koncentrace

24 hodin 48 hodin 72 hodin 96 hodin
1,0 - 16/ml 0,23 1,97 1,08 1,60
1,0 - 16/ml 1,89 4,29 3,38 3,70
1,0 - 16/ml 3,07 4,22 3,17 8,76
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Mortalita hlistic zfisobena houbou byla po 24 a 96 hodinach nejvysSi u
koncentrace 1,0 - 1nl. Po 48 a 72 hodinach bylo nejvyssi mortalitysalceno u
koncentrace 1,0 - ¥onl. Nejnizsi mortalita byla ve vSech sledovanydidabich
zjiSténa u nejnizsi koncentrace. Po 96 hodinach se ntarfahybovala od 1,60 %
do 8,76 %.

V prabé¢hu vSech pokusdoslo k anomaliim v mortadithlistic. Ke stejné anomalii
dodlo mezi koncentracemi 1,0 -°a8l a 1,0 - 16ml u kombinaci Beauveria
bassiana+ Steinernema arenarium Lecanicillium lecanii+ Steinernema feltige

kdy po 48 a 72 hodinach byla mortalita vySSi u inkbhicentrace.
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Graf 1 Celkova mortalita entomopatogennich hlistic r&einernemultivovanych v suspenzi vybranych diuantomopatogennich hub
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4.2 Hodnoceni vysledit metody pro sledovani mortality larev zavijée

voskového Galleria mellonella entomopatogennimi hlisticemi rodu

Steinernema

Pfi pokusech byla zjivana mortalita larev zavije voskového Galleria

mellonella po aplikaci suspenze invaznich larev hlishieinernema arenariuma

Steinernema feltiaeMortalita byla vyjadena procentuat) primérnou mortalitou a

smerodatnou chybou.

Tabulka 13 Hodnoceni mortality larev zavije voskovéhdGalleria mellonellapo aplikaci

suspenze entomopatogenni hlistteinernema arenarium

délka expozice (fimérna mortalita £ SE)

koncentrace
3. den 5. den 7. den
controla 0,00£0,00 _ 0,00£0,00 0,00£0,00 _
0 % 0 % 0%
2 400,45 3,100,41 3.7040,42
101 8% P 62% 0 749 D
2 70%0,58 4.50+0,31 4,70+0,21
50 1 5495 D 0% 2 940 2P
3.3040,45 4.4020,22 4,7040,15
100 1J 66 % ab 38 % a 94 % ab
200 1 4701015 4901010 _ 5006000 _
94 % 98 % 100 %

a, b, c ... Piméry ve sloupci se stejnym pismenem nejsou statistiokdilné (ANOVA, o = 0,05, Tukey HSD test)

Z vysledku testu vyplyva, Ze mortalita larev ve al$esledovanych obdobich

stoupa se viistajici koncentraci aplikovanych invaznich larew.3Rdnech (F=19,17;
df=4;45; p=0,0000) se mortalita pohybovala od 488©4 %. K jisté anomalii doslo
5. den (F=39,55; df=4;45; p=0,0000) testu, kdy mlde larev pi koncentraci 50 1J

byla vy3Si neZz u koncentrace 100 1J. Tato anomediak nebyla statisticky
prokazatelna. Po 7 dnech (F=28,71; df=4;45; p=@P&@ mortalita pohybovala od
74 % do 100 %.
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Graf 2 Mortalita larev zavijge voskoveéhoGalleria mellonella po aplikaci suspenze

entomopatogenni hlistic&einernema arenarium
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Tabulka 14 Hodnoceni mortality larev zavije voskovéhdGalleria mellonellapo aplikaci

suspenze entomopatogenni hlistteinernema feltiae

délka expozice (ffiimérna mortalita £ SE)

koncentrace
3. den 5. den 7. den
kontrola 0,00+0,00 c 0,00+0,00 c 0,00+0,00 c
0% 0% 0%
1,60+0,43 2,50+0,54 2,60+0,52
101 320 0 50% 0 5206 0
50 13 3,70+0,45 a 4,30+0,42 a 4.,70+0,21 a
74 % 86 % 94 %
3,30+0,47 3,80+0,47 4,40+0,34
100 1J 66 % a 76 % ab 88 % a
200 13 4,00+0,21 a 4,60+0,16 a 4,90+0,10 a
80 % 92 % 98 %

a, b, c ... Piméry ve sloupci se stejnym pismenem nejsou statistiokdilné (ANOVA, o = 0,05, Tukey HSD test)

Z vysledku testu vyplyva, Ze nejvyssi mortalityelarzavij€e voskoveho bylo ve
vSech sledovanych obdobich dosazeno u nejvysSi ektrace aplikovanych
invaznich larev. Ve vSech sledovanych obdobichad&&nomalii, kdy mortalita u
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koncentrace 100 1J byla vzdy niZSi nez u konceat&® 1J. Po 3 dnech (F=20,59;
df=4;45; p=0,0000) se mortalita pohybovala od 38880 %. Po 5 dnech (F=20,88;
df=4,;45; p=0,0000) testu se mortalita larev pohylawd 50 % do 92 %. Po 7 dnech
(F=24,47; df=4,45; p=0,0000) se mortalita pohybawad 52 % do 98 %.

Graf 3 Mortalita larev zavijge voskoveéhoGalleria mellonella po aplikaci suspenze
entomopatogenni hlisticgteinernema feltiae
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U obou testovanych hlistic se vyskytla odchylka,y kkbncentrace 100 1J
vykazovala niZSi mortalitu neZ koncentrace 50 |pigact Steinernema arenarium
se tato anomalie vyskytuje pouze 5. den kontrol{pimech byla mortalita stejna). U
Steinernema feltiaese vyskytuje po celou dobu test8teinernema arenarium
zpiusobovala po celou dobu testu vySSi mortalitu |a@vijee voskovehdGalleria
mellonellanezSteinernema feltiae
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4.3 Hodnoceni vysledit metody pro sledovani mortality larev zavijée
voskového Galleria mellonella entomopatogennimi houbami rodu

Beauveria, Isariaa Lecanicillium

Pfi pokusech byla zjivana mortalita larev zavije voskového Galleria
mellonella po aplikaci konidiové suspenze entomopatogenniab Beauveria
bassiana Isaria fumosorosea Lecanicillium lecanii Pribéh infekce byl vyjaden
procentuals, primérnym vyskytem zdravych, infikovanych a mrtvych lara

smerodatnou chybou.

Tabulka 15 Hodnoceni vlivu aplikace suspenze entomopatodeoutdyBeauveria bassiana

na pabeh infekce larev zavije voskovéhdsalleria mellonellapo 7 dnech

prabéh infekce (pamérny vyskyt + SE)

koncentrace
zdravé infikované mrtvé
kontrola 5,00+0,00 c 0,00+0,00 c 0,00+0,00 b
100 % 0% 0%
o 2,10+0,38 2,90+0,38 0,00+0,00
1,0 - 16/ml pady 42 9 b 58 % b 0% b
. 0,20+0,13 4,50+0,22 0,30+0,15
1,0 - 16/ml pady 4% a 390 % a 6 % b
. 0,00+0,00 3,40+0,54 1,60+0,54
1,0 - 16/ml pady 0% a 58 % ab 39 % a

a, b, c ... Piméry ve sloupci se stejnym pismenem nejsou statistiokdilné (ANOVA, o = 0,05, Tukey HSD test)

Z vysledk testu je rejmé, Ze po 7 dnech se v testu vyskytuji larvy zélrgbez
piiznaki), infikované (s piznaky) i mrtvé (s viditelnym myceliem). Zdravé ugr
byly zji$teny v koncentracich 1,0 - 4énl pady (42 %) a 1,0 - Pml pady (4 %).
Infikované larvy se vyskytovaly ve vSech testovdnitoncentracich a jejich vyskyt
se pohyboval od 58 % do 90 %. Mrtvé larvy se v lemt@ci 1,0 - 10ml pady
nevyskytovaly a v koncentraci 1,0 4@l pady jich bylo pouze 6 %. V nejvyssi

testované koncentraci se vyskytovalo po 7 dnecth 32rtvych larev.
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Tabulka 16 Hodnoceni vlivu aplikace suspenze entomopatodeoutdyBeauveria bassiana

na piabeh infekce larev zavije voskovéhdsalleria mellonellapo 14 dnech

priabéh infekce (pameérny vyskyt + SE)

koncentrace

zdravé infikované mrtveé
kontrola 5?859)2)00 c 0,083(3,00 o,ogﬁ/(j,oo .
1,0 - 1¢/ml pady 0,7131&15 b 1,231&33 b 2,652180,37 b
1,0 - 16/ml pady 0,08§2,00 a 0,7131&30 4,%%1&30 a
1,0 - 16/ml pady 0,08§2,00 a 0,1%/(3,10 b 4,%%1&10 3

a, b, ¢ ... Pimeéry ve sloupci se stejnym pismenem nejsou statistiokdilné (ANOVA,a = 0,05, Tukey HSD test)

Po 14 dnech se zdravé larvy vyskytovaly pouze wéntrace 1,0 - £0nl pady
(14 %). Infikované larvy se vyskytovaly ve vSech&entracich, nejvice u nejnizsi
koncentrace (34 %). Vyskyt mrtvych larev stoupal saustajici koncentraci
konidiové suspenzBeauveria bassianad 52 % do 98 %.

Graf 4 Prib¢h infekce u larev zavife voskovéhdzalleria mellonellapo aplikaci suspenze
entomopatogenni houlBeauveria bassiana
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‘ O zdravé@infikované @ mrtvé ‘
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Tabulka 17 Hodnoceni vlivu aplikace suspenze entomopatodgeouidylsaria fumosorosea

na pabeh infekce larev zavije voskovéhdsalleria mellonellapo 7 dnech

priabéh infekce (pameérny vyskyt + SE)

koncentrace
zdravé infikované mrtvé
kontrola 5,00+0,00 0,00+0,00 b 0,00+0,00 b
100 % 0% 0%
. 2,50+0,48 1,90+0,28 0,60+0,27
1,0 - 16/ml pady 50 % b 38 % ab 12 % ab
. 1,40+0,40 2,30+0,58 1,30+0,58
1,0 - 16/ml pady 28 % b 46 % 26 % ab
o 0,10+0,10 2,60+0,81 2,30+0,78
1,0 - 16/ml pady > % 55 04 b 46 %

a, b, c ... Piméry ve sloupci se stejnym pismenem nejsou statistiokdilné (ANOVA, o = 0,05, Tukey HSD test)

Z vysledki testu vyplyv4, Ze mnozZstvi zdravych larev klesa vzeistajici

koncentraci konidiové suspenzsaria fumosoroseand 50 % do 2 %. Mnozstvi

infikovanych a mrtvych larev naopak se w&iajici koncentraci stoupa od 38 % do
52 %, resp. od 12 % do 46 %.

Tabulka 18 Hodnoceni vlivu aplikace suspenze entomopatodgeoudylsaria fumosorosea

na pabeh infekce larev zavije voskovéhdsalleria mellonellapo 14 dnech

pribeh infekce (piimérny vyskyt + SE)

koncentrace
zdravé infikované mrtvé
kontrola 5,00+0,00 0,00+0,00 b 0,00+0,00 c
100 % 0% 0%
o 1,50+0,40 1,10+0,38 2,40+0,50
1,0 - 1¢/ml pady 30 % b 99 0 48 % b
. 0,60+0,40 0,70+0,30 3,70+0,40
1,0 - 16/ml pady 12 % 14 % ab 24 % a
. 0,10+0,10 0,00+0,00 4,90+0,10
1,0 - 16/ml pady > 0% 0% b 98 % a

a, b, c ... Piméry ve sloupci se stejnym pismenem nejsou statistiokdilné (ANOVA, o = 0,05, Tukey HSD test)

Po 14 dnech testu zastoupeni zdravych larev klesl@ % az 30 %. Infikované

larvy se vyskytovaly v koncentracich 1,0 ¥/itl pady (22 %) a 1,0 - foml pady
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(14 %). Paet mrtvych larev stoupal se viatajici koncentraci konidiové suspenze od
48 % do 98 %.

Graf 5 Priibéh infekce u larev zavife voskovéhdzalleria mellonellapo aplikaci suspenze

entomopatogenni houldgaria fumosorosea
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Tabulka 19 Hodnoceni vlivu aplikace suspenze entomopatogémmiby Lecanicillium
lecanii na piabe¢h infekce larev zavije voskovéhdsalleria mellonellapo 7 dnech

prabéh infekce (pamérny vyskyt + SE)

koncentrace
zdravé infikované mrtvé
K | 5,00+0,00 b 0,00+0,00 b 0,00+0,00
ontrola 100 % 0% 0w &
. 1,30+0,45 3,60+0,48 0,00+0,00
1,0 - 16/ml pady 26 % a 72 0% a 0% a
. 1,20+0,33 3,80+0,33 0,00+0,00
1,0 - 16/ml pady 20 % a 6 % a 0% a
. 0,70+0,30 4,20+0,36 0,10+0,00
1,0 - 16/ml pady 14 0% a Y a > 0% a

a, b, ¢ ... Pimeéry ve sloupci se stejnym pismenem nejsou statistiokdilné (ANOVA,a = 0,05, Tukey HSD test)
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Po 7 dnech bylo zji&ho velké mnoZstvi larev gignaky infekce, jejich vyskyt
stoupal se vistajici koncentraci konidiové suspenze. Pouze edmmnaci
1,0 - 16/ml pidy se vyskytovala 1 larva s viditelnym myceliemnievyskyt oviem
nebyl statisticky vyznamny, proto Ize obé&dkonstatovat, Ze po 7 dnech aplikace
suspenze konidiLecanicillium lecaniise nevyskytovaly Zzadné larvy s viditelnym
mycelium. Na druhou stranu v koncentraci 1,0%rhDpiady byla zjistna 1 larva, u

které byla picinou smrti bakteriéza (tj. 2 % z celkovéhaothg.

Tabulka 20 Hodnoceni vlivu aplikace suspenze entomopatogdrmiby Lecanicillium

lecanii na pfib¢h infekce larev zavije voskovéhdsalleria mellonellapo 14 dnech

prabéh infekce (pameérny vyskyt + SE)

koncentrace

zdrave infikované mrtvé
kontrola 5’;383?%00 b O,OSf/S,OO b o,ogf/g,oo ]
10- 10mipady 0702026 o 0602027, 0002000
10 10mipigy 90028 o, 260016 ,  040:016

a, b, c ... Piméry ve sloupci se stejnym pismenem nejsou statistiokdilné (ANOVA, o = 0,05, Tukey HSD test)

Po 14 dnech od aplikace konidiové suspebeeanicillium lecaniise ve vSech
testovanych koncentracich vyskytovalo velké mndZsinfikovanych larev.
Z vysledki je patrné, Ze mrtvé larvy (s viditelnym myceliers@ vyskytuji u
koncentraci 1,0 - 20ml pady (8 %) a 1,0 - 10ml pady (36 %). Ve vysledcich nejsou
zahrnuty vSechny larvy, protoZze ve vSech koncefdnadyly zjiS€ny larvy, u
kterych byla picinou smrti bakteri6za. V koncentraci 1,0 /bfl pady se
vyskytovalo 37 takovychto larev (t. 74 % z celkbeé paitu), v koncentraci
1,0 - 16/ml pidy se vyskytovalo 11 larev (tj. 22 %) a v koncecittg0 - 16/ml pady

se vyskytovala 1 larva (. 2 %).
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Graf 6 Prib¢h infekce u larev zavife voskovéhdzalleria mellonellapo aplikaci suspenze

entomopatogenni houthyecanicillium lecanii
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Mortalita larev zavijée voskovéhdsalleria mellonellabyla po 7 dneckiasgjSi u
larev oSetenych suspendgaria fumosorosedl2 % - 46 %). UBeauveria bassiana
se vyskyt mrtvych larev pohyboval od 0 % do 32 %laecanicillium lecaniipak od
0 % do 2 %. Po 14 dnech je vyskyt mrtvych larewh B. bassianal. fumosorosea
témet stejny (52 % - 98 % 8. bassiana48 % - 98 % U. fumosorosen L. lecanii
zpisobilo po 14 dnech mortalitu u 8 % az 36 % larexhlgdem ke skut@osti, ze
mortalita larev zavije voskového byla v koncentraci zvolené pro dalStoténi
nulova a v nasledné vyssi koncentraci nedastatea také zid/odu velkého vyskytu

bakteridzy, nebyld.ecanicillium lecaniitestovano v kombirgaich testech.

4.4 Hodnoceni vysledit metody pro sledovani mortality larev zavijée
voskového Galleria mellonella entomopatogennimi hlisticemi rodu
Steinernema v kombinaci s entomopatogennimi  houbami rodu

Beauveriaa lsaria

Pfi pokusech byla zjivana mortalita larev zavije voskovéhoGalleria

mellonella po aplikaci konidiové suspenze entomopatogenniab Beauveria

55



bassianaa Isaria fumosoroseaspolu, @ip. s dvoudennim odstupem se suspenzi
invaznich larev entomopatogennich hlisteinernema arenariuna Steinernema
feltiae Pribeh infekce byl vyjaden procentuaky primérnym vyskytem zdravych,

infikovanych a mrtvych larev a strodatnou chybou.

Tabulka 21 Hodnoceni vlivu simultarth aplikovanych suspenzi entomopatogenni houby
Beauveria bassiana hlistic roduSteinernemana piib¢h infekce larev zavije voskového

Galleria mellonellapo 7 dnech

vyskyt infikovanych larev (gmeérny vyskyt + SE)

zdravé hlistice houba
kontrola 5,00+0,00 a 0,00+0,00 c 0,00+0,00 b
100 % 0% 0%
Steinernema 3,10+0,38 b 1,10+0,28 b 0,80+0,25 a
arenarium 62 % 22 % 16 %
Steinernema 2,60+0,27 b 2,30+0,30 a 0,10+0,10 b
feltiae 52 % 46 % 2%

a, b, c ... Piméry ve sloupci se stejnym pismenem nejsou statistiokdilné (ANOVA, o = 0,05, Tukey HSD test)

Z vysledki pokusu je #ejmé, Ze po 7 dnech od simultanni aplikace koniliov
suspenzdeauveria bassiana suspenze invaznich larev hlistic bylo Zpst52 % a
62 % zdravych larev. V kombinaBi. bassianaeSteinernema arenariutoylo 22 %
larev infikovano hlisticemi a 16 % konidierBi bassianaV kombinaciB. bassiana

seS. feltiaebylo hlistici infikovano 46 % larevR. bassiangouze 2 % larev.
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Tabulka 22 Hodnoceni vlivu simultarth aplikovanych suspenzi entomopatogenni houby
Beauveria bassiana hlistic roduSteinernemana piib¢h infekce larev zavije voskového

Galleria mellonellapo 14 dnech

vyskyt infikovanych larev (gmrmérny vyskyt + SE)

zdravé hlistice houba
kontrola 3,70+0,30 a 0,00+0,00 c 0,00+0,00 b
74 % 0% 0%
Steinernema 0,90+0,35 b 1,00+0,33 b 1,70+0,26
arenarium 18 % 20 % 34 %
Steinernema 0,70+0,21 b 2,50+0,31 a 0,50+0,22 b
feltiae 14 % 50 % 10 %

a, b, c ... Piméry ve sloupci se stejnym pismenem nejsou statistiokdilné (ANOVA, o = 0,05, Tukey HSD test)

Vyskyt larev infikovanych houbou Beauveria bassiana v kombinaci
s entomopatogennimi hlisticemi byla po 14 dneckiouliltanni aplikace obou agens
54 % a 60 %. V kombinacich je patrny rozdilispbeni. Zatimco v kombina&.
bassiana se Steinernema arenariumpievazuji larvy infikované houbovym
patogenem (34 %) nad larvami infikovanymi hlisti¢e(@0 %), v kombinaciB.
bassiana se Steinernema feltiage situace opma (50 % larev infikovanych
hlisticemi a 10 % larev infikovanych houbou).

Ve vSech sledovanych skupinach (kontrol&teinernema arenariuma
Steinernema feltigebyly po 14 dnech zjighy larvy, u kterych bylaifcinou smrti
bakteriéza. Vyskytdchto larev byl 26 % v kontrole, 28 %Siteinernema arenarium

a 26 % uSteinernema feltiae
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Graf 7 Pribéh infekce u larev zavie voskovéhdGalleria mellonellavyvolané simultanni
aplikaci suspenzi entomopatogenni hoBeauveria bassiana entomopatogennich hlistic

rodu Steinernema
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Tabulka 23 Hodnoceni vlivu odélené aplikace suspenze entomopatogenni houby
Beauveria bassiana suspenze hlistic rodsteinernemana piibéh infekce larev zavije

voskovéhdGalleria mellonellapo 7, resp. 5 dnech

vyskyt infikovanych larev (gmeérny vyskyt + SE)

zdravé hlistice houba
kontrola 5,00+0,00 a 0,00+0,00 b 0,00+0,00
100 % 0% 0%
Steinernema 4,30+0,26 b 0,30+0,15 b 0,40+0,16
arenarium 86 % 6 % 8%
Steinernema 3,20+0,36 b 1,30+0,33 a 0,50+0,27
feltiae 64 % 26 % 10 %

a, b, c ... Piméry ve sloupci se stejnym pismenem nejsou statistiokdilné (ANOVA, o = 0,05, Tukey HSD test)

Po 7 dnech od aplikace konidiové suspeBeauveria bassianaesp. 5 dni po
aplikaci suspenze invaznich larev hlistic bylotji® velké mnoZstvi zdravych larev
(larev, které nejevily Zzadné znamky infekcé,jid hlisticemi nebo konidiemi hub).

V kombinaci B. bassianase Steinernema arenariunbylo 6 % larev infikovano
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hlisticemi a 8 % konidiemB. bassiana Naopak v kombinacB. bassianase S.
feltiae bylo hlistici infikovano 26 % larevB. bassiand0 % larev.

Tabulka 24 Hodnoceni vlivu odélené aplikace suspenze entomopatogenni houby
Beauveria bassiana suspenze hlistic rodsteinernemana pifibéh infekce larev zavije

voskovéhaGalleria mellonellapo 14, resp. 12 dnech

vyskyt infikovanych larev (gmmérny vyskyt + SE)

zdravé hlistice houba
kontrola 4,20+0,33 a 0,00+0,00 b 0,00+0,00 b
84 % 0% 0%
Steinernema 1,70+0,33 b 0,40+0,16 b 2,30+0,40
arenarium 34 % 8 % 46 %
Steinernema 1,60+0,22 b 1,30+0,33 a 1,40+0,27
feltiae 32 % 26 % 28 %

a, b, c ... Piméry ve sloupci se stejnym pismenem nejsou statistiokdilné (ANOVA, o = 0,05, Tukey HSD test)

Z vysledia testu je patrné, Ze vyskyt larev infikovanych howlBeauveria
bassianav kombinaci s entomopatogennimi hlisticemi byligh resp. 12 dnech od
aplikace jednotlivych agens shodny (54 %), bez itazohezi olgma druhy hlistic
pouzitych v kombinaci. Rozdil vigobeni obou agens v kombinacich je &kgray.

V kombinaci B. bassianase S. arenariumbylo 46 % larev napadeno houbovym
patogenem a pouze 8 % hlistici. Naopakiipgt kombinaceB. bassianase S.
feltiae nebyl rozdil mezi olima patogeny tést Zzadny.

Ve vSech sledovanych skupinach byly 2jist larvy, u kterych bylai¢inou smrti
bakteri6za. Vyskytdchto larev byl 16 % v kontrole, 12 %Steinernema arenarium

a 14 % uSteinernema feltiae
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Graf 8 Prib¢h infekce u larev zavige voskovéhdzalleria mellonellapo oddlené aplikaci
suspenzi entomopatogenni houBgauveria bassiana entomopatogennich hlistic rodu
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Tabulka 25 Hodnoceni vlivu simultarin aplikovanych suspenzi entomopatogenni houby
Isaria fumosorosea hlistic roduSteinernemana pifibéh infekce larev zavije voskového

Galleria mellonellapo 7 dnech

vyskyt infikovanych larev (gimeérny vyskyt + SE)

zdravé hlistice houba
kontrola 5,00+0,00 a 0,00+0,00 b 0,00+0,00 b
100 % 0% 0%
Steinernema 1,80+0,39 b 2,10+0,28 a 1,10+0,35
arenarium 36 % 42 % 22 %
Steinernema 1,70+0,40 b 1,50+0,27 a 1,80+0,36
feltiae 34 % 30 % 36 %

a, b, c ... Piméry ve sloupci se stejnym pismenem nejsou statistiokdilné (ANOVA, o = 0,05, Tukey HSD test)

Po 7 dnech od simultanni aplikace konidiové suspdsdria fumosoroseaa
suspenze invaznich larev hlistic bylo zjigi 34 % zdravych larev Gteinernema
feltiae a 36 % u Steinernema arenariumV kombinaci I. fumosorosease S.

arenariumbylo vice larev infikovano hlisticemi (42 % larafikovano hlisticemi a
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22 % konidiemil. fumosorosep Naopak v kombinaci. fumosorosease S. feltiae
bylo hlistici infikovano 30 % larev lafumosorose®6 % larev.

Tabulka 26 Hodnoceni vlivu simultarin aplikovanych suspenzi entomopatogenni houby
Isaria fumosorosea hlistic roduSteinernemana pifibéh infekce larev zavije voskového

Galleria mellonellapo 14 dnech

vyskyt infikovanych larev (gmmérny vyskyt + SE)

zdravé hlistice houba
kontrola 4.10+0,31 a 0,00+0,00 b 0,00+0,00 b
82 % 0% 0%
Steinernema 0,20+0,20 b 2,60+0,50 a 1,60+0,45
arenarium 4 % 52 % 32 %
Steinernema 0,10+0,10 b 2,00+0,45 a 1,30+0,37
feltiae 2% 40 % 26 %

a, b, c ... Piméry ve sloupci se stejnym pismenem nejsou statistiokdilné (ANOVA, o = 0,05, Tukey HSD test)

Po 14 dnech se vyskytovaly pouze 4 %, resp. 2 %vgdh larev. Infekce
zpisobené okma patogeny byly 84 % v kombinadsaria fumosoroseaa
Steinernema arenariuna 66 % u kombinacésaria fumosoroseaa Steinernema
feltiae V obou gipadech larvy infikovan&i usmrcené hlisticemiipvazovaly o
20 %, resp. 14 %.

Ve vSech sledovanych skupinach byly it larvy, u kterych bylaifcinou smrti
bakteridza. Vyskytdchto larev byl 18 % v kontrole, 12 %Siteinernema arenarium

a 32 % uSteinernema feltiae
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Graf 9 Pribéh infekce u larev zavife voskového Galleria mellonella vyvolanych
simultdnni  aplikaci suspenzi entomopatogenni houlsaria fumosorosea a
entomopatogennich hlistic ro&teinernema
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Tabulka 27 Hodnoceni vlivu odélené aplikace suspenze entomopatogenni hdsasa
fumosoroseaa suspenze hlistic rod&teinernemana pfhbeh infekce larev zavije

voskovéhdGalleria mellonellapo 7, resp. 5 dnech

vyskyt infikovanych larev (gmeérny vyskyt + SE)

zdravé hlistice houba
kontrola 5,00+0,00 a 0,00+0,00 c 0,00+0,00 b
100 % 0% 0%
Steinernema 1,00+0,42 b 3,30+0,50 a 0,60+0,22 ab
arenarium 20 % 66 % 12 %
Steinernema 1,80+0,49 b 1,30+0,26 b 1,50+0,43
feltiae 36 % 26 % 30 %

a, b, c ... Piméry ve sloupci se stejnym pismenem nejsou statistiokdilné (ANOVA, o = 0,05, Tukey HSD test)

Z vysledki je patrné, Ze vyskyt larev infikovanych hlisticef®6 %) v kombinaci
Isaria fumosorosea Steinernema arenariursilné prevazuje nad vyskytem larev

infikovanych houbovym patogenem (12 %). V kombindsaria fumosoroseaa
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Steinernema feltiagpisobil houbovy patogen infekei smrt 30 % larev a hlistice
nakazu u 26 % larev.

Larvy, u kterych byla ficinou smrti bakteriéza, nebyly zj&ty v kontrolnich
vzorcich. Vyskyt larev s bakteriézou byl 2 %Sieinernema arenariuma 8 % u

Steinernema feltiae

Tabulka 28 Hodnoceni vlivu odélené aplikace suspenze entomopatogenni hdsasa
fumosoroseaa suspenze hlistic rod&teinernemana pfhbeh infekce larev zavije

voskovéhdGalleria mellonellapo 14, resp. 12 dnech

vyskyt infikovanych larev (gimeérny vyskyt + SE)

zdravé hlistice houba
kontrola 4 50+0,22 a 0,00+0,00 c 0,00+0,00 b
90 % 0% 0%
Steinernema 0,40+0,22 b 3,60+0,45 a 0,60+0,16 b
arenarium 8% 72 % 12 %
Steinernema 0,60+0,31 b 1,40+0,27 b 2,40+0,45 a
feltiae 12 % 28 % 48 %

a, b, c ... Piméry ve sloupci se stejnym pismenem nejsou statistiokdilné (ANOVA, o = 0,05, Tukey HSD test)

Z vysledika ziskanych v testu jef@me, Ze vyskyt larev infikovanych hlisticemi
v kombinaciIsaria fumosorosea Steinernema arenariumzrostl a vyskyt larev
infikovanych houbovym patogenenistal stejny. Naproti tomu v kombinalsaria
fumosorosea Steinernema feltiagzrostl vyskyt larev s houbovou infekci o 18 % a
u hlistic pouze o 2 %.

Larvy, u kterych byla ficinou smrti bakteriéza, byly zji&y ve vSech
sledovanych skupinach, a to 10 % v kontrolnich eidr, 8 % u Steinernema

arenariuma 12 % uSteinernema feltiae
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Graf 10 Prab¢h infekce u larev zavife voskovéhdsalleria mellonellapo od@lené aplikaci
suspenzi entomopatogenni houlsaria fumosoroseaa entomopatogennich hlistic rodu

Steinernema
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Ve wtSiné pokusi byl vyskyt larev infikovanych jednim agens&t$i nez druhym
patogenem. Té#t shodny podil na celkovém vyskytu infikovany@ghmrtvych larev
byl sledovan pouze u odléné aplikaceSteinernema feltiaa Beauveria bassianpo
14 dnech od aplikace houbového patogenu, wledd aplikaceS. arenariuma B.
bassianapo 7 dnech. NeptSi rozdily v fisobeni byly u kombinac8. arenariuma
Isaria fumosoroseii oddklené aplikaci po 7 i 14 dnech. Po 7 dnech byla&)s
14 % az 78 % infikovanych a mrtvych larev. Po 14éamse jejich vyskyt pohyboval
od 54 % do 84 %. Ve vSech sledovanych pokusechosé&4pdnech od aplikace
patogert vyskytovaly larvy s bakteriozou. Tento vyskyt sehpboval od 8 % do
32 %.

Pro porovnani vysledk ziskanych z pokusvlivu entomopatogennich bioagens
na larvy zavijée voskovéhoGalleria mellonellamizeme pouzit pouze vysledky
testi ziskané po 7 dnech od aplikace jednotlivych agémsamazjmeé, Ze vysledky
by byly odliSné, kdybychom pouzili vysledky pokupo 14 dnech. Pi#bné Udaje
nebyly ziskany z pokus vlivu entomopatogennich hlistic na larvy zawge
voskoveého.
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Tabulka 29 Prib¢h infekce larev zavijee voskovéhoGalleria mellonella po aplikaci

jednotlivych bioagens po 7 dnech od aplikace

vyskyt infikovanych larev (%)

kombinace . infikované + z toho
zdrave .
mrtve houba hlistice

kontrola 100 0 - -
Steinernema arenarium 26 74 - 74
Steinernema feltiae 48 52 - 52
Beauveria bassiana 42 58 58 -
Isaria fumosorosea 50 50 50 -
Sa +Bbas 62 38 16 22
Sa+Bbao 86 14 8 6
Sf+Bbas 52 48 46
Sf+ Bbao 64 36 10 26
Sa+Ifs 36 64 22 42
Sa+lIfo 20 78 12 66
Sf+1Ifs 34 66 36 30
Sf+lfo 36 56 30 26

s - simultanni, o - oddena aplikace, SaSteinernema arenariun®sf - S. feltiae Bba -Beauveria bassiandf -

Isaria fumosorosea

Vyskyt infikovanych a mrtvych larev se pohybovatozmezi 14 % az 78 %.
NejiinngjSi byla oddlena aplikaceSteinernema arenariura Isaria fumosorosea
Obecr Ize konstatovat, Ze kombinade fumosoroseas ok¥ma druhy hlistic
vykazovaly po 7 dnech vysoky et infikovanych¢i mrtvych housenek bez ohledu
na typ aplikace. Na rozdil oBeauveria bassianatera vykazovala v kombinacich

e

piipadech byla niz8i nez u aplikaci jednotlivych ageammostath

65



Graf 11 Vyskyt infikovanych a mrtvych larev zavéie voskovehaGalleria mellonellapo

aplikaci jednotlivych bioagens
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5 DISKUSE

V pokusech byly pouzity dva druhy hlistic, z nicBieinernema feltiage bszre
maso¥ produkovanym druhem. Na druhé strastoji pongrné malo znamy a
komekné¢ neprodukovany druhSteinernema arenariumVSechny ii druhy
enomopatogennich hub jsou polyfagni kosmopblitozStené druhy, které jsou
souwastirady gipravki zahrangnich firem zabyvajicich se ochranou rostlin.

Experimentélni¢ast prace byla zaffena na ziskani zakladnich informaci o
acinnosti  vybranych druh entomopatogennich organidm praibéhu infekce a
moznostech spateé aplikace.

Pritomnost konidii entomopatogenni houby vV suspenzi polus
s entomopatogennimi hlisticemi nema ulghu spoleéné kultivace zasadni vliv na
jejich vitalitu. | presto je vhodné takovouto suspenzi (fikevou jichu v gipad
spole&né aplikace entomopatoggnaplikovat co nejtlve po namichani. Kroén
kombinace Isaria fumosorosease Steinernema feltiaebyla mortalita hlistic
zpisobend konidiemi testovaného druhu houby nizSi1e%. V pabéhu pokusu
doSlo ve ¥tSin¢ vzorki k rozvoji houbového mycelia. Ani jeho vyskyt nelsglojen
s vysSSi mortalitou hlistic. Je velmi praypbdobné, Ze ip déletrvajici spoléné
kultivaci (skladovani) obou suspenzi a naslednéagl pomoci postkovati, by
doslo k ucpani trysek pd#tovace vytvaenym mycelium.

Mortalita larev zavijée voskovéhdsalleria mellonellase po 3 dnech po aplikaci
hlistic pohybovala od 48 % do 94 %Steinernema arenariura 32 % az 80 % 6.
feltiae v zavislosti na koncentraci hlistic. Yang et &0@3) dosahl po 3 dnech
mortality 95,8 % ale s pouzitim 6x vy3Si koncerdratisticS. feltiae Naopak Head
et al. (2004) uvadiip koncentraci 10 000 1J/ntb. feltiaemortalitu moliceBemisia
tabaciod 10,5 % do 31 % v zavislosti na hostitelskélirmstPo 7 dnech pokusu se
mortalita pohybovala od 74 % do 100 %teinernema arenarium 52 % az 98 % u
S. feltiaev zavislosti na koncentraci hlistic. Takto vysakértality bylo dosazeno i
pies pomdrné nizké davky hlistic. V gib¢hu test se objevily jisté anomalie
v (Kinnosti u obou druln jak S.arenarium tak S. feltiag konkrét u koncentraci
50 13/misku a 100 1J/misku, kde se mortalita snétase zvysujicich se koncentraci
IJ v suspenzi. Vifpadad S. feltiaese tato vyjimka projevovala vigiehu celého
testu (viz tabulka 14), &.arenariumpouze 5. den testu (viz tabulka 13). MoZznym

vyswtlenim této odchylky je jakasi vnitrodruhova konipet mezi hlisticemi,
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zpisobend ufitou davkou 1J. Pokud pronikne do hostitetdSf mnozstvi infeénich
larev, mize dojit k potravni konkurenci, ktera pakifa vést k porucham {gioéhu
celé infekce. Podobné odchylky widnosti aplikovanych hlistic 1ze pozorovat i
v pripacdt mezidruhové kompetice mezi hlisticeBii feltiaeValko aS. carpocapsae
NYO001, které byly naintrodukovdny do sp@tého progsedi. V porovnani
s variantou oSé&tnou pouze jednim druhen$.(carpocapsadNY001) dosahovala
varianta oSéena okdma druhy ve vSech sledovanych hloubkach substrékikalik
desitek procent nizstiinnosti (Neumann et al. 2006).

Po 7 dnech po aplikaci konidiové suspemlaauveria bassiange mrtvé larvy
objevily pouze ve vzorcich o$ehych koncentracemi 1,0 -’ pady (6 %) a
1,0 - 16/ml piady (32 %). Po 14 dnech byla zjise mortalita 52 % aZ? 98 %
v zavislosti na koncentraci suspenze konidii. K&8jmu nafistu mrtvych larev
doslo u koncentrace 1,0 -°1l pady a to o0 80 %. Podobnych vysléd#tosahlaada
autofi (nag. Batta 2007, Qusada-Morgana et al. 2006, Kreutal.eR004). Jiny
hostitelsky druh a jeho vyvojové stadium, pouzitéeky patogenu a laboratorni
podminky byly pi¢inou rozditi mezi vysledky jednotlivych autdrV pripac Isaria
fumosoroseae mrtvé larvy vyskytovaly po 7 dnech od aplikaospenze ve vSech
testovanych koncentracich. Jejich vyskyt se pohgbod 12 % do 46 % v zavislosti
na koncentraci. Po 14 dnech segtomrtvych larev zvySil az o 52 %. Podobnych
vysledki dosahl i Meikle et al (2005), ktery sledovalinnost|. fumosoroseana
termity druhuCoptotermes formosanussoptera: Rhinotermitidae). dthnost obou
zminovanych entomopatogennich hub se od sebe v&dmddi. Naopak &innost
Lecanicilium lecannibyla velmi nizka. Po 7 dnech po aplikaci suspereengvé
larvy vyskytovaly pouze u koncentrace 1,0 %0 pady a to 2 %. Po 14 dnech se
mortalita zvysila a mrtvé larvy se vyskytovaly kencentraci 1,0 - POl pady, ale
narmst mortality byl o 8% a 34 %. Smith et al. (200&yadi 52 % a 55 %
pieZivajicich larevitisrenky zdpadniFrankliniella occidentalisa tasrénky Thrips
palmi po oSeteni L. lecanii Wang et al (2004) se ve své praci zabyva vlivestis
raiznych kmeid této houby na molici bavinikovoBemisia tabaciVSechny kmeny
vyvolaly mortalitu molice i fi velmi nizné koncentraci.

V pokusech s jednotlivymi kombinacemi obou drupatoge (simultan® i
odcklen¢ aplikovanych) pevazoval vyskyt larev infikovanych jednim druhem
patogenu nad larvami infikovanymi druhym druhem.tokiu zahranénich studii
(Ansari et al. 2004, Shapiro-llan et al. 2004) 8&imou nezabyvaji tim, jakotast
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celkové mortality zpsobily jednotlivé patogeny. Po 7 dnech pokusu seagecich
vyskytovalo 14 % az 78 % infikovanych a mrtvychelar Po 14 dnech se jejich
vyskyt pohyboval od 54 % do 84 %. Ne&pnejSi byla oddlena aplikace
Steinernema arenariura Isaria fumosoroseaPres vysoky vyskyt infikovanycki
mrtvych larev v kombinadi. fumosorosea ol¥ma druhy hlistic bez ohledu na typ
aplikace, nelze efekt spolagobeni ozn&t jako synergisticky. K odliSnym
vysledkim dosgl Shapiro-llan et al. (2004), ktery vSechny test@v&ombinace &
fumosoroseaoznail jako antagonistické Beauveria bassianaktera vykazovala
v kombinacich bez ohledu na tgwb aplikace nejnizSi napadeni larev zaeije
voskovéhoGalleria mellonella Tento efekt Ize ozmr# jako antagonisticky. Ke
podobnému za&vru dosgl i Shapiro-llan et al. (2004). Aditivni a synertiiky efekt
pusobeni entomopatogennich hlistic a hub byl pozerowakombinacich
Metarhizium anisopliaes Heterirhabditis megidisieboSteinernema glaserkdy se
aditivni efekt vyskytoval fedevSim fi simultanni aplikaci obou druhpatogei. Fi
odcklené aplikaci a delSi deébspol&né kultivace se synergisticky efekt vyskytoval
castji (Ansari et al. 2004).
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6 ZAVER

Vyuzivani biologické ochrany bude v nasledujicicbsetiletich ziskavat na

dulezitosti zejména v evropskych zemich. K tomutla alespdé malou n&rou

mela prispet i tato prace.

Metodika pro testovani jednotlivych driufentomopatogennich hub a hlistic a

interakniho systému houba-hlistice udgnim substratu, ktera umiage porovnani

acinnosti testovanych druhentomopatogeh byla vypracovana na zakkaslastnich

zkuSenosti v gibéehu pokus. Je uéena pro kratkodobé testovani entomopatégen

v laboratornich podminkach.

Oba testované druhy hlistic prokazaly vysokou eingl Vi¢i larvam zavijée
voskoveéhoGalleria mellonella zvlast druhS. arenarium(100 %). Tento druh
tak predstavuje slibnou perspektivu pro vyuziti v dal§pobjektech.

V testech dinnosti entomopatogennich hub doséhly nejlepSichledii B.
bassianaa I. fumosoroseal. lecanii prokazovala velmi Spatnou adaptabilitu
na pdni prostedi.

Spole&né aplikace vykazuji vysSi efektivitu (synergisfick/liv) v kratSim
¢asovém horizontu (7 dni) nez po 14 dnech testuskdybjevuje spiSe aditivni
az antagonisticky efekt.

Simultanni aplikace jsowinnéjSi, nez opoz&hé.

Na mortalit se z vySSiho procenta podili hlistice, a todbghu celého biotestu
(14 dni). Tento efekt jefetelrsjSi uS. feltiae.

Lépe reaguje narftomnost houbyS. feltiae (vy$Si mortalita larev) oprots.
arenarium akoliv v samostatnych aplikacichS arenarium vykazovala
vyrazre lepsi vysledky, nez-I. feltiae

Oba organismy jsou schopny se reprodukovat ve &péte prostedi, a to jak
v simultdnni, tak opozathé aplikaci.
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8.1 Tabulky

Tabulka 1 Rozmery dosglcu Steinernema arenariutfPoinar 1979)

znak samice samci
celkova délka (mm) 2,17 - 4,00 1,03-1,83
Sirka €la (um) 149 - 241 60 - 97
délka po jicenym) 225 - 257 209
délka po nervovy prstenegrf) 177 144 - 145
vulva v % délky 53-54 -

délka ocasuy(m) 96 - 67 38 -48
Sirka ocasuym) 48 - 64 41 - 42
délka spikuli @um) - 60 - 72
délka gubernakulaim) - 35-44

Tabulka 2 Rozmery dosglcu Steinernema feltia@Poinar 1979)

samice samci

znak 1. 2. 1. 2.

generace generace generace generace
celkova délka (mm) 9,0-18,0 0,8-35 1,6-2,8 ,680 1,4
Sirka €la (um) 190-450 75-180 105-220 35-51
délka stomay(m) 6,5-11,3 4,0-10,1 48-6,5 18-7,3
Sirka stoma {m) 98-145 52-95 3,6-5,9 22-78
délka po jicenym) 225-388 55-116 171-205 120-146

délka po exkreéni porus um) 92-170 47 - 106 60 - 101 36-74

delka po nervovy prstenec 15 575 135 229  131-197  87-116

(nm)

vulva v % délky 50 - 53 48 - 60 - -
délka ocasuy(im) 53-100 30-49 33-49 28 -41
Sirtka ocasuym) 115 - 258 40 - 89 47 - 56 33-59
délka ocasniho hrbolyuf) 7,9-18,2 1,1-6,6 - -
délka spikuli @um) - - 70 - 97 51-71
délka gubernakulaun) - - 46 - 59 38 - 56

délka mukronugm) - - 2,0-3,8 1,7-4,0




Tabulka 3 Vybrané rozniry invazni larvySteinernema feltia@NVouts 1980)

znak

celkova délka (mm) 750 - 950
Sirka €la (um) 22 - 27
délka stomay(m) 11,5-155
délka jicnu um) 115- 150
Sitka bazalniho bulbyun) 9-12
délka bakteridlniho w&u (um) 18 - 37
délka po jicenym) 53 - 67
délka po exkréni porus um) 89 - 108
délka po nervovy prstenegr(l) 212 - 272

délka ocasuy(m) 71-92




8.2 Fotodokumentace

Introdukce larev zavijee voskovéhdsalleria mellonellado Petriho misek

(foto Stpanka Radova)

Aplikace suspenze entomopatogenich hlistic nebmtddfinované koncentraci na
povrch substratu (foto §tanka Radova)



Uchovani naintrodukovanych jednotek v plastikovétiks v termostatu (teplota
22+1 °C, fotoperioda 0/24) (foto tanka Radova)

Invarni larvy hlisticeSteinernema arenariumpousgjici téla larev zavijée

voskovéhaGalleria mellonella(foto S&panka Radova)



Larvy zavij&e voskovéhdsalleria mellonella7 dni po aplikaci suspenBeauveria

bassianao koncentraci 1,0 - 20nl pady (foto Tereza Sillerova)

Larvy zavij&e voskovéhdsalleria mellonellal4 dni po aplikaci suspenze
Beauveria bassiana koncentraci 1,0 - 20nl pady (foto Tereza Sillerova)



Larvy zavijee voskovéhdsalleria mellonellal4 dni po alikacBeauveria bassiana
aSteinernema arenariuifioto Stpanka Radova)



