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1. Uvob

Zemédelstvi je z hlediska trvalé udrzitelnosti a ekologické unosnosti odvétvim nejen
dalezitym, ale i slozitym. Na jedné strané¢ ma tisice let dlouhou tradici, jejiz zdkladni a
samoziejmou soucasti byla pravé idea trvalé udrzitelnosti. Na druhé strané¢ vSak moderni
svétové zemédéElstvi prastaré tradice opustilo a diky tomu az dosud drzi krok s obrovskou
populacni explozi a v zdsadé¢ dokaze uzivit nesmirn¢ rychle rostouci lidstvo.To vSe vedlo
ke zvySené spotiebé pesticidnich piipravkd a stim 1 vEétsi zatizeni prostiedi chemickymi
latkami. Rostou vsak obavy o budoucnost, o to, zda tento uspéch ,,uzivit planetu je skute¢né
trvale udrzitelny, zda nehrozi vazny kolaps ve svétovém meéfitku. Znepokojeni vzbuzuji
pfedevsim ptedpovédi dal§iho ristu poctu lidi na Zemi, ktery uZz piekonal hranici Sesti
miliard.

Cilem moderniho udrzitelného zemédélstvi neni jen produkce potravin, piipadné
dalSich produkti, které najdou své uplatnéni na trhu, 1 kdyz je to jisté cil zdkladni. Mazeme k
tomu dodat, ze preference spotiebiteld stale vyraznéji ovlivituji trh co do rostoucich narokii na
priznivou skladbu a kvalitu potravin véetné rostouciho z4jmu o bioprodukty a jiné zarucené
nezavadné a biologicky hodnotné potraviny.

Jednim z prosttedki jak toho dosdhnout je zavadéni integrované a biologické ochrany
rostlin do systému péstovani rostlin . Integrovand ochrana rostlin je uvadéna jako racionalni
uplatinovani kombinace biologickych, biotechnologickych, chemickych a péstitelskych
opatieni, pii némz je pouziti chemickych ptipravkl na ochranu rostlin omezeno na minimum
nezbytné pro udrzeni vyskytu skodlivych organismi na trovni, kdy nezpiisobuji hospodarsky
nepfiijatelné skody nebo ztraty.

Cilem biologické a integrované ochrany rostlin tedy neni uplné vyhubeni Skidce, ale
pouze regulace populaéni hustoty. Skiidce je chapan jako druh, ktery je $kodlivy az do urdité
populacni hustoty, zatimco pii nizsi populacni hustoté je chdpan jako druh, ktery pfispiva
k ekologické stabilité ekosystému.

V dnes$ni dob¢ se jiz uplatiuje vyuziti celé fady pfipravkil na bazi mikroorganizmu
(4c¢innou slozkou jsou houby, baktérie, viry, viroidy a dals$i) a makroorganizmti (predatofi,
parazité a parazitoidi) a nejvhodné&j$im prostredim, kde je 1ze uplatnit je sklenik. Zde dochézi
v disledku specifickych podminek (malé vykyvy v teplotnich a vlhkostnich podminkach,

velké hustota rostlin) k ¢astému rozvoji populaci skiidct a chorob.



Jednim z nejvyznamnéjSich skiidcti ve skleniku je molice sklenikova (7rialeurodes
vaporariorum) a molice bavilnikova (B. tabaci), jez se stavaji rezistentni vici pouzivani
mnohych pesticidnich ptipravki.

Tato diplomova prace se zabyva vyuzitim jednotlivych kmend entomopatogennich
hub v systému biologické ochrany rostlin proti témto Skidcim. Cilem je zjistit zakladni
vyvojové a rustové charakteristiky vybranych druhli entomopatogennich hub a porovnani
jejich Gcinnosti v kompletnim systému ,, rostlina — Sklidce — patogen®. VSechny pokusy a
vysledky jsou zpracovany do tabulek a grafli. Souc¢asti diplomové prace je i fotodokumentace

postupu pii zakladani a vyhodnocovani pokusu.



2. LITERARNI PREHLED

2.1 Integrovana a biologicka a ochrana rostlin

Integrovand ochrana rostlin (IOR) ptredstavuje strategii, ve které jsou v
socioekonomickém kontextu farmarského systému, spojeni prostiedi a populaéni dynamiky
Sktdct, vyuzivany vSechny dostupné regulacni postupy, s cilem udrzeni populacni hustoty
Skodlivych €initelt pod hladinou zptisobujici ekonomické posSkozeni (Pell ef al. 2001).

Biologickou ochranu je mozno definovat velmi uzce jako ,,Zamémé vyuzivani
prirozenych neptatel s cilem regulovat populace Skiidct, chorob a plevelnych rostlin® az
velmi Siroce, kdy spolu s pfirozenymi neptateli a antagonisty jsou do kategorie biologicky

zahrnovany 1 metody agrotechnické, bioracionalni a genetické (Landa 2002).

2.2 Entomopatogenni houby

Entomopatogenni houby, jsou houby, které parazituji na hmyzu. Jsou uziteCnou
komponentou mnoha programil integrované ochrany rostlin, protoze jsou uzce specializované
na urcity druh hostitele a naklady na jejich produkci nejsou vysoké. Zaroven plisobi na Siroky
okruh sklenikovych Skidct a nezatézuji zdravi lidi (Brownbridge ef al. 1994).

Nicméné prepardty na bazi entomopatogennich hub nejsou dostatecné komeréné
dosazitelné, nebo nejsou oznacené jako pouzitelné ve skleniku. Vyuziti biopreparatii na bazi
entomopatogennich hub je ¢asto doporu¢ovano v kombinaci s konven¢nimi insekticidy nebo
insekticidnimi regulatory riistu hmyzu (Sanderson 1996).

Nejcastéji jsou parazitické mykoézy zjistovany na druzich patficich do fadd plostice
(Hemiptera), rovnoktidli (Orthoptera), ttasnoktidli (Thysanoptera), stejnoktidli (Homoptera),
motyli (Lepidoptera), brouci (Coleoptera) a dvoukiidli (Diptera). Entomopatogenni houby
mohou napadat vSechna vyvojova stadia hmyzu, nicméné nejcastéji se vyskytuji na larvach a
kuklach, méné casto jsou houbami infikovani dospé€lci a vajicka hmyzu. Nékteré druhy
entomopatogennich hub mohou parazitovat na Sirokém sortimentu hostitelti patiicich do zcela
odlisSnych fadi hmyzu a mohou infikovat 1 riznd vyvojova stddia t€hoz hostitele (napf.
Paecilomyces fumosoroseus). Jiné druhy entomopatogennich hub naopak vykazuji podstatné
uzsi patogenitu s ucinnosti omezenou na uroven hmyzich fadi (napt. houba Nomuraea rileyi

parazitujici vyhradné na larvach motylt) (Landa 1994).



2.2.1 Taxonomie entomopatogennich hub

Vys$i taxony hub prosly celou fadou revizi. Jest€ v uplynulém obdobi byly nejcastéji
a obecn¢ pouzivany nasledujici vyssi taxony: Phycomycetes, Ascomycetes, Basidiomycetes a
Deuteromycetes (Fungi Imperfecti) (Gduman 1964). Z nékolika odliSnych revizi se pro
klasifikaci entomopatogennich hub nejvice ujal upraveny klasifikacni systém Ainswortha
(Ainsworth 1973).

V tomto klasifikacnim systému jsou nejvys§imi taxony Myxomycota a Eumycota.
V Myxomycota jsou zastoupeny houby vytvarejici plasmodialni formy. V Eumycota jsou
zastoupeny houby, které zpravidla vytvaii mycelium a netvoii formy plazmodialni.

VSechny entomopatogenni houby patii do Eumycota, kdy jsou zastoupeny
v podkmenech: Mastigomycotina, = Zygomycotina, Ascomycotina, Basidiomycotina a
Deuteromycotina. VétSina entomopatogennich hub je pak zastoupena v Zygomycotina
(Zygomycetes:  Entomophthorales), v Ascomycotina  (Pyrenomycetes:  Spheariales,
Laboulbeniomycetes) a v Daeteromycotina (Hyphomycetes: Monililes) (McCoy et al. 1988,

Samson et al. 1988)(viz tabulka 1).

Tabulka 1: Piehled klasifikace entomopatogennich hub ( 1. ¢ast, upraveno podle McCoy et al.
1988, Samson et al. 1988)

Subphylum Classis Ordo Genus
Chytridiomycetes Chytridiales Coclomycidium
Myiophagus
Chytridiomycetes Blastocladiales Coelomomyces
Mastigomycotina
Oomycetes Leganidiales Leganidium
Oomycetes Saprolegniales Leptolegnia
Couchia
Zygomycetes Mucorales Sporodiniella
Zygomycetes Entomophthorales Conidibolus’
Zygomycotina Entomophaga’
Entomophthora”
Erynia’
Massospora
Meristacrium
Neozygites”




Tabulka 1, pokracovani

Subpylum

Classis

Ordo

Genus

Deuteromycotina

Hyphomycetes

Coelomycetes

Moniliales

Akanthomyces
Aspergillus”
Beauveria’
Culicinomyces
Engyodontium
Fusarium
Gibellula
Hirsutella”
Hymenostilbe
Metarhizium"
Nomuraea”
Paecilomyces
Paraisaria
Pleurodemospora
Polycephalomyces
Pseudogibellula
Sorosporella
Sporothrix
Stilbella
Tilachlidium
Tolypocladium”

Verticillium"

.o®
Aschersonia

Tetranacrium

Mycelia sterilia

Aegerita”

Basidiomycotina

Phragmo-

basidiomycetes

Septobasidiales

Filobasidiella
Septobasidium

Uredinella

(" zvyraznény tisk) Rody se zastoupenim druhi vyznamnych v biologické ochrang rostlin



2.2.2 Ptehled nejvyznamnéjSich entomopatogennich hub

V Deuteromycotina je zastoupena pievazna ¢ast rodt a druhit entomopatogennich hub,
které maji prakticky nebo potenciondlni vyznam v biologické ochrané¢ rostlin. S ohledem na
praktické vyuziti jsou jednoznacné nejvyznamnéjsi skupinou Deuteromycet druhy patiici do
ttidy Hyphomycetes, f&du Moniliales (viz tabulka 2). Ndkazy vyvolané témito houbami se
obecné nazyvaji ,,muskardiny*.

Druhou nejvyznamnéjsi skupinou entomopatogennich hub tvoii druhy patfici do fadu
Entomophthorales (Zygomycotina: Zygomycetes). V porovnani s predchozi skupinou jde o
obligatni patogeny hmyzu a jejich praktické vyuziti narazi na problém umélych kultivaci.
VétSinu druhti patficich do Entomophthorales nelze kultivovat béznymi kultivacnimi
metodami. Entomopatogenni houby ziadu Entomophthorales se proto prosazuji jako
prirozené se vyskytujici bioagens, které vyvolavaji spontanni epizootie v populacich Skidct
(Landa 1994).

Tabulka 2: Nejvyznamnéjsi druhy entomopatogennich hub (Hyphomycetes, Moniliales)

Genus Species Obecna charakteristika
A. flavus v¢ela medonosna
Aspergillus A. parasiticus komati z rodu Culex
A. versicolor
B. bassiana Siroce polyfagni entomopatogenni druhy
. B. brongniatrii Orthoptera, Hemiptera, Coleoptera,
Beauveria . .
B. tenella Lepidoptera, Hymenoptera, Diptera
Hirsutella H. thompsonii akarifagni houba, T etranychus urticae,
Phyllocoptruta oleivora
N M. anisopliae Siroce polyfagni gntomopatogenm houby
Metarhizium .. Orthoptera, Hemiptera, Coleptera,
M. flavoviridae . :
Lepidoptera, Diptera
Nomuraea N. rzley? housenky Lepidoptera
N. atypicola
Siroce polyfagni entomofagni, akarifagni
P. fumoroseus a nematofagni druhy, Orthoptera,
. P. farinosus Thysanoptera, Homoptera, Coleoptera,
Paecilomyces P. lilacinus Lepidoptera, Diptera
P. variotii roztoCi Tetranychidae,
had’atka Globodera, Heterodera
Tolypocladium | T. cylindrosporum Culicidae
Verticillium V. lecanii Siroce polyfagni entomopatoger'ml druh
(=Lecanicillium) | V. fusisporum Thysanoptera, Homoptera, Lepidoptera,
) Coleoptera, Diptera

(zvyraznény tisk — komer¢ni biopreparaty nebo jejich vyvoj)

(Landa 1994)




2.2.3 Biopreparaty na bazi entomopatogennich hub

Utinnou slozku vétsiny biopreparatii na bazi entomopatogennich hub tvoii konidie
nebo blastospory. Konidie jsou produkovany formou povrchovych kultivaci na tekutych
zivnych pudéach nebo na pevnych piirozenych substratech a biotechnologie jejich produkce
imituje pfirozeny cyklus, pii kterém je zprvu vytvofena povrchovd mycelidlni biomasa a na
konci cyklu se na vzdusném myceliu tvoii konidie.

Blastospory entomopatogennich hub jsou produkovany ve fermentacnich
biotechnologiich (submerzni kultivace v tekuté zivné pud¢€) a vyuzivaji fenoménu zmény
morfologické formy patogena po proniknuti do semi-aerobnich podminek télni dutiny (Landa
1998).

Ptes urcité zasadni odliSnosti jsou vSak biopreparaty na bazi konidii nebo blastospor
stejné v tom, Ze obsahuji konkrétni pocet vitalnich a virulentnich infekénich jednotek
schopnych piimo vyvolat infekci, které jsou doplnény o inertni nebo nutritivni slozky.
Nejcastéji jsou takovéto biopreparaty finalizovany do formy smacivych, ve vod¢ rozpustnych
praskd (WP) nebo granuli (WDG), v posledni dobé se jiz objevuji i olejové suspenzni
koncentraty (Kessey 2000). K aplikaci 1ze pouzit standardni aplikacni techniku. Pti aplikaci je
tteba respektovat "kontaktni u¢inek" preparatii (nutnost adheze konidii/blastospor na povrch
téla cilového druhu hostitele). Pfi oSetfeni nadzemnich ¢asti rostlin je nutné peclivé oSetfit
niky,ve kterych se vyskytuje cilovy druh Sktidce.

Standardni biopreparaty na bazi entomopatogennich hub museji spliovat fadu
kvalitativnich a kvantitativnich kritérii a podléhaji kompletnimu registracnimu procesu. Mezi
klicové parametry kvalitativni povahy patii garance druhu a kmene patogena; specifikace
podilu aktivni a dopliikové slozky v bioprepardtu a maximalni piipustnd kontaminace
(zastoupeni cizorodych biotickych piimési, napt. bakterii, v 1 g/ml piipravku). Mezi hlavni

kvantitativni parametry houbovych biopreparatt patii:

- pocet infekénich jednotek - tzv. titr konidii (blastospor). Titr infekénich jednotek se
zpravidla pohybuje v rozmezi od 1,0 x 10° - 1,0 x 10" konidii/blastospor v 1 g/ml
biopreparatu

- klic¢ivost konidii (blastospor) - garantovana vitalita konidii nebo blastospor udavana v %

- pocet kolonie tvoficich jednotek (CFU - Colony Forming Units) - specificky Udaj
kvalitativni povahy, udavajici z kolika jednotek patogena pifitomnych v 1 g/ml

biopreparatu se pii kultivaci na umélé zivné pad¢ vytvoii samostatna kolonie.



Zvlastni skupinu houbovych biopreparata piedstavuji ptipravky, jejichz aktivni slozku
tvoii bud’ neinfekéni formy biomasy hub nebo infekéni jednotky imobilizované v organickych
nebo anorganickych nosicich.

Tyto formulace byly cilené vyvinuty pro ucely pudnich aplikaci. V podstaté jsou

znam¢é dv¢ zakladni (a v principu zna¢né podobné) verze téchto formulaci:

- biopreparaty na bazi myceliovych granuli - patogen je finalizovan do formy susenych
myceliovych fragmentt, které po aplikaci do pudy jimaji vodu a postupné regeneruji do
standardni formy mycelia, na kterém se tvoii konidie, které mohou infikovat hmyziho
hostitele

- biopreparaty na bazi alginatovych pelet - smiSend biomasa (mycelium, blastospory,
konidie) patogena je spolu s nutritivni slozkou imobilizovana do drobnych pelet, které po
aplikaci do pady jimaji vodu, imobilizovana houba regeneruje a s vyuzitim zivin, které
jsou soucasti pelety, realizuje kompletni saprofyticky cyklus, jehoz vysledkem je tvorba

nové generace konidii.

Pti aplikaci ptdnich formulaci je do pidy zavadéna neinfekéni forma (alginatova
nebo myceliova peleta), u které musi nejdfive probéhnout cely vyvojovy cyklus, v pribéhu
kterého se vytvoii spory. V pudnim profilu se tak vytvofi soustava "ptirozenych infekénich
zon", kterd zpusobuje dlouhodoby infekéni tlak na populace Skidct. Takto formulované
biopreparaty jsou aplikovany bud’ celoplo$né (pii nékterych agrotechnickych operacich),
castéji vSak v pfesnych davkach piimo do okoli chranéné rostliny (pfi seti nebo sazeni) a jako
pfimes do péstebnich substrath (rychleni sazenic a péstovani okrasnych kvétin) (Landa 1998).

Standardni biopreparaty na bazi entomopatogennich hub musi spliovat fadu
kvalitativnich  kritérii a podléhaji standardnimu registracnimu procesu. Producenti
biopreparatli na bazi entomopatogennich hub garantuji nejen druh a kmen patogena, na jehoz
bazi je ptipravek konstruovan, ale i slozeni, mnoZzstvi a zivotnost infekénich jednotek
patogena v ptipravku.

Z velkoplosného priizkumu, ktery byl v uplynulych &tyfech letech na uzemi CR
realizovan, byla ziskdna Siroka Skala kmenli mnoha druhli entomopatogennich hub, z nichz
vyznamnou skupinu tvofi kmeny entomopatogennich hub ziskané ze vzorkli odebranych na

ekologickych farmach v regionu jizni Cechy.



Cisté kultury tdchto hub jsou uchovany ve sbirce mikroorganizmt ZF JU v Ceskych

Budéjovicich a charakterizovany s ohledem na jejich mozné vyuziti pro vyrobu preparati

(Landa 1998).

Pocet biopreparat na bazi entomopatogennich hub registrovanych v zahranici (viz

tabulka 3) rok od roku stoupa.

Tabulka 3: Ptiklady biopreparatii na bazi hub (Landa 1998)

Druh Obchodni nazev Vyrobce Cilové druhy sktdct Aplikace
Beauveria Naturalis- L™ Troy Biosciences | $kiidci vyskytujici se pudni formulace:
bassiana Naturalis- H&EM™ | Troy Biosciences | v pudé: krtonozky, mycelinové granule,
Naturalis- T&O™ Troy Biosciences | chrousti, chroustei, alginatové pelety, WDG
Ostrinil™ Natural Plant larvy nosatcovitych suspenzni formulace:
Protection brouki a dalsi WP, WDG, (zalivka,
Mycotrol™ Mycotech $ktidci nadzemnich postiik, ponofovani
Mycotrol- Mycotech Casti rostlin: molice, sazenic apod.)
Botanigard22WP™ | Mycotech zavije¢ kukufi¢ny,
sarance st€hovava,
mandelinka
bramborova
Metarhizium | Bay Bio 1020™ Bayer AG Skadci vyskytujici se pudni formulace:
anisopliae Bio - Blast™ EcoScience v pudé:krtonozky, mycelinové granule, ve
Bio - Path™ EcoScience chroustci, chrousti, vodeé rozpustné granule,
larvy nosatcovitych obsahujici konidie
brouktl navnada: adhezni prasek s
$vabi (Bio-Path) konidiemi
Paecilomyces | Pfr 97™20%wdg Certis Skidci ve sklenicich: granule rozpustné ve
fumosoroseus | Preferal Biobest N. V. molice, msice, vodé: foliarni aplikace
trasnénky, suprese suspenze blastospor
svilusky, chmelové, ziskanych rozpusténim
mykoparazitismus na granuli ve vodé
padli okurkovém a rzi
Lecanicillium | Vertalec™ Koppert B. V. Skidci ve sklenicich: smaclivy prasek: aplikace
lecanii Mycotal™ Koppert B. V. molice (Mycotal™), suspenze blastospor

msSice (Vertalec™),
Castecna suprese
populaci tfasnének a
Cervel

(Vertalec™) nebo konidii
(Mycotal™) ziskané
rozpusténim smaclivého
prasku




2.2.4 Vyvojovy cyklus entomopatogennich hub

Hlavni faze generalizovaného vyvojového cyklu vldknitych entomopatogennich hub

1ze definovat nasledujicim zptisobem (Obrazek 1):

1. Ptichyceni a kli¢eni konidii na povrchu kutikuly hostitele
2. Pronikani patogena do télni dutiny, interni proliferace a vytvafeni povrchové mycelidlni
sité (paraziticka faze vyvojového cyklu)

3. Externi sporulace a tvorba konidii nové generace (saprofyticka faze vyvojoveho cyklu)

Obrazek 1: Vyvoj entomopatogennich hub (Charnley 2002)

konidie

\ infekce hostitele

epidermis

rozklad
' hemolymfy

smrt hostitele

Houbové onemocnéni zpravidla iniciuji vitalni a virulentni konidie. Mechanizmy
zajiStujici jejich primarni kontakt s hostitelem jsou procesy pievazné nahodilé. Z abiotickych
faktorti se na Sifeni infek¢nich propaguli hub v prostiedi nejcastéji podili voda a vzduch (vitr,
dést’, pohyb vody v pideé, vodni pary).

Mezi bézné mechanizmy vzniku houbovych epizootii v populacich hmyzu patii
kontakt zdravych jedinci s jedinci infikovanymi tzv. autodisseminace, pii které dochazi
k Sifeni konidii uvniti populace v souvislosti se specifickymi vnitropopula¢nimi procesy.

Jsou to naptiklad kontaminace pii kopulaci nebo kontaminace vajicek pii jejich
kladeni. Sporadicky dochazi k Sifeni mykéz i prostiednictvim biotickych vektorii (napf.

vvvvv

pripadech vyznamné uplatnuji (Landa 1998).
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Jednim zpiikladi je Sifeni hub zrodu  Aschersonia v populacich molic
prostfednictvim mykofagnich roztoci z rodu Acalvolia (Landa, Osborne 1992).

Vlastni proces adheze konidie k povrchu hostitele je procesem pasivnim, ve kterém
sehrava klicovou ulohu povrchova struktura konidii. Jakmile se pfichyti konidie na télo
hostitele, tak nasledné kli¢eni a pocatecni rast na povrchu hostitele neni zavislé na externim
pfijmu Zivin, protoZe patogen vyuZiva svoje zasobni latky (Samson, Rombach 1985). Klieni
konidii pfevazné zavisi na vnéjSich biotickych faktorech zejména pak na relativni vzdusné
vlhkosti a teploté, mén¢ pak na svételnych podminkéach a na externich Zivinach (Boucias et al.
1988). Konidie nékterych druht hub jsou pro fazi pfichyceni k télu hostitele vybaveny
adhezivnimi substancemi, pomoci kterych vytvareji pevnou vazbu s kutikulou hostitele jiz pti
prvém kontaktu (napt. houby Lecanicillium lecanii, Aschersonia aleyrodis, Hirsutella
thompsonii aj.). Jiné druhy entomopatogennich hub (napt. Beauveria bassiana, Paecilomyces
fumosoroseus aj.) produkuji suché, siln¢ hydrofobni konidie srozmanité strukturovanym
povrchem.

Primarni adheze takovychto konidii je zajiSténa bud’ pfimou interakci mezi dvéma
hydrofobnimi povrchy (konidie vers. kutikula hmyzu) nebo prostiednictvim elektrostatickych
sil, ptipadné 1 molekularni interakci mezi latkami, které jsou pfitomny na povrchu konidii a
kutikuly hostitele (napf. hemaglutiny, N-acetylglucosamin, glykoproteiny, steroly, polarni
lipidy aj.)(Landa 1998).

Voprvé fazi dochdzi k vyraznému zvétSeni klicici konidie (bobtnani), které je
doprovazeno komplexni ptestavbou stény konidie a naslednou tvorbou primarniho klicku. Od
urcité faze nakliceni je dalsi vyvoj patogena zavisly na externim pfijmu Zivin.

Houba zacind pfijimat latky, které jsou zprvu soucasti kutikuly, nésledné pak
absorbuje Ziviny i z vnitfnich organti a tkani hostitele. Za timto Ucelem pronikd piimou
penetraci nebo prostiednictvim pfirozenych otvord do télni dutiny napadeného hostitele. Pti
piimé penetraci kutikulou uplatiuji houby kombinaci biochemickych a fyzikalné
mechanickych prvkll. V prvé fazi penetrace jsou v oblasti apresoria pronikajici hyfy
produkovéany kutikulu degradujici enzymy (lipazy, chitinazy, protedzy). Koncova Spicka
invazni hyfy tlakem pronika narugenou kutikulou hostitele a invazuje do t&Ini dutiny. Castym
mistem penetrace jsou mén¢ sklerotizované ¢asti na povrchu téla. Kromé pfimé penetrace
kutikulou, vyuzivaji entomopatogenni houby k pronikani do télni dutiny i pfirozené otvory.

BéZznym mistem pronikéani jsou dychaci otvory a fitni nebo Ustni otvor.
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Po penetraci invazni hyfy do télni dutiny hostitele nastupuje vlastni paraziticka faze
vyvoje patogena. V této fazi vyvojového cyklu patogen rychle kolonizuje hemocel hostitele a
vyuziva latky vazané v t€lnich tkanich (Samson et al.1988).

Pro tuto fazi vyvojového cyklu je typicky piechod vlaknitych forem hub na rychle se
délici a pomnozujici téliska - tzv. hyfova resp. kvasnicna téliska tzv. ,,yeast like body* ,
blastospory. Tato téliska se rychle namnozuji (d€leni pucenim, exponencidlni rist titru
v hemolym{f€) a ve velmi kratké dobé zcela vypliluji a mumifikuji hostitele, ktery je v této fazi
vyvoje mykozy jiz usmrcen (Landa 1998).

Krom¢ formovani uvedenych typu télisek je pro tuto fazi vyvoje entomopatogennich
hub typicka 1 zvySena produkce rtiznych primarnich a sekundarnich metabolit. Obecnou
funkei metabolitl je uvoliiovani a i€ast v procesu vyuzivani zivin z tkani hostitele (primarni
metabolity), potlateni imunitnich reakci hostitele a vytvareni prostfedi nevhodného pro
kolonizaci napadeného hostitele jinymi druhy patogennich nebo saprofytickych
mikroorganizmu (sekundarni metabolity) (McCoy et al. 1988. Tanada, Kaya 1993).

Mumifikaci hostitele kon¢i druha, parazitickd faze vyvojového cyklu a nastupuje
findlni faze - tvorba povrchového mycelia a sporulace (saprofyticky vyvoj patogena na
usmrceném hostiteli). Pro tuto fazi vyvoje jsou opét typické vlaknité struktury. Patogen
proriista na povrch usmrcené¢ho hostitele a postupné vytvaii hustou mycelidlni sit’, kterad
portsta cely povrch téla. Na vzdusném myceliu se postupné vytvaii konidiofory, na kterych se
ve finalni fazi vyvojového cyklu formuji nové konidie. Konidie si v pfirozen¢ dormantnim
stavu udrzuji vitalitu po dobu né¢kolika tydnti az meésicti. Docasnd dormance konidii je
ukoncena Sifenim a adhezi konidii na povrchu téla nového vhodného hostitele.

V optimalnich podminkéch (napf. teplé mikroklima skleniki a foliovych krytl) mize
byt cely vyvojovy cyklus realizovan v pritbéhu 3-5 dnti, v béznych podminkach vegeta¢niho
obdobi mirného pasma probiha vrozmezi od 7-21 dnt. Kritické faze vyvojového cyklu
predstavuji adheze a kliceni konidii.

Kli¢ovym faktorem prostiedi je vlhkost. Kli¢eni konidii zpravidla vyzaduje relativni
vlhkost vzduchu vyssi nez 90%, a i ostatni faze vyvoje probihaji nejrychleji pfi vyssich
vlhkostech. Pouze v obdobi od proniknuti patogena do télni dutiny do opétovného prorastani
mycelia na povrch téla nejsou naroky na vysokou vlhkost v okolnim prostfedi tak vysoké.
Teplotni tolerance entomopatogennich hub je pomérné vysokd. Délka vyvojového cyklu

probiha v uzké korelaci s okolni teplotou.
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VétSina druhtt entomopatogennich hub je dokonale adaptovana i na dlouhotrvajici
nizké teploty a pieZiva i dlouhodobé zmrazeni. Ostatni abiotické faktory svym vyznamem
nedosahuji relevance vlhkosti a teploty. Na zakladé uvedenych udajii je mozné definovat
charakter optimalnich a potencidlnich nik. V soustavé odlisnych agroekosystému se pro
vyuziti biopreparati na bazi entomopatogennich hub jako nejvhodnéjsi jevi skleniky
(ochrana sazenic, rychlené zeleniny a okrasnych kvétin), zdvlahové technologie péstovani

ruznych plodin a kultur a aplikace do pudy (Landa 1998).

2.2.4.1 Vliv prostiedi na vyvoj entomopatogennich hub

Vnéjsi prosttedi ma na prubéh infekce a vyvoj patogena velmi vyrazny vliv. V potadi
klesajici relevance se nejvyraznéji uplatiuji vlihkost a teplota, mensi vyznam maji ostatni fenomy
prostiedi (slozeni a pohyb vzduchu, svétlo a fotoperioda). Faktory prostredi ovliviluji zejména
Sifeni konidii, kliceni konidii, penetraci invazni hyfy kutikulou a sporulaci. Vyvoj
entomopatogennich hub ve fazi kolonizace t¢Ini dutiny je abiotickymi faktory ovliviiovdn mén¢
vyrazn¢ (Tanada, Kaya 1993). Optimalni teplotni zona aktivity vétSiny entomopatogennich
deuteromycet se pohybuje v rozmezi 20 - 30°C. Klic¢eni konidii probiha nejrychleji pii teplotach
okolo 25°C. Konidie deuteromycet v dormantnim stavu vSak snadno piezivaji i dlouhodobé
zmrazeni a kratkodob¢ i teploty v rozmezi 45 - 55°C (McCoy et al. 1988). Klicovym faktorem
prostiedi je vlhkost. VétSina konidii entomopatogennich deuteromycet kli¢i pouze pfi r.v.v. vyssi
nez 90 %, ale ptfimé smoceni konidii ve vodé muze kli¢ivost inhibovat. Obdobné i v obdobi
sporulace vyrazné stoupaji naroky na vysokou r.v.v. a vétSina entomopatogennich hub dobie
sporuluje pouze pii r.v.v. nad 90 % (napi. Hall 1981; McCoy 1981).

V piipad¢ nevhodnych vlhkostnich pomérdt v prostfedi vytvaii vétSina
entomopatogennich hub uvnitf téla infikovaného hostitele rezistentni hyfy a saprofytickou fazi
vyvoje kompletizuje az pii vhodnych podminkéch . Nizsi r.v.v. je v fad¢ ptipadid vyhodnd pro
fazi Sifeni konidii, zejména pak u téch druhd hub, které produkuji konidie s hydrofobnim
povrchem bez mucilagenniho pokryvu (napt. B. bassiana, M. anisopliae, P. fumosoroseus a jiné
druhy hub) (Gottwald, Tedders 1982). V souhrnu interakci "patogen - % r.v.v." se vice prosazuje
vliv mikroklimatu nez hodnoty zjisténé v makroklimatickém okruhu. Piikladem jsou odlisné
poméry na povrchu listu v misté piimé interakce "patogen - hostitel" nez obecné hodnoty
naméiené v okolnim prostfedi. V porovnani s ostatnimi faktory prostredi je vlhkost jednoznacné

faktorem nejvyznamnéj$im.
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Piimy vliv svétla na prabéh infekce a vyvoj entomopatogennich hub neni doposud
podrobné znam. Svétlo negativné ovliviiuje Zivotnost konidii v prostfedi zejména podilem
paprskt UV spektra. Kratké ultrafialové paprsky maji vyraznou fungicidni ti€innost a ovliviiuji
zivotnost konidii v prib&hu jejich Sifeni v prostiedi, fazi vzniku nédkazy a také klic¢ivost konidii.
V nékterych pripadech bylo prokazano, ze svétlo indukuje vyrazné vyssi produkei konidii a také
produkci nékterych doprovodnych substanci (napt. A. aleyrodis, viz podrobnéji dale) (Landa et
al. 1989; Osborne, Landa 1992). Orientace hyf v myceliu, postaveni kondioforli a orientace

novych konidii jsou vlivem svétla siln€ ovlivnény (McCoy et al. 1988; Tanada, Kaya 1993).

2.2.5 Charakteristika nejvyznamngjSich roda a druhti entomopatogennich hub

2.2.5.1 Charakteristika hub rodu Beauveria

konidiogenni burka
vejcité konidie (fialida)

Oddéleni: Eumycota \ \

Pomocné odd€leni: Deuteromycota

stopecka

Pomocna tiida: Hyphomycetes (Etenarma)

Rad: Moniliales
zoubkované

Rod:Beauveria vieténko

hroznovité
konidiofory

myceliové vlakno (hyfa)

Mycelium je bilé nebo krémové zbarvené. Konidiofory hroznovité, na bazi cibulovité.
Konidiogenni bunky (fialidy) jsou dlouhé, zubovité formované, z nich vyrustaji sterigmata, na
nichz se tvofi jednotlivé konidie. Konidie maji tvar vejcity a jsou jednobunécné.

Nejvyznamnéjsi zéstupci B. bassiana, B. brongniartii, B. tenella reprezentuji pfevazné
Siroce polyfagni houby, které se bézn¢ vyskytuji v piid€ a parazituji na plidnim hmyzu, resp. na

stadiich hmyzu, ktera se vyskytuji v pad¢ (napf. pii pfezimovani).
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V sortimentu hostitelii jsou zastoupeni zastupci zfada rovnoktidli (napt. krtonozky),
brouci (napf. larvy a kukly chroustl a chroustkil, mandelinky bramborové, lalokonoscli a mnoho
dalSich druht), larvy a kukly motyli a dvoukitidlého hmyzu. V posledni dobé byly izolovany i
kmeny B. bassiana, které vykazuji vysokou virulenci na riznych druzich stejnokiidlého hmyzu
(napf. na molicich a msicich). V CR byly registrovany biopreparaty Boverol a Boverosil.
V zahranici je k dispozici fada biopreparatl na bazi B. bassiana a B. brongniartii, které jsou
pouzivany zejména v lesnictvi a okrasném zahradnictvi proti larvdm vrubounovitych a
nosatcovitych broukil nebo proti Sirokému sortimentu Skiidct rychlené zeleniny a okrasnych
kvétin (napft. piipravek MYCOTROL firmy Mycotek).

Ptirozené epizootie zpiisobené touto houbou v populacich molic prakticky nejsou znamy,
pouze v ojedinélych piipadech je patogen zjistén na spontanné infikovanych molicich (Fransen
1990). B. bassiana je typickym ptedstavitelem entomopatogenni mykoflory plidy a jeji vyskyt na
Sktidcich kolonizujicich vyhradné nadzemni ¢asti rostlin (molice, msice) je velmi fidky. Nicméné
v pokusech (Landa, Jiranova 1989) bylo prokazano, ze jednorazova aplikace suspenze konidii B.
bassiana muze iniciovat ndkazu larev a dospé€lcii na trovni, kterou lze oznacit za regulacni
zasah. Avidzba (1983) pouzil biopreparat na bazi B. bassiana proti molici Dialeurodes citri v
ramci Siroce koncipovaného PIO a prokazal vysokou ucinnost tohoto biopreparatu proti
uvedenému druhu molice. Borisov & Vinokurova (1983) pouzili s taspéchem houbu Beauveria
bassiana proti molici sklenikové na okurkach. V pokusech pouzili kmen B. bassiana, ktery byl
pasazovan pres tohoto cilového hostitele a teprve nésledné nakultivovan za ucelem ziskat
dostate¢né mnozstvi infekénich propaguli pro pokusy. Kromé samotné G¢innost B. bassiana na
molici sklenikovou tak prokazali moznost zvysit ¢innost patogena umélou manipulaci formou

selekce pfes prirozeného hostitele. Mezi nejvyznamnéjsi druhy rodu Beauveria patii :

B. bassiana —konidie globoidniho az subgloboidniho tvaru, konidiogenni struktury tvoti
husté shluky
B. brongniartii — konidie podlouhlé vejcité az cylindrické, konidiogenni struktury §tihlé,
tvori fidké hrozny
B. globurifera — vejcité konidie
B. velata — konidie kulovité az elipsoidni, lehce ornamentované, pokryté zelatinovou vrstvou

B. amorpha — konidie cylindrické, Casto jednostrané zplostélé.

- 15 -



2.2.5.2 Charakteristika hub rodu Metarhizium

ovalné konidie

Oddéléni: Eumycota

Pomocné odd€leni: Deuteromycotina

Pomocna ttida: Hyphomycetes
retizky

Rad: Moniliales konidii

Rod: Metarhizium

konidiogenni buriky
(fialidy)

konidiofory

myceliove vlakno

Mycelium je zprvu bilé, pozd€ji se méni na zelené ,,muskardiny®. Konidiofory se
vetvi, tvofi utvary podobné hustym mnohoramennym svicnim. Konidiové bunky (fialidy)
jsou kratké a tvori se v blocich. Konidie jsou dlouhé, tyCinkovité az hranolovité, tvofi
kompaktni sloupce (fetizky) a jsou pfimknuty k sobg, na obou koncich zaoblené; zelenosedé

az olivove zelené.

M. anisopliae, M. flavoviridae reprezentuji Siroce polyfagni houby, které jsou prevazné
vazany na pudni hmyz (rovnokiidli - Orthoptera, brouci - Coleoptera a dvoukiidli - Diptera).
Nékazy vyvolané metarhizii jsou oznacovany jako ,,zelené muskardiny*, protoze infikovany

jedinec portista hustym, tmavée zelenym myceliem.

Tyto houby se bézn¢ vyskytuji v piidach oblasti mirného pasma, subtropd a tropa.
Podobné jako B. bassiana jsou b&znou slozkou pid na celém tizemi CR, kde pisobi jako
piirozeni regulatoii v populacich piidniho hmyzu. Biopreparaty na bazi metarhizii jsou
velkoplosné aplikovany zejména v zemich Jizni Ameriky (Brazilie, Argentina, Kolumbie). K
nejvyznamnéj$im druhtim rodu Metarhizium patii M. anisopliae, M. album, M. brunneum a

M. glutinosum.
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2.2.5.3 Charakteristika hub rodu Paecilomyces
Oddéléni: Eumycota
Pomocné oddéleni: Deuteromycotina

Pomocna ttida: Hyphomycetes

Rad: Moniliales
fetizek
konidii

Rod: Paecilomyces

kenidiofor

Mycelium je vzdu$né, vatovité, zprvu bil¢, pozdé€ji méni barvu od odstinti narizovélé,
nafialovélé az Sedofialové barvy, zména barvy ptfimo koreluje se stupném sporulace kultury.
Konidiofory jsou na hyfach umistény pteslenovité. Na jednom konidioforu je ptitomno 3-6
konidiogennich bunék (fialid). Konidie jsou ovalné, hydrofobni; na konci fialid se oddéluji
postupné, nejmladsi konidie je vzdy v kontaktu s fialidou a odtlacuje starsi konidie dal do

tvoficiho se fetizku.

Druhy P. fumosoroseus, P. farinosus, P. lilacinus a P. variotii, reprezentuji Siroce
polyfagni entomofagni, akarifdgni a nematofagni druhy hub, kter¢ iniciuji ndkazy na zastupcich
zmnoha tadh hmyzu (Orthoptera, Thysanoptera, Homoptera, Coleoptera, Lepidoptera,
Diptera), fytofagnich rozto¢ich (napt. sviluskoviti - Tetranychidae) a nékterych druzich had’atek
(cystotvorna had’atka zrodi Globodera, Heterodera). K nejvyznamngj$Sim zastupciim rodu

Paecilomyces patii Siroce polytagni P. fumosoroseus (déle t¢zZ PFR).

PFR je kosmopolitni Siroce polyfagni houbovy patogen. VétSina zaznamu se tyka
izolace PFR z rtiznych druhii hmyzich hostitela .

PFR vykazuje nejen status entomopatogenni a akarifaigni houby, ale za urcitych
okolnosti vykazuje i statut mykoparazita. Patogen se jako ektoparazit mize vyvijet na rzich a na
ruznych druzich padli, napf. na konidiich padli okurkového. Tento druh je jiz vyuzivan
v praktické ochrané rostlin. Americka firma Thermo Trilogy Corporation vyrabi a distribuuje
biopreparat ,,PFR 97 WDG - Apopka®“, ktery je pod obchodnim ndzvem PREFERAL
distribuovan také belgickou firmou BIOBEST v Evropg¢.
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Tento preparat je pouzivan v ochrané rychlené zeleniny a okrasnych kvétin proti Sirokému
sortimentu $kiidcti (msice, molice, &ervci, tiasnénky..a dali). V CR je pokusné pouzivan v
ochrané jehli¢nani proti kiirovetim z rodu Ips (napt. I. Typographus) a v ochrané brambor proti
mandelince bramborové.

Prvni zdznam o asociaci PFR s molicemi pochazi z Ciny zroku 1983 z oblasti
Pekingu, kde bylo PFR zjisténo jako patogen ptirozené se vyskytujici v populacich molice
sklenikové T. vaporariorum ve sklenicich, kde plsobil velmi silné spontanni epizootie, které
docasné zcela zdecimovaly populace tohoto Skiidce. Tento kmen byl odizolovan a jako vysoce
virulentni vii¢i molici sklenikové byl oznacenim jako ,,subspecies beijingensis®, tedy jako P.
fumosoroseus var. beijingensis (Fang et al. 1983). Druhym piipadem piirozené epizootie
zpisobené P. fumosoroseus v populacich molic je periodicky vyskyt P. fumosoroseus
v populacich molice tabdkové Bemisia tabaci na Floridé (Osborne et al. 1990).0dizolovany
kmen byl oznacen jako PFR 97- kmen Apopka (Apopka- oblast na Florid¢, kde byl kmen PFR
97 poprvé zachycen a odizolovan) (Osborne, Landa 1992; Bolckmans et al. 1995; Lacey et al.
2000). Molice T. vaporariorum a B. tabaci patii mezi velmi senzitivni hostitele, na kterych
muze P. fumosoroseus prodélavat vyvoj na vSech vyvojovych stadiich , vCetné vajicek a
dospélct (Landa et al. 1994). K dal$im vyznamnym zastupcim hub rodu Paecilomyces patii

P. farinosus, P. lilacinus a P. variotii.

2.2.5.4 Charakteristika hub rodu Lecanicillium

elipsoidni konidie

T
Odd¢leéni: Eumycota " f
/. ;—e

Pomocné odd€léni: Deuteromycotina

Pomocna tiida: Hyphomycetes \
konidie pokryté
mucilagenni vrstvou

Rad: Moniliales

shiluk konidii

Rod: Lecanicillium \\

lahvicovité konidiofory

myceliové viakno
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Mycelium je vzdus$né, bilé. Konidiofory jsou dlouhé, uzké, lahvicovité; na myceliu
jsou umistény v pteslenech a vyrtstaji protilehle 2,3 az 4. Konidie maji elipsoidni tvar ; tvoii
se postupné¢ a vzdy nova, mladsi odtlacuje diive vytvotenou, tvoii shluky podobné kulickam,
které jsou pokryty mucilagenni hmotou.

Lecanicillium lecanii (Zimmerman) (Deuteromycotina, Hyphomycetes), dfive
Verticillium lecanii (Zimmermann), je kosmopolitné rozsiteny druh entomopatogenni houby,
ktery byl poprvé popsan po izolaci z ¢ervce Coccus viridis (Hall 1976; 1981). V minulosti byl
tento patogen evidovan pod rlznymi jmény (napt. Cephalosporium lecanii, C. aphidicola)
(Samson & Rombach 1985). L. lecanii je velmi dobie zndmé polyfagni entomopatogenni
houba. Spontanni epizootie zplsobené timto patogenem jsou nejCastéji zaznamenavany v
populacich hmyzu tadu Homoptera, zvlasté pak v populacich riznych druhi msic, molic a
cervell. U téchto hostitelit napadéa patogen vSechna vyvojova stadia kromé vajicek (molice), kterd
jsou infikovana jen vyjimecné (Hall 1976).

Mén¢ cCasté jsou zdznamy tykajici se vyskytu L. lecanii v populacich hostiteli patiicich
do jinych f4dG hmyzu, nicméné v sortimentu hostiteli patogena byly zaznamenéni zéastupci fada
Orthoptera, Heteroptera, Thysanoptera, Lepidoptera, Coleoptera a Hymenoptera, z nichz
zejména nékteré druhy tfasnének patii k velmi béznym hostitelim (vcetné klicovych skidct
sklenikovych plodin - Thrips tabaci a Frankliniella occidentalis). Také u téchto hostitelti napada
L. lecanii ptednostné larvy, mén€ pak dospélce, piipadné kukly. V pfipad€ tfasnének byly
zaznamenany infekce na vSech vyvojovych stadiich s vyjimkou vajicek, kterd jsou chranéna
parenchymem listl hostitelskych rostlin (Hall 1980; McCoy ef al. 1988).

Obdobn¢ jako u Metarhizium anisopliae 1 v piipad¢ L. lecanii bylo zjisténo, ze v
zavislosti na hostitelském druhu vytvafi morfologicky odlisné kmeny, které jsou
charakterizovany jako kmeny s "velkymi konidiosporami" (izolovany pfevazné z msic) a kmeny
s "malymi konidiosporami" (izolovany z molic) (Hall 1985). Tato skutecnost se odrazi i v
nabidce biopreparati na bazi L. lecanii, které jsou jiz k dispozici jako registrované biopreparaty
(viz. dale).

Spektrum parazitismu L. lecanii vSak neni omezeno pouze na hmyz. Spontdnni epizootie
zpusobené L. lecanii byly zjistény i v populacich nékterych druhl roztoct (napt. na zéastupcich
svilusek Tetranychidae a vinovniki z celedi Eryophidae) (Gams 1971; Kanagaratnam et al.
1981). Krom¢ parazitické asociace s uvedenymi skupinami ¢lenovcl bylo zjisténo, Ze se L.
lecanii vyskytuje i jako ektoparazit na nékterych druzich fytopatogennich hub. Piikladem této
ektoparazitické¢ formy vyvoje L. lecanii je vyskyt na uredosporach riznych druht rzi (napf.
Uromyces dianthi, U. appendiculatus, Puccinia graminis aj.) (Hall 1981; Deacon 1983).
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V praktické biologické ochrané vSak zdaleka neni takto Siroké parazitické spektrum
vyuzivano. L. lecanii je zdmérn€ vyuzivano pouze pro biologickou ochranu sklenikovych plodin
proti mSicim, molicim a tfdsnénkam a zdznamy o pokusech zamétfenych na vyuZiti L. lecanii

proti jinym hostiteliim jsou prozatim jen velmi sporadické.

V sortimentu dostupnych biopreparath maji jiz tradicni misto biopreparaty firmy
KOPPERT (Nizozemi), které¢ jsou znamy pod obchodnimi ndzvy MYKOTAL (ur¢en k ochrané
sklenikovych plodin proti molici sklenikové a molici bavinikové), VERTALEC (kmen vysoce
virulentni na rGzné druhy msSic) a TRIPTAL (kmen L. lecanii s vysokou uc¢innosti na hmyz

trasnokiidly, napf. ttasnénka zahradni 7. tabaci a ttdsnénka zapadni Frankliniella occidentalis).

2.2.5.5 Charakteristika hub rodu Aschersonia

vietenovité pyknospory

Odd¢leni: Eumycota
myceliaini é§::= Q§§§
Pomocné oddéleni: Deuteromycota soma
\

Pomocna tiida: Coleomycetes

mucilagenni masa

pyknospor pyknida

Rad: Sphaeropsidales 7

Rod: Aschersonia fialidy

pyknospora

V ramci rodu je evidovano pres 50 druhii hub tzce specializovanych na Cervce a
molice. Pfirozeny vyskyt téchto hub je vdzan na subtropické oblasti. V souvislosti s uzkou
specializaci jsou v ramci rodu Aschersonia odliSovany druhy, které parazituji vyhradné na
Cervcich (skupina Lecaniicolae) a druhy parazitujici vyhradné na molicich (skupina
Aleyrodicolae) (Procenko 1967; Fransen 1990).

Do skupiny Aleyrodicolae patii kromé nejrozsifenéjSiho druhu A. Aleyrodis Weberr 1
druhy A. flava, A. goldiana, A. flavocitrina, A. placenta, A. viridis a dal$i. Z hlediska
biologické ochrany proti molicim je jednozna¢né nejvyznamnéj$im a nejstudovanéjSim
druhem houba A. aleyrodis, kterd je béznou  soucasti entomopatogenni mykoflory
v agroekosystémech citrusovych sadll (Fransen 1990). Poprvé byla zjiSténa a popsdna na
pocatku stoleti po izolaci z molice citrusové Dialeurodes citri v priabéhu pfirozené epizootie

v citrusovych sadech na Florid¢ (Fawcett 1908; Pech 1921).
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Kromé molice citrusové byla nésledné zjisténa i na dalSich druzich molic, z nichz
mezi nejvyznamngj$i patii 7. vaporariorum, T. abutiloneus, B. tabaci, B. gifardii, D.
citrifolii, Aleurocanthus woglumi a Tetraleurodes acaciae (Fransen 1990).

Pyknospory A. aleyrodis jsou jednobunécné, fusiformni, vietenovitého tvaru, se
zietelnymi inkluzemi v protoplazmé (3-5 inkluznich kapek uvnitf vyzralych pyknospor) a jsou
produkovany fialidami ve form¢ mucilagenni masy. Fialidy jsou uloZeny v pyknidach, které
se formuji v hustém mycelidlnim stromatu na povrchu usmrceného hostitele (Samson,
Rombach 1985). Béznou soucasti mucilagenni masy pyknospor je -karoten, ktery zptsobuje
nejen typické zbarveni samotné masy pyknospor, ale je i1 pfic¢inou nacervenalého zbarveni
infikovanych larev (Landa et al. 1989). Vyznam B-karotenu v mucilagenni mase pyknospor
neni doposud uspokojivé vysvétlen. Pravdépodobna tloha B-karotenu je v ochrané pyknospor
proti negativnim ucinklim slune¢niho zatfeni (Osborne, Landa 1992). K nejvyznamnéjSim
druhtim entomopatogennich hub rodu Aschersonia patii: A. aleyrodis, A. placenta, A. goldiana

a dalsi pfevazné tropické a subtropické druhy.

2.3 Charakteristika molic Bemisia tabaci (molice bavinikova) a Trialeurodes vaporariorum

(molice sklenikova)

2.3.1 Vyznam molic

Molice (Homoptera, Aleyrodidae) jsou v entomofauné fytofagnich druht skodicich na
zemédélsky vyznamnych plodindch péstovanych v palearktické oblasti zastoupeny velmi
sporadicky. Nejvétsi druhové zastoupeni molic je registrovano v subtropickych a tropickych
pasmech riznych zoogeografickych oblasti. Z téchto oblasti jsou nékteré druhy molic nahodile
introdukovéany do novych arealt rozsiteni, ve kterych Casto a rychle ziskavaji status klicovych
Skiideli (Bink-Moenen, Mound 1990). Klasickym piikladem introdukce molic do nového aredlu
(mirného pasma palearktické oblasti) je zavleceni molice sklenikové Trialeurodes vaporariorum
Westwood do Evropy. Tento $kiidce byl poprvé do Evropy zavleCen na pocatku minulého
stoleti (pravdépodobné na orchidejich z Chille do Velké Britanie) a postupné se rozsitil nejen po
celé Evrope, ale jako kosmopolitné rozsiteny druh dnes patii mezi nejvyznamnéjsi polyfagni
Sktidce sklenikovych plodin (Vet et al. 1980). V teplejsich oblastech jizni Evropy skodi molice

sklenikova i na plodinach péstovanych v polnich podminkach.
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Obdobnym piipadem je i1 dalsi polyfagni molice Bemisia tabaci Gennadius (molice
bavinikovd), kterd byla v 70. letech poprvé zjiSténa na nékterych lokalitach jihovychodniho
pobtezi USA (Florida), v kratké dobé¢ se rozsitila az na zapadni pobtezi USA (Kalifornie) a dnes
patii k nejvyznamnéjsim Skidcim devastujicim sklenikové a polni plodiny nejen na celém jihu
USA, ale i v fad¢ dalSich stati USA (Lopez-Avila 1986, Osborne 1988). V Evropé byla B. tabaci
poprvé zjisSténa na konci 80. let ve sklenicich v Nizozemi a Velké Britdnii a v kratké dob¢ se
rozsifila po celé Evropé, véetn& CR. V soucasnosti je sice tento $kiidce v CR na seznamu
z oblasti, kde je tento Skiidce znam jiz delsi dobu, jasné prokazuji, Ze molice bavinikova predci
svym vyznamem a Skodlivosti 1 molici sklenikovou. V oblastech, kde jeji introdukce nésledovala
az za molici sklenikovou, dokazala v kratké dobé obsadit i niky pivodné kolonizované molici

sklenikovou, kterou v n€kolika letech uplné€ vytésnila (Lopez-Avila 1986; Byrne et al. 1990).

2.3.2 Morfologie, bionomie a vyznam molice sklenikové (Trialeurodes vaporariorum)

Molice sklenikova (Trialeurodes vaporariorum, Westwood) (Homoptera,
Aleyrodidae) je kosmopolitné rozsifeny Sktidce. Pochazi pravdépodobné ze Stfedni Ameriky
(Hnizdil 2006). Do Evropy byla zavleCena na pocatku 20. stoleti a postupné se rozsitila
v ramci celé palearktické oblasti, kde se stala béznou soucasti entomofauny sklenikovych
agroekosystémd.

V polnich podminkach se jako Skiidce prosazuje jen vyjimecné. V nevytapénych
sklenicich nepfezimuje a jeji periodicky vyskyt podmiinuji kazdoro¢ni (re)introdukce na
pocatku nebo v pritbéhu vegetacniho obdobi (Vet ef al., 1980).

V poslednich letech vyznam molice sklenikové roste a stavd se jednim
z nejvyznamngjsich skadcu sklenikovych kultur (Osborne, Landa 1992).

Molice sklenikové je Siroce polyfagni druh. Dosud bylo popsano vice nez 250 druhii
hostitelskych rostlin patficich do 11 celedi (Vet et al. 1980). Je castym dominantnim
zivoc¢isnym sktidcem v porostech sklenikovych rajéat, okurek a paprik. Z okrasnych rostlin
dava prednost rodim Azalea, Calceolaria, Euphorbia, Fuchsia, Pelargonium a Verbena
(Hnizdil 2006). Z bézného sortimentu rychlenych rostlin patii mezi méné vhodné az nevhodné
napf.: salat, karafiaty a aspardgus. Mezi dilezité hostitele patii i prevdzné vétSina plevelnych

rostlin (ohniska ptezivani molice sklenikové) (Bartos a kol. 1990, Landa 1985).
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Skody na rostlindch zptisobuji sanim viechna vyvojova stadia, zejména na spodni
stran€ listl. Napadené listy se odbarvuji, zZloutnou, deformuji a nasledné opadavaji (Muska
2006). Nejvyznamnéj$i poskozeni rostlin souvisi s produkci medovice. Tekuté vykaly jsou
siln¢ koncentrované, prevazné¢ glycidy obsahuji roztoky, které vznikaji v modifikovaném
zazivacim traktu molic. Medovice je vylucovana ptes fitni otvor, ktery je u molic umistén na
hibetni stran¢ konce zadeCku. Z populaci molic, které se vyvijeji a Ziji na spodni strané listq,
odkapéava medovice na svrchni stranu listi v niz$ich patrech a pokryvé jejich povrch (Byrne et
al. 1990 podle Landa 1994). Medovice negativné ovliviiuji transpiraci listd, zptsobuje listové
nekrozy (fyziologické popaleni listil) a poskytuje vhodnou zivnou plidu pro rlst
saprofytickych ¢erni (napt. Cladosporium ssp.) , které negativné ovliviiuji fotosyntézu (Bartos
a kol. 1990). Prendsi také patogenni viry (naptf. mozaiku okurky). V nckterych ptipadech
mohou napadené rostliny odumirat (Muska 2006).

Vyvoj molic je charakterizovan jako neometabolie tvofici vramci tfidy Insecta
piechod mezi proménou dokonalou a nedokonalou (Landa 1994).

Molice sklenikova je celym svym vyvojem vdzanéd na nadzemni ¢asti hostitelskych
rostlin. Vyvojovy cyklus zahrnuje tii vyvojova stadia: vajicko, nymfa (4 larvalni instary) a
1mago.

Neoplodnéné samiCky kladou haploidni vajicka (po probéhnuti vyvoje davaji vznik
dospélcim samciho pohlavi). Oplodnéné samicky kladou jednak diploidni vajicka
(v potomstvu dospivaji samicky), ale i haploidni vaji¢ka (dospivaji samci) v sexualnim indexu
0,55-0,6 (Bartos a kol. 1990, Landa 1994). Primérna plodnost samicek se pohybuje v rozmezi
120-160 vajicek (s maximem az 400), pfi primérné denni snisce 3-5 vajicek na jednu
sami¢ku s maximem az 10.Celkovou i denni snisku ovliviiuji nejvyraznéji teploty (spodni
teplotni hranice pro kladeni je 11 °C, optimalni teploty 22-26 °C) a druh hostitele (Landa
1984, Stenseth 1985).

Vajicka jsou svétla, zluto-zelend, eliptickd , jsou uchycena stopkou do houbového
parenchymu listu, na spodni stranu mladych listi do Uplnych nebo neuplnych krouzk.
Z vajicek, kterd postupné tmavnou, se lihne drobna, pohyblivd larva 1. instaru (tzv.
»crawler). Po kratkém ohledani listu se larva méni na sedentérni a na kolonizovaném misté
probiha cely dalsi vyvoj jedince az do stadia dospélce. Larvy 1.-3. instaru jsou ovalné, ploché,
nepohyblivé s jedinou barevnéji vyrazngj$i zoénou na abdoménu v mistech , kde jsou
lokalizovany mycetomy (dvé zluté az zlutozelené skvrny). Jejich detekce na povrchu listu je
nesnadna. K vyraznéjsim morfologickym odliSnostem dochdzi u larev 4. instaru, kdy jedinec

dokoncuje metamorfozu v dospélce.
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Tento vyvojovy stupen je nékdy souhrnné oznacovan jako ,,puparium®, Castéji je pouzivano
déleni na tfi podstupné: ¢asnd larva 4. instaru, stiedni larva 4. instaru a pozdni larva 4. instaru
(Vet et al. 1980, Barto$ a kol. 1990, Landa 1994) . VSechna stadia nymfy maji Zlutozelené
zbarveni.

Casna larva 4. instaru je stejné jako mladsi larvy plocha a pfijima potravu pomoci
dlouze §tétinovitého bodave savého ustniho Ustroji. Ve fazi stfedni a pozdni larvy 4. instaru
kon¢i kontakt s pletivem a nastupuje konecna faze vyvoje , ve které jedinec jiz potravu
nepfijimd - pocatecni faze stfedni larvy 4. instaru. V této fazi dochédzi k vyraznym
morfologickym zménam. Ploché télo se zvySuje, tvofi se silnd voskova schranka s druhoveé
specifickymi trichomy.

Ve fazi pozdni larvy 4.instaru se v hlavové ¢asti formujiciho se dospélce objevuji
vyrazné karminové cCervené zbarvené oci a pies voskovy té€lni povrch lze pozorovat
formujiciho se dospélce. Dospélci se lihnou hibetnim otvorem ve tvaru pismene T (Vet et al.
1980, Bartos a kol. 1990, Landa 1994).

Imaga T. vaporariorum jsou 1,5-2,0 mm velkd, maji nadpadné bile zbarvena kiidla.
Bil¢ zbarveni zplisobuje jemny voskovy pokryv. T¢€lo dosp€lcti je zlutavé a oci jsou Cervené.
Kiidla prvniho a druhého paru jsou zhruba stejného tvaru a velikosti a v klidu jsou sloZena
sttechovité (Landa 1986).

Délka vyvoje je pifimo zavisla na primérnych teplotach, z ¢4sti je ovlivnéna 1 druhem
hostitelské rostliny. Spodni teplotni hranice pro vyvoj je 10 °C (vyvoj 1. generace trva pfi této
teplot¢ 75-105 dni). Se zvySujici se teplotou dochazi k vyraznému zkraceni vyvoje.
V béznych sklenikovych podminkach (teplotni rozmezi 18-30 °C) realizuje molice sklenikova
v pruméru 1,0-1,3 generace za mésic (Barto$ a kol. 1990). Hostitelska rostlina nejvyraznéji
ovlivituje plodnost a pfirozenou mortalitu Sklidce v priitbéhu vyvoje prvni generace (Landa

1985).

2.3.3 Morfologie, bionomie a vyznam molice bavinikové (Bemisia tabacti)

Molice bavinikova (Bemisia tabaci, Gennadius 1889) (Homoptera, Aleyrodidae) je
Siroky polyfag vyskytujici se zejména v tropickych a subtropickych oblastech celého svéta.
Rod Bemisia celosvétové zahrnuje 37 druhii. Ve stfedni Evropé byli zjisténi pouze dva
zastupci tohoto rodu: Bemisia tabaci (Gennadius 1889) a Bemisia afer (Priesner & Hosny,

1934).
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B. tabaci byla v Cesku poprvé determinovana Jifim Zahradnikem v roce 1988 na
ibisku (Hibiscus rosa-sinensis). Orientaéni prizkum UKZUZ v letech 1993 az 1995 zjistil
vyskyt B. tabaci ve vice nez 15 zahradnickych podnicich v celé CR mimo vychodoéeskou
oblast. Neevropské populace tohoto druhu je zakazano zavlékat a rozsifovat na tizemi CR a
ostatnich stati Evropského spolecenstvi. Pro evropské populace se toto opatieni vztahuje na
uzemi chranénych zon EU. Hlavni pfi¢inou fytosanitarnich opatieni je, Ze tato molice prenasi
celou fadu nebezpenych virG karanténniho vyznamu (napf. Bean golden mosaic
begomovirus, Cowpea mild mottle carlavirus, Lettuce infectious yellows closterovirus,
Pepper mild tigre begomovirus, Squash leaf curl begomovirus, Euphorbia mosaic
begomovirus, Tomato mottle begomovirus).

Druh byl poprvé nalezen a popsan na rostlinach tabaku v roce 1889 Gennadiem
v Recku jako Aleurodes tabaci. Od konce dvacatych let minulého stoleti se za¢ala kontinualné
Sifit do vSech oblasti subtropického a mirného pasma. V 80. letech minulého stoleti se stala B.
tabaci vaznym kosmopolitnim Skiidcem a pfenaseCem nebezpecnych virii (Biezikova,
Cervena 2005). Evropské a stiedozemni organizace (EPPO) zatadila tuto molici do seznamu
karanténnich organizmli a doporucuje kontrolovat jeji vyskyt v dovdzeném zbozi rostlinného
puvodu (Hnizdil 1994). Na rozdil od molice sklenikové zpiisobuje B. tabaci v nékterych
oblastech obrovské Skody i na polnich plodindch (Van Lenteren, Noldus 1990). V polnich
podminkéach vazné §kodi v jihoevropskych zemich, napf. v Recku, Portugalsku, Italii.

B. tabaci je Siroce polyfagni savy sktidce. Jeji hostitelské spektrum zahrnuje vice nez
500 druhti rostlin ze 74 celedi. Uptednostituje hostitelské rostliny z celedi Solanaceae,
Cucurbitaceae, Euphorbiaceae a Malvaceae. Hostitelska rezistence nebyla prokazana. V
souCasnosti se zahrani¢ni Slechtitelé zabyvaji Slechténim rezistentnich odriad vici
geminivirim, které B. fabaci ptenasi. U mnoha hostitelskych druhd byla pfi ovipozici
(kladeni vaji¢ek) zjisténa urcita preference odrid v zavislosti na typu listi. Napt. u soji a
bavlniku samicky preferuji odrady s ochlupenymi listy. U brukvovitych rostlin zase samicky
uptednostiiuji odridy s listy lesklymi a s tenci voskovou vrstvou.

Na rostlindich Skodi dospélci a nymfy sanim, naslednou produkci medovice a
prenosem rostlinnych virti. Listy poSkozené sanim se vyznacuji riznym stupném chlordzy.
Pozd¢ji se u rostlin projevuje zakrslost, usychani a defoliace. Medovice zneciStuji povrch
listi a plodii a jsou Zivnym médiem pro saprofytické ¢erné. Cerné poriistaji velké asimilaéni
plochy listl, tim snizuji fotosyntézu a snizuji tak pozadovanou kvalitu produktl (Bfezikova,

Cervena 2005).
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Nepftiznivou vlastnosti B. tabaci je jeji schopnost pfenaset asi 60 rostlinnych vira
napadajicich kulturni rostliny (Hnizdil 1994). Rostlinné viry pfenaSené B. fabaci nalezi do
peti  taxonomickych skupin (rody Begomovirus, Carlavirus, Closterovirus, Crinivirus,
Ipomovirus). Z ekonomického hlediska jsou nejvyznamnéjsi skupinou viry zrodu
Begomovirus. Tyto viry ptenaSi B. tabaci perzistentné, cirkulativné a napropagativnim
zpisobem. To znamend, ze vektor si zanechéva schopnost pfenosu viru po cely zivot, pfi¢emz
virus cirkuluje celym télem vektora a nemnozi se v ném (Hejsek 1999).

B. tabaci prod¢lava tfi vyvojova stadia — vajicko, Ctyfi nymfalni instary, dospélec.
Vyvoj z vajicka po dospélce trva v zavislosti na teplot¢ 17 — 65 dni.

Samicky kladou vajicka na spodni stranu listl v poc¢tu 50-400 kust (prumér je 160
vajicek) ve tvaru celého nebo ¢asteéné¢ho krouzku. Za pét az sedm dni se z vajicek lihnou
nymfy prvniho instaru. Vyvoj jednotlivych nymfélnich stupnii probihd v rozmezi jeden az
Ctyfi dny (prvni instar), pét az osm dni (druhy az tfeti instar) a Sest az deset dni (Ctvrty instar).
Dospélci ziji 10-15 dni pii optimalni teploté prostiedi. Pfi nizsi teplot¢ a bez hostitele je
imago schopno ptezit i nékolik tydnti.

Vajicko je ovalného tvaru, o velikosti 0,2 x 0,1 mm, na bazi hruSkovité rozsifené
s kratkou stopkou. Cerstvé nakladena vaji¢ka jsou bélavé Zluta, pozd&ji tmavnou do svétle
vinové barvy (nikdy ne tak tmava jako u 7. vaporariorum). Nymfy prvniho instaru (crawler)
jsou ovalné, ploché o velikosti 0,27 x 14 mm. Jsou pohyblivé. Maji dobfe vyvinuté tfi pary
koncetin, kratka tiiclankova tykadla, ervené o€i. Nymfy druhého az ctvrtého instaru jsou
sedetérni (prisedlé). Maji zakrné€lé koncetiny i tykadla, nefunkéni o¢i. Vylucuji voskové
vypotky, které¢ slouzi k pevnému pfilnuti k povrchu listu. Jsou ploché, ovalné, krémové
nazloutlé az nazelenalé barvy. Jednotlivé vyvojové stupné se kromé velikosti vyraznéji
neodlisuji (0,37 — 0,66 mm). Nymfa ¢tvrtého instaru je plochd, jeji dorsalni ¢ast se postupné
vyklenuje a dortistd do pozdniho Ctvrtého instaru, ktery jiz nepfijimé potravu a je velikosti
0,87 x 0,63 mm. V této fazi se postupn¢ nymfa metamorfozuje v imago. Pozdni Ctvrty instar,
tzv. puparium (red-eyed nymphal instar) md krémové zluté zbarveni, vice konvexni tvar,
vyrazné ¢ervené oc€i a pies voskovou vrstvu puparia lze zietelné vidét prosvitajiciho dospélce.

Morfologickd stavba puparia (zejména pocet a délka dorsalnich Stétin, velikost
puparia, zbarveni a tvar téla) je znacné variabilni v zavislosti na typu listového povrchu
hostitele. Puparia ptisedla na hladkém listovém povrchu maji mensi nebo zadny pocet kratSich
trnll na dorsélni strang, zatimco pii vyskytu na drsném ochlupeném listovém povrchu maji

vyvinuty dlouhé hibetni trny (Biezikova, Cervena 2005).
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Imago predstavuje okiidleného dospélce, ktery se lihne Stérbinou ve tvaru pismene T
(Vet et al. 1980, Barto§ a kol. 1990, Landa 1994). Po vylihnuti setrvavaji prdzdné exuvie
spolu s zivymi puparii na listech a mohou dobie poslouzit k determinaci. T¢lo imaga méa zluté
zbarveni, dva pary blanitych ktidel, které jsou pokryté vrstvou bilych voskovych Supinek.
Rozpéti kiidel je 1,8 — 2,1 mm a v klidu jsou stiechovité slozend. Tykadla maji sedm ¢lankt.

Vyvoj z vajicka po dospélce trva v zavislosti na teploté 17 —65 dni. Idealni teplota pro
vyvoj B. tabaci je 27 °C. Spodni hrani¢ni teplota je 11°C a horni 33°C. Ve sklenikovych
podminkach je B. tabaci schopna vyprodukovat az 14 generaci za rok (Jayma, Roland 2007).

Tabulka 4: Zakladni bionomické charakteristiky vybranych druht molic (upraveno podle
Byrne, Bellows 1991)

-k Délka
Druh Oblast Generaci eneeE ;1V9ta Vaj 191§a/ 1| Vyvoj ovd vaj 1ck’a
za rok . imag samicku | po dospélce (dni)
(dni) .
(dni)
B. tabaci Arizona 14 12-32 10-15 50-400 17-65
T.vaporariorum | skleniky* | 7-15 21-30 9-15 5-319 22-93

*plati obecné pro viechny oblasti, ve kterych je vyuZivano p&stovani rostlin ve sklenicich nebo foliovych krytech

Obrazek 2: Vyvojova stadia molic (Anone, 2002; Moschetti 2003)

molice sklenikova
- larva 4.instaru, imago

molice bavinikova
- larva 4. instaru, imago

vajicka Q G
g B
a

nymfa 4. % 0 G

instaru

By M. Flint (1994
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2.3.4 Diagnostika molice bavinikové Bemisia tabaci a Trialeurodes vaporariorum

VSechna vyvojova staddia B. tabaci (molice bavinikovd) lze pomoci lupy
morfologicky rozlisit od 7. vaporariorum (molice sklenikova). Puparium B. tabaci je plossi,
ma aerodynamicky tvar (kopiruje list), jeho okraj svira s listem ostry thel (naproti tomu
puparium 7. vaporariorum je vice vyklenuté, z profilu ma tvar , krabicky sardinek*,okraj vici
roviné listu je kolmy, viz obrazek 3).

Spolehliva determinace se provadi nejcastéji na zdklad¢ vnéjSich morfologickych
charakteristik nymf ¢tvrtého instaru a imag. Dilezitymi rozliSovacimi znaky ¢&tvrtého
larvalniho stupné jsou tvar a zbarveni téla, pfitomnost a pocet hibetnich set, pfitomnost
submarginalnich papil, sloZeni a tvar analniho aparatu. Dospélci se 1i8i velikosti, skladanim a
zilnatinou kiidel. Vyuziva se zejména determinacnich znakii na hlavé, koncetinach a zadecku

(Biezikova, Cervena 2005, viz obrazek 4).

Obrazek 3: Puparia Trialeurodes vaporariorum a Bemisia tabaci

Trialeurodes vaporariorum Bemisia tabaci

B
o

W Zdenék'Landay ZF JCU

Obrazek 4: RozliSovaci znaky (tykadla, o¢i) Trialeurodes vaporariorum a Bemisia tabaci

Trialeurodes vaporariorum Bemisia tabaci
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2.3.5 Biologicka ochrana proti molicim

Biologicka ochrana proti molicim je mozna né€kolika zplisoby. Prvni z nich je pomoci
parazitickych vosicek (Hymenoptera, Aphelinidae), zejména druhy patfici do rodt Encarsia
FOERSTER, Eretmocerus ASHMEAD. Z hlediska praktické ochrany rostlin je
nejvyznamnéjSim druhem parazitoid Encarcia formosa Gahan (Barto§ a kol. 1990). Tato
parazitickd vosicka pravdépodobné pochazi ze stejnych oblasti jako molice, proto je jeji
vyvojovy cyklus dokonale pfizptisoben tomuto hostiteli. Samicka vyhledava larvalni stadia
(preferuje treti a ¢asné ¢tvrté) molic, do kterych klade po jednom vaji¢ku. V téle molice pak
probiha vyvoj az do stadia dospé€lce (Obrazek 5). Rozvoj tohoto parazitoida je zavisly na véku
hostitele a teploté (optimum 23 °C) (Malais a Ravensberg 1991 podle Hryzova 1997).

Obrazek 5: Pribéh parazitace molice parazitoidem Encarsia formosa (Regents 2000)
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vyletovy otvor parazitoida
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Dalsi moznosti biologické ochrany jsou entomopatogenni houby. Entomopatogenni
houby tvoii vyluénou, nicméné druhové velmi diverzni skupinu patogenti molic. Vylu¢nost této
asociace je dana jak uniformni a konzervativni morfologii a bionomii molic, tak i odliSnostmi v
epidemiologickych cyklech jednotlivych skupin entomopatogennich mikroorganizmt.
Entomopatogenni houby jako jediné patogenni mikroorganizmy (s vyjimkou parasitickych
had’atek, ktera vSak reprezentuji odliSnou ekologickou niku) pronikaji do téla hostitelti aktivné
ptes kutikulu. Vylucnost této formy primérni kolonizace hostitele ziskdvd na vyznamu v
souvislosti se zpisobem piijmu potravy hostitelem. Molice pfijimaji potravu pomoci bodave
savého ustniho ustroji pfimo z pletiv list, coz de facto znemoziuje jejich infikaci
entomopatogennimi viry a bakteriemi, u kterych pfevazuje peroralni forma pronikani do
hostitele. Kromé toho podporuje vylucnou asociaci hub s molicemi i produkce medovice, kterd
sama o sob¢ slouzi jako plnohodnotné zivné médium a vétSina entomopatogennich
deuteromycet, které se na molicich vyskytuji, se miize vyvijet i na samotné medovici. Tento
saprofyticky zplisob projevu entomopatogennich hub zvySuje moznost primarniho uchyceni se
hub v aredlu shodném s vyskytem populaci molic. V mnoha ptipadech byla v mrtvych larvach a
dospélcich molic zjisténa pfitomnost bakterii, ale v Zddném z piipadd nebyl prokazén piimy
patogenni vztah vuci hostiteli (Fransen 1990).

Doposud bylo zaznamenano 26 rodt hub, z nichz 8 bylo prokazatelné vazano na molice
na urovni primarnich patogent. V ostatnich pfipadech nebyla patogenita spolehlivé prokdzana
(nalez na mrtvém hostiteli). Sortiment entomopatogennich hub molic je nutné rozd¢lit na dveé
skupiny. Prvou skupinu tvofi uzce specializované houby patiici do rodu Aschersonia. Druha
skupina pak zahrnuje vSechny ostatni druhy/rody hub, jejichz vyskyt byl doposud na molicich
zaznamenan. Toto déleni nema jiny nez prakticky ucel a je pouzito s cilem zdlraznit vyznam
unikatni asociace mezi molicemi a ptisn¢ selektivnimi entomopatogennimi houbami z rodu

Aschersonia. Struény piehled zastupcti obou skupin je uveden v nasledujici tabulce 5.

-30 -



Tabulka 5: Piiklady druhti entomopatogennich hub zjisténych na molicich (Fransen 1990)

Rod / druh patogena

Rod / druh hostitele

Acremonium sp.

Trialeurodes vaporariorum

Aegeria webberi

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

Aphanocladium album

T. vaporariorum

Beauveria bassiana (*)

T. vaporariorum, D. citri

Cladosporium herbarum

Aleurodicus cocois

Cladosporium aphidis

Aleurochiton aceris

Erynia radicans

Bemisia tabaci

Fusarium scripi (F. aleyrodis)

Dialeurodes sp.

Fusarium verticilloides

T vaporariorum

Microcera sp. (? Fusarium)

D. citrifolii, D. citri

Paecilomyces cinnamomeus

D. citri

Paecilomyces farinosus (*)

B. tabaci

Paecilomyces fumosoroseus (*)

T. vaporariorum, B. tabaci

Sporotrichum sp. (? Beauveria)

D. citri

Trichothecium roseum

T. vaporariorum

Lecanicillium fusisporum

T vaporariorum

Lecanicillium lecanii (*)

D. citri, B. tabaci, T. vaporariorum

(*) - druhy hub, kter¢ jiz byly pouzity k cilené biologické ochrané proti molicim
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3. MATERIAL A METODIKA

3.1 Druhy entomopatogennich hub pouzivanych v pokusech

Pro ucely pokusti byly pouzivany kmeny z mykologické sbirky katedry
rostlinné vyroby ZF JU v Ceskych Budé&jovicich. Viechny druhy/kmeny hub v této sbirce
byly dlouhodobé uchovavéany ve formé suchych alginatovych pelet s biomasou partikularniho

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

Druh patogena Oznaceni ve sbirce Plvod Rok izolace
Aschersonia aleyrodis Aal - NEW Pistina 2001
Beauveria bassiana Bba 01 USA 2006
Beauveria bassiana Bba - Pk PUV Pencin (Pferov) 2005
Beauveria brongniartii Bbr - M 092 USA 2006
Paecilomyces fumosoroseus | PFR 97 2B Sumava 2006
Lecanicillium lecanii Lle-19 USA 2006

Pii této formulaci je biomasa patogena (at’ jiz konidie, mycelium, nebo
blastospory ziskané submerzni kultivaci) inkorporovana spolu s aditivy do alginatovych pelet.
Alginatové pelety se ziskavaji tak, ze se ptipravi zdkladni smes biomasy patogena s inertnim
nebo nutritivnim aditivem, do kterého se pfidd Na — alginat (sodna stl kyseliny albinové).
Smés s Na — alginatem se postupné nakapava do roztoku chloridu véapenatého, kde se tvori
kulicky, které se nechaji vytvrdit po dobu 1 — 2 hodin. Vytvrzené ,alginatové pelety*
umoznuji dlouhodobé uchovani kmeni hub v mykologickych sbirkach.

Aktivace pelet jednotlivych kment byla provadéna v Petriho misce na povrchu
2% vodniho agaru. Pelety exponované vysoké vlhkosti poutaji vodu (bobtnaji) a po 5-7 dnech
jsou kdispozici konidie na povrchu zaktivizovanych pelet. Konidie ziskané
z vysporulovanych pelet byly pouzity pro inokulaci na povrch standardnich Zivnych médii
PDA (Potato Dextrose Agar) nebo SDA (Sabouraud Dextrose Aga), pfipravenych ze
standardnich polotovarti fi. HIMEDIA. Vysterilizované médium bylo rozlito do sterilnich
plastikovych Petriho misek (primér 90 mm). Po vychladnuti média byly na povrch
inokulovany houby ve formé separacnich car. Petriho misky byly po inokulaci uloZeny do
termostatu, ktery byl temperovéan na 25 °C + 1°C. Houby byly kultivovany po dobu 7-14 dnd.
Cisté kultury testovanych hub byly nasledné pouzity k pokustm.

-32-



3.2 Postup piipravy konidiové suspenze

U  pfipravy  konidiové
suspenze byl ve vSech ptipadech pouzit
stejny standardni postup.

Povrch testované  kultury
jednotlivych kment hub byl prelit
sterilnim roztokem destilované vody
s ptidavkem detergentu 0,05% Tween
80 a pomoci sterilnitho inokula¢niho
oc¢ka byla zpovrchu kultur na PDA
plotnach (petriho miska) smyta zdkladni
suspenze masy konidii.

Primarni suspenze byla pielita
do sterilni zkumavky a homogenizovana
ttepanim na automatické laboratorni
ttepacce (Vertex). Po homogenizaci byl
odebran vzorek, u kterého byl pomoci
standardni pocitaci komirky
(Neubauerova pocitaci komirka, viz
obrazek 6) stanoven zakladni titr (pocet
konidii v 1ml) nejéast&ji 1,00 x 10’
konidii v 1 ml suspenze.

Tento postup byl pouzit pfi
ptipraveé suspenze konidii pro ucely in

Vivo a in vitro biotesta.

Obrazek 6: Neubauerova pocitaci komtrka
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3.3 Populace molic pouzivanych v pokusech

Molice bavlnikova (Bemisia tabaci), molice sklenikovéa (Trialeurodes vaporariorum)

V pokusech byly pouzivany populace udrzované pomoci kontinudlniho chovu na
ruznych hostitelskych rostlinach, ptevazné okurce seté (Cucumis sativus), fazolu obecném
(Phaseolus vulgaris) a ibisku (Hibiscus rosa sinensis).

Pivodni populace molice sklenikové (Trialeurodes vaporariorum) byla v roce 1998
ziskana z produk¢niho chovu firmy Biocontrol Vodiany (Ing. J. Pliva). Populace molice
bavlnikové (Bemisia tabaci) byla ziskana ze SZeS Mélnik na rostlinach ibisku (Hibiscus rosa-
sinensis). Z téchto zdroji byly populace molic v ptipad¢ potieby i dopliiovany. Chov molic je

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

3.4 Hostitelské rostliny pouzivané v pokusech

V pokusech na molici sklenikovou byly pouzity rostliny fazolu obecného
(Phaseolus vulgaris, rizné odrudy) a okurky seté (Cucumis sativus) kultivaru Superstar F;
(SEMO Smrzice, CR, nemofena semena). Chov molice bavinikové byl udrzovan na rostlinach
poinsettia (Euphorbia pulcherrima), ibisku (Hibiscus rosa-sinensis) a okurky seté (Cucumis
sativus). Semena okurky a fazolu byla predklicovana na vlhké buniCité vaté v uzaviené
plastikové nddobé. Piedkli¢end semena byla pifesazena do kvétniki (primér 90mm) se
substratem. Ve stadiu déloznich listkl byl rostlinam odstranén vegetacni vrchol. Rostliny byly

péstovany v klimatizované mistnosti pii teploté 21°C a fotoperiodé 12/12.

3.5 Invitro testy

Hodnoceni kvality konidiové suspenze

Standardni laboratorni test — GI (Germination Index, index kli¢ivosti). Cilem tohoto
testu je zjistit procento kli¢ivosti a stupen nakliceni ptislusné populace konidii testovanych
kmenii. Konidiova suspenze byla laboratorni klickou nanesena ve formé kapek na povrch
tenké vrstvy 2% vodniho agaru, ktery byl nanesen na podloZni sklicko. Po zaschnuti kapek
bylo sklicko vloZeno do vlhké komurky (Petriho miska s vlhkym filtracnim papirem na dng¢).
Misky v plastikovém sacku byly ulozeny do termostatu (teplota 25°C+1°C). Hodnoceni bylo
provadéno pomoci svételného mikroskopu.

Hodnoceno bylo 100 konidii ve vzorku, pficemz ke kazdé konidii byl ptifazen
ptislusny index (0 az 3, v intervalu 0,5), ktery specifikuje stupen nakli¢eni a vyvoj patogena

(Tabulka 6).
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Z takto vyhodnoceného vzorku byl vypocitan primérny index kli¢ivosti se smérodatnou
odchylkou a nasledné procento klicivosti (Horndk 1998).Vyhodnocovano bylo po 24, 48 a 72
hodinach.

Tabulka 6:Indexova stupnice na hodnoceni kli¢ivosti konidiové suspenze (podle Bohata 2005)

G noex | Charakteristika

0 na konidiich nejsou zfejmé zadné morfologické zmény

0.5 konidie jsou zieteln¢ protahlejsi, nabobtnalé; na konidii je zfetelny jednostranny
’ kli¢ek velikosti v poméru piiblizn€ 1:0,5 k matecné konidii

1,0 | velikost klicku na konidii je v pomé&ru 1:1 k velikosti mate¢né konidie

primarni kli¢ek je 2-3x del$i nez matecné konidie; na matecné konidii jsou ziejmé

1,5
2 kratsi klicky
20 klicek je vice nez 3x tak dlouhy jako mate¢né konidie; sekundarni vétveni na
jednom z klickl; na matecné konidii jsou dva dlouhé klicky
pocatek sporulace (hodnoceno v nékolika ¢astech zorného pole, sporadicky vyskyt
2 struktur spojenych se sporulaci)
30 plna sporulace (hodnoceno v nékolika ¢astech zorn¢ho pole, pravidelny vyskyt

struktur spojenych se sporulaci)

3.6 In vivo biotesty

Biotest na nymfach 4. instaru molice sklenikové a bavinikové (FDI test)

Nymfy molic 4. instaru se exponovaly testovanému vzorku patogena v podminkach
sterilni vlhké komirky a nésledné¢ byl pribézné vyhodnocovan pribéh vyvoje patogena
pomoci indexové stupnice charakterizujici kliCové faze vyvoje entomopatogennich hub
obecné.

Pti tomto biotestu byly nymfy molic odebrany specialné upravenou jehlou z povrchu
spodni strany listd rostlin (okurka, fazol), pfeneseny do kapky suspenze konidii (adjustované
prevazné na titr 1,00x107 spor/ml) na sterilnim podloznim skli¢ku. Na kazdé sklicko bylo
umisténo 30 kapek (3 fady po 10 kapkach) a do 25 kapek byla umisténa vzdy 1 nymfa molice
(5 kapek ztstalo prazdnych, slouzicich jako kontrola na zachyceni nezddoucich kontaminaci,
viz obrazek 7). Sklicka s nymfami v kapkéach byly uzavieny do vlhké komurky (Petriho miska

s vlhkym filtraCnim papirem na dn¢) a cely komplet byl ulozen do termostatu (25°C+1°C).
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V pravidelnych intervalech (kazdych 24 hodin) byla sklicka vyjmuta z vlhkych komurek a

kazdé puparium individualné vyhodnoceno pod svételnym mikroskopem.

Obrazek 7: Podlozni sklicko s kapkami konidiové suspenze

OO0OO0O0O0OO0O00OO0O0OGGT+—
CNONONORONONONONONO,

puparium molice v kapce
konidiové suspenze (25x)

O0000 @ ® ® ® @[ kontrolni kapky

konidiové suspenze bez molice (5x)

Vyvoj uvedenych druhi entomopatogennich hub byl vyhodnocovan ve 24

hodinovych intervalech po dobu 3 dnl. Pro hodnoceni byla vyuZzita specidlné navrzena

indexova stupnice (Landa et al. 1994, viz tabulka 7). Pti hodnoceni byl kazdé nymf¢ v jedné

interakéni zoné pridélen jeden piisluSny index a pribéh vyvoje patogena na hostiteli byl

vyhodnocovan formou dennich primérnych indext vyvoje (FDG index +SEM).

Tabulka 7: Indexova stupnice charakterizujici klicové faze vyvoje entomopatogennich hub na

molicich
Faze vyvoje FDGnpex Charakteristika
Dormantni konidie 0,0 na konidiich nejsou zfejmé zadné morfologické
(konidie bez zjevnych zmény; konidie ve vzorku maji uniformni tvar
zmen)
Aktivizace konidii 0,5 na konidiich v interak¢ni zon¢€ kapky jsou zietelné
(patogen neni piimo zmény (velikost, tvar...); v hodnocené populaci jsou
asociovan s hostitelem) piftomny nakli¢ené konidie, kli¢ek je drobny,
jednostranny, velikosti neptesahuje velikost matecné
konidie
1,0 pramérnd velikost klicku konidii klic¢icich
v interakéni zon¢ dosahuje velikosti mate¢né
konidie
Tvorba mycelia 1,5 na povrchu nymf jsou ptitomna hyfova vldkna, ktera
(paraziticka faze jsou prokazatelné v pfimém kontaktu s t€lem
vyvojového cyklu) hostitele
2,0 nymfa je porostld hustym myceliem
Sporulace 2,5 na myceliu jsou zjistény morfologické struktury
(saprofyticka faze souvisejici s pocatkem sporulace
vyvojového cyklu) 3,0 na myceliu jsou zjistény morfologické struktury

souvisejici s plnou sporulaci
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Standardni laboratorni biotest v kompletnim systému ,, rostlina — Skiidce — patogen **

(Ponotovaci metoda)

Pro hodnoceni virulence vybranych druhli a kmenii entomopatogennich hub byl pouzit
standardni laboratorni biotest vyuzivajici populaci molice sklenikové a bavinikové v pozdnich
vyvojovych stadiich (L4). Oba druhy molic byly ziskany z udrzovaciho chovu KRV ZF JU.
Pro piipravu populaci molic byly pouzivany rostliny okurky seté nebo fazolu obecného.
Ptedpéstované rostliny byly na dobu 16-24 hodin umistény do izolatorti, ve kterych byl
udrzovaci chov molice sklenikové nebo bavinikové. Po této expozici byly pomoci exhaushoru
z povrchu rostlin odebrani dospélci a rostliny s vajicky na listech byly pfemistény do novych
prazdnych izolatorti. V dal§im prabéhu byly na rostlinach se synchronizovanou populaci
molic ponechavany bud’ pouze d€lozni listy (fazol) nebo 2 pravé listy (okurka) a ostatni listy
byly prubézné odstranovany. Pro biotesty byly pouzity rostliny s molicemi ve vyvojové fazi,
ktera byla predem naplanovana (napt. ve fazi vaji¢ek, L1-L3, nebo L4). V biotestech byly
houby aplikovany naméacenim rostlin do suspenze konidii adjustovanych na standardni titr
1,0x107 konidii/l ml. Po namoceni byly rostliny ponechany v laboratornim flow boxu do
oschnuti a nasledné byly umistény do izolatori uzavienych PVC poklopem. Izolatory byly po
celou dobu testu umistény do klimatizované mistnosti. Byla u nich udrzovana stala vlhkost a
poptipad¢ zaStipovany nové se tvofici listy rostlin. Pokusy byly vyhodnocovany 7.den po
aplikaci patogena.

Pii hodnoceni byly listy zrostlin odstfizeny, nastfihany na kratké prouzky a
vyrovnany na plastikovou podlozku. Prouzky ze vsech listl kazdé¢ z variant byly individualng
vyhodnoceny pomoci binokularniho mikroskopu. Kazdé zvyhodnocenych Ilarev byla
pfifazena kategorie: a) Zivd, b) mrtva, c) infikovana, pfipadné i d)vylihld. U vajicek se

hodnotila kategorie a)ziva, b)infikovana.

37



4. EXPERIMENTALNI CAST A VYSLEDKY

POKUS 1: Zakladni vyvojové a riistové charakteristiky entomopatogennich hub Pecilomyces

fumosoroseus 97 2B, Beauveria brongniartii M 092, Beauveria bassiana Pk PUV,

Lecanicillium lecanii 19

Zakladni udaje k pokusu:

houby byly kultivovany na 14 dni na PDA jako celoplosna kultura

konidie smyty ptelitim kultur 0,05 % Tween 80 a zakladni suspenze byla adjustovana na
titr 1,0x107 v ml

pfipraveno podlozni sklicko s vrstvou 2% agaru na povrchu a na néj byla nanesena
suspenze konidii ve form¢ kapek

po zaschnuti suspenze byla sklicka premisténa do vlhké komtlrky (Petriho miska
s navlhéenym papirem), v plastikovém sacku vlozena do termostatu (£25 C°)

preparaty byly v pravidelnych intervalech vyhodnocovany (24, 48 a 72 hod.)

bylo hodnoceno 100 konidii ve vzorku a ke kazdé ptifazen ptislusny index kli¢ivosti (viz
metodika 3.5: Tabulka 6)

z vyhodnoceného vzorku byl vypocitdn primérny index kliivosti se smérodatnou

odchylkou a procento nakli¢enych konidii (Tabulka 8 a-d)

Tabulka 8a: Beauveria bassiana Pk PUV

GI po 24 hod.
1,5 2 1,5 2 2 1,5 2 1,5 2 2
2 1,5 1,5 2 2 1,5 2 1,5 1,5 2
1,5 1 2 1,5 2 2 1,5 2 1,5 2
2 2 1 1,5 2 1,5 2 2 1,5 2
2 1 1,5 1,5 2 2 2 2 1,5 1,5
2 1,5 1,5 2 2 2 2 1 2 2
2 2 1,5 2 2 2 2 2 2 1
2 2 1,5 2 2 2 1 2 1 2
1,5 2 1 1,5 1 2 1,5 2 2 2
1 2 1,5 2 1 2 1,5 2 2 2

Procento nakli¢eni: 100%

Prumérny index naklieni: 1,73+0.34

Po 48 hod.: prumérny index naklieni 3
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Tabulka 8b: Lecanicillium lecanii 19

GI po 24 hod.
2 2 2 2 2 2 2 1,5 2 2
2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
1,5 2 2 2 2 2 2 2 2 1,5
2 2 1,5 2 2 2 2 2 2 2
2 2 2 2 1,5 2 2 2 2 2
2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
1,5 1,5 2 2 2 2 2 2 2 2
2 1,5 2 2 2 2 2 2 2 2
2 2 2 2 2 2 2 2 2 1,5
Procento naklic¢eni: 100%
Prumérny index naklieni: 1,96+0.14
Po 48 hod.: primérny index nakli¢eni 2,5
Po 72 hod.: prumérny index nakli¢eni 3
Tabulka 8c: Beauveria brongniartii M 092
GI po 24 hod.
1 1 1,5 1 1 0,5 1 0,5 1 1
1 1 1,5 0,5 0,5 1 1 0,5 1 1
0,5 1 1 0,5 0,5 1 1 0,5 0,5 1
1 1 1 1,5 0,5 0,5 1 1 1,5 0,5
0,5 1 1 1,5 0,5 0,5 1 1 1 0,5
1 1,5 1 1 1 0,5 0,5 1,5 1 1
0,5 1,5 0,5 1 1 1 1 1,5 0,5 0,5
1 0,5 0,5 0,5 1 1 1 1 0,5 1
1 0,5 1 1 1 1,5 1,5 1 0,5 0,5
1 0,5 1,5 1,5 0,5 1,5 1 1 1 0,5
Procento nakli¢eni: 100%:;
Prumérny index nakliceni: 0,9+0.33
Po 48 hod.: prumérny index nakli¢eni 2.5
Po 72 hod.: primérny index nakli¢eni 3
Tabulka 8d: Paecilomyces fumosoroseus 97 2B
GI po 24 hod.
2 2 2 1,5 2 2 2 2 2 2
2 2 2 2 2 1,5 2 2 2 2
2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
2 2 2 2 2 1,5 2 2 2 2
2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
2 2 2 2 1,5 2 2 2 2 2
2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
2 2 2 1,5 2 2 2 2 2 2

Procento nakli¢eni: 100%
Prumérny index nakli¢eni: 1,98+0.1

Po 48 hod.: prumérny index naklieni 3
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Tabulka 9: Porovnani primérnych hodnot GI jednotlivych kmenti hub

Kmen patogena GI - 24 hod. GI - 48 hod. GI - 72 hod.
Bba Pk PUV 1,73 3,00 3,00
Lle I9 1,96 2,50 3,00
Bbr M 092 0,90 2,50 3,00
PFR 97 2B 1,98 3,00 3,00

Graf 1: Porovnani vyvoje a rustu jednotlivych kment hub podle primérné¢ho GI
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Graf 2: Intenzita vyvoje jednotlivych kmenti hub po 24 hod. podle primérného GI
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Graf 3: Intenzita vyvoje jednotlivych kmenti hub po 48 hod. podle primérného GI
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Zhodnoceni pokusu :

Z grafu 1 a 2 je patrno, ze nejrychlejsi pocateéni vyvoj byl zaznamenan u houby
Paecilomyces fumosoroseus 97 2B, za 24 hod. dosahoval primérny index nakliceni hodnoty
1,98 a trend rychlého ristu setrval, uz po druhém hodnoceni (48 hod.) primérny index vyvoje
dosahoval nejvyssi mozné hodnoty 3,0 (plna sporulace)(Graf 3). Druhou nejrychleji se
vyvijejici houbou v pokusu byla houba Lecanicillium lecanii kmen 19, po 24 hodinach
dosahoval primérny index nakliceni 1,96, oproti PFR 97 2B byl vSak po 48 hodinach
pramérny index nakli¢eni pouze 2,5 (pfitomnost konidioforii, pocatek sporulace).
Entomopatogenni houba Beauveria bassiana Pk PUV dosahovala po 24 hodinach pramérny
GI 1,73 a po 48 hodinach uz 3 (Graf 3). Nejpomalejsi poc¢ateéni vyvoj byl vypozorovan u
houby Beauveria brongniartii M092, po 24 hodinach byl primérny GI pouze 0,9 (velikost
klicku na konidii je v poméru 1:1 k velikosti matecné konidie), avSak uz po 48 hodinach se
vyvojem vyrovnala houbé¢ Lle 19.

U vsech testovanych hub bylo uz po prvnich 24 hodinach 100% konidii kli¢ivych a

plné sporulace u v§ech kmenti hub bylo dosazeno po 72 hodinach (Tabulka 9).
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POKUS 2: Uginnost vybranych kment hub P. fumosoroseus 97 2B, B.bassiana 01, L.
lecanii 19, B. brongniartii M 092 v laboratornim biotestu na nymfach 4. instaru molice

bavinikové B. tabaci (FDI test)

Zakladni udaje k pokusu:

- nymfy molic pozdniho 4. instaru (L4) byly odebrany specidlné¢ upravenou jehlou
z povrchu spodni strany listd rostlin (okurka, fazol) a pfeneseny do kapky suspenze
konidii (adjustované prevazng na titr 1,00x10”/ ml) na sterilnim podloznim skli¢ku

- na kazdé sklicko bylo umisténo 30 kapek (3 tady po 10 kapkach) a do 25 kapek byla
umisténa vzdy 1 nymfa molice (5 kapek zlstalo prazdnych slouzicich jako kontrola)(viz
obrazek 7)

- sklicka s nymfami v kapkach byla uzaviena do vlhké komirky (Petriho miska s vlhkym
filtracnim papirem na dn¢) a cely komplet byl uloZen do termostatu (25°C+1°C)

- v pravidelnych intervalech (kazdych 24 hodin) byly v§echny nymfy vyhodnocovany a byl
k nim ptidélen ptislusny FDGpex

- pro lepsi ptehlednost jsou vSechna origindlni data uvedena v tabulce 10 a) - b)
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Tabulka 10 a: Prib¢h vyvoje entomopatogennich hub Beauveria brongniartii a Beauveria
bassiana na nymfach 4. instaru molice bavinikové B. tabaci (standardni laboratorni biotest —

FDGi)

Beauveria brongniartii M 092 Beauveria bassiana 01

nymfa FDGnpex nymfa FDGnpex
Cislo | 24 hod | 48 hod | 72 hod Cislo | 24 hod | 48 hod | 72 hod
1 0 0,5 1 1 0 0,5 1,5
2 0 1 2 2 0,5 1,5 2,5
3 0,5 1 1,5 3 0 1 2
4 0,5 1,5 1,5 4 0 1 1,5
5 0,5 1 1 5 0 1,5 2,5
6 1 1,5 1,5 6 0 1,5 1,5
7 0 1 1,5 7 0 1 1,5
8 0 0,5 1,5 8 0 1,5 1,5
9 1,5 2 2 9 0 1,5 1,5
10 1 1,5 1,5 10 0 2 3
11 1,5 2 2 11 0 1,5 1,5
12 0,5 1 2 12 0 1,5 2
13 1 1,5 2,5 13 0,5 1,5 2
14 0,5 1 2 14 0 1,5 1,5
15 0,5 1,5 1,5 15 0,5 2 2
16 1,5 1,5 1,5 16 0 1 1,5
17 0,5 1 1,5 17 0 1,5 1,5
18 1,5 1,5 2 18 0 1 1,5
19 1,5 2,5 2,5 19 0,5 1,5 1,5
20 1 1,5 2 20 0 1 2
21 1 1,5 2 21 0 1,5 1,5
22 0,5 1,5 1,5 22 0 1 2
23 1,5 1,5 2 23 0 1,5 2
24 1,5 2 2 24 0 1 1,5
25 0,5 1,5 2 25 0 1,5 1,5
OFDGI 0,8 1,38 1,76 OFDGI 0,08 1,34 1,78
+STDV | +0,54 | +046 | =+0,39 +STDV | 40,18 | +0,35 | =+0,41
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Tabulka 10 b: Pribéh vyvoje entomopatogennich hub Paecilomyces fumosoroseus a

Lecanicillium lecanii na nymfach 4. instaru molice bavinikové B. tabaci (standardni

laboratorni biotest — FDGi)

Paecilomyces fumosoroseus PFR 97

Lecanicillium lecanii 19

44

nymfa FDGnpex nymfa FDGnpex
Cislo | 24 hod | 48 hod | 72 hod Cislo | 24 hod | 48 hod | 72 hod
1 0 1,5 1,5 1 0 1 2
2 0 1,5 1,5 2 0 1,5 2,5
3 0 1,5 1,5 3 0 1,5 1,5
4 0,5 1,5 1,5 4 0 1 1,5
5 0 1,5 1,5 5 0 1,5 2
6 0 1,5 1,5 6 0 1 1,5
7 0 1 1,5 7 0 1 1,5
8 0 1,5 1,5 8 0 1,5 1,5
9 0,5 1,5 1,5 9 0 1,5 2
10 0 1,5 1,5 10 0 1,5 2
11 0,5 1,5 1,5 11 0 1,5 1,5
12 0 1,5 1,5 12 0 1,5 1,5
13 0,5 2 3 13 0,5 1,5 2
14 0 1,5 1,5 14 0 1,5 1,5
15 0,5 1,5 1,5 15 0 1,5 1,5
16 0 1,5 1,5 16 0,5 1,5 2
17 0 1,5 3 17 0,5 1,5 1,5
18 0,5 1,5 3 18 0 1,5 1,5
19 0,5 1,5 3 19 0 1 1,5
20 0,5 1,5 1,5 20 0 1,5 1,5
21 0 1,5 1,5 21 0 1,5 2
22 0,5 1,5 1,5 22 0 1,5 1,5
23 0 1,5 1,5 23 0 1,5 2
24 0 1,5 1,5 24 0 1 1,5
25 0 1,5 1,5 25 0 1,5 1,5
QFDGI 0,18 1,5 1,74 OFDGI 0,06 1,38 1,7
+STDV | 4024 | +0,14 | 40,56 +STDV | 40,17 | 40,22 | 40,29




Tabulka 11: Primérmé FDGpexy jednotlivych druhii hub zaznamenané pomoci standardniho

laboratorniho biotestu na nymfach 4. instaru molice bavinikové

Prﬁmérny FDGINDEX
Druh patogena
24 hod. 48 hod. 72 hod.
B. brongniartii M 092 0,80 1,38 1,76
B. bassiana 01 0,08 1,34 1,78
P. fumosoroseus 97 0,18 1,50 1,74
L. lecanii 19 0,06 1,38 1,70

Graf 4: Porovnani u¢innosti jednotlivych kmenii hub na vyvoj a mortalitu molice bavlnikové
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Zhodnoceni pokusu.

Z grafu 4 je patrno, ze pocatec¢ni nejrychlejsi vyvoj houby v interakéni zon¢ molice
bavilnikové byl zaznamendn u houby B. brongniartii M 092, kdy se primérny FDGpex
vyrovnal hodnoté 0,8 (primérna velikost klicku konidii kli¢icich v interakéni zéné téméf
dosahuje velikosti mate¢né konidie). Zatimco u ostatnich kmenti hub se hodnota pohybovala
na urovni 0,06 — 0,18%. Po 48 hodinach vSak nejvyssiho stupné vyvoje dosahovala houba P.
fumosoroseus 97 s indexem 1,5 (na povrchu nymf jsou pfitomna hyfova vldkna, kterd jsou

prokazatelné v pfimém kontaktu s té¢lem hostitele = paraziticka faze vyvojového cyklu).
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Primérmy FDGnpex se u ostatnich hub pohyboval pod hranici 1,5 (Bba 01 - 1,34,
Bbr M092 -1,38, Lle 19 — 1,38). Po tfech dnech ptevysil u v§ech hub FDGnpex 1,7, z Cehoz
lze vyvodit, Ze vSechny kmeny vybranych druhii hub jsou schopny po 72 hodinach infikovat
télo hostitele. Dale bylo zjisténo, ze vSechny kmeny hub jsou schopny prodélat na hostiteli
cely svlij vyvoj az do uplné sporulace (saprofyticka faze vyvojového cyklu = usmrceni

hostitele).

POKUS 3:  Uginnost vybranych kmenti hub P. fumosoroseus 97 2B, B.bassiana 01, L.
lecanii 19, B. brongniartii M 092 v biotestu na nymfach 4. instaru molice sklenikové

(T. vaporariorum) (FDI test)

Zakladni udaje k pokusu:

- nymfy molic pozdniho 4. instaru (L4) byly odebrany specidln¢ upravenou jehlou
z povrchu spodni strany listl rostlin (okurka, fazol) a pieneseny do kapky suspenze
konidii (adjustované prevazné na titr 1,00x10’/ ml) na sterilnim podloznim skli¢ku

- na kazdé sklicko bylo umisténo 30 kapek (3 fady po 10 kapkach) a do 25 kapek byla
umisténa vzdy 1 nymfa molice sklenikové (5 kapek zlstalo prazdnych, slouzicich jako
kontrola)

- sklicka s nymfami v kapkdch byla uzaviena do vlhké komurky (Petriho miska s vlhkym
filtracnim papirem na dn¢) a cely komplet byl uloZen do termostatu (25°C+1°C)

- v pravidelnych intervalech (kazdych 24 hodin) byly v§echny nymfy vyhodnocovany a byl
k nim ptidélen ptislusny FDGpex

- pro lepsi ptehlednost jsou vSechna origindlni data uvedena v tabulce 12 a) - b)
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Tabulka 12 a: Pribéh vyvoje entomopatogennich hub Beauveria brongniartii a Beauveria
bassiana na nymfach 4. instaru molice sklenikové 7. vaporariorum (standardni laboratorni

biotest — FDGi)

Beauveria brongniartii M 092 Beauveria bassiana 01

nymfa FDGnpex nymfa FDGnpex
Cislo | 24 hod | 48 hod | 72 hod Cislo | 24 hod | 48 hod | 72 hod
1 0,5 1,5 2 1 0 0,5 1
2 0 1 1,5 2 0 1 1,5
3 0,5 1,5 2 3 0 1,5 1,5
4 0 1 1,5 4 0 0,5 1
5 1 1,5 2 5 0 1 1,5
6 1,5 1,5 1,5 6 0 1,5 2,5
7 0 1 1,5 7 0 1,5 1,5
8 0,5 1 1,5 8 0 1 1,5
9 1 1 1,5 9 0 1,5 2
10 1 1,5 1,5 10 0 1,5 1,5
11 0,5 1 1,5 11 0 1,5 2
12 0,5 1 2 12 0 1,5 2
13 0,5 1 1,5 13 0 1,5 1,5
14 0 1 1,5 14 0 0,5 1,5
15 0,5 1 1,5 15 0 1,5 2
16 0,5 1 1,5 16 0 1,5 2
17 0,5 1,5 2 17 0 1,5 2
18 1 1,5 2 18 0 1,5 1,5
19 1 1,5 1,5 19 0 2 2,5
20 0 1,5 2 20 0 1,5 1,5
21 0 1,5 1,5 21 0 2 3
22 0 1,5 1,5 22 0,5 1,5 2
23 1 1 1,5 23 0 2,5 2,5
24 0,5 1 1,5 24 0 2 2
25 1 1,5 1,5 25 0 1,5 1,5
OFDGI 0,54 1,24 1,64 OFDGI 0,02 1,42 1,8
+STDV | +0,43 | +0,25| 40,23 +STDV +0,1 | +0,47 | =+0,48
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Tabulka 12 b: Pribéh vyvoje entomopatogennich hub Paecilomyces fumosoroseus a
Lecanicillium lecanii na nymfach 4. instaru molice sklenikové 7. vaporariorum (standardni

laboratorni biotest — FDGi)

Paecilomyces fumosoroseus PFR 97 Lecanicillium lecanii 19
nymfa FDGnpex nymfa FDGnpex

Cislo | 24 hod | 48 hod | 72 hod Cislo | 24 hod | 48 hod | 72 hod
1 0 0,5 1 1 0,5 1 1,5
2 0 1 1,5 2 0 1 1,5
3 0 1,5 2 3 0,5 1 1,5
4 0 1,5 1,5 4 0 1 1,5
5 0 1 1,5 5 0 1 1,5
6 0,5 1,5 1,5 6 0,5 1,5 2
7 0 1 1,5 7 0 1 1,5
8 0 1 1,5 8 0,5 1,5 2
9 0 1,5 2 9 0,5 1 2
10 0 0,5 1,5 10 0,5 1,5 2,5
11 0 1,5 1,5 11 0,5 1,5 1,5
12 0 1,5 2,5 12 0,5 1,5 1,5
13 0,5 1,5 3 13 0,5 1 1,5
14 0 1,5 1,5 14 0,5 1,5 1,5
15 0 1,5 3 15 0,5 1,5 2
16 0 1,5 3 16 0 1 2,5
17 0 1,5 1,5 17 0,5 1,5 1,5
18 0 2 2,5 18 0,5 1,5 1,5
19 0 1,5 2 19 1 1 1,5
20 0,5 1,5 1,5 20 0 1 1,5
21 0 1,5 2 21 0,5 1,5 1,5
22 0 1,5 1,5 22 0 1,5 1,5
23 0 1,5 1,5 23 1 1,5 1,5
24 0 1,5 1,5 24 0 1,5 1,5
25 0 1,5 2 25 0,5 1,5 2
OFDGI 0,06 1,36 1,84 OFDGI 0,38 1,28 1,68
+STDV | +0,17 | +034 | =+0,55 +STDV +0,3 | +0,25| =+0,32
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Tabulka 13: Primérmé FDGpexy jednotlivych druhii hub zaznamenané pomoci standardniho

laboratorniho biotestu na nymfach 4. instaru molice sklenikové 7. vaporariorum

Prﬁmérny FDGINDEX
Druh patogena
24 hod. 48 hod. 72 hod.
B. brongniartii M 092 0,54 1,24 1,64
B. bassiana 01 0,02 1,42 1,80
P. fumosoroseus 97 0,06 1,36 1,48
L. lecanii 19 0,38 1,28 1,68

Graf 5: Porovnani u¢innosti jednotlivych kmend hub na vyvoj a mortalitu molice sklenikové

T. vaporariorum
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Zhodnoceni pokusu.

Z grafu je patrno, ze pocatecni nejrychlejsi vyvoj houby v interakéni zon¢ molice
sklenikové byl zaznamenan u houby B. brongniartii M092, kdy se primérny FDGmpex
vyrovnal hodnoté 0,54 (pfitomny nakli¢ené konidie, klicek je drobny, jednostranny).

Po 48 hodinach se stupeni vyvoje u vSech hub vyrovnal hodnot¢ FDGnpexy 1,24 —
1,42 (nastup parazitické faze vyvoje). Po 72 hodinach vykazovala nejvyssiho stupné vyvoje
houba B. bassiana 01(FDGpgex1,8 = paraziticka faze vyvoje), ale i v ptipad¢ ostatnich hub
vyvoj doséhl hranice FDGmpexu 1,5, coZ naznacuje, Ze vSechny kmeny vybranych druhd hub

jsou schopny po 72 hodinéch infikovat télo hostitele.
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Dale bylo zjisténo, ze vSechny houby jsou schopny prodé¢lat na hostiteli cely svij

vyvoj az do uplné sporulace (saprofyticka faze vyvojového cyklu = usmrceni hostitele).

POKUS 4: Porovnani uc¢innosti entomopatogennich hub P. fumosoroseus 97 2B, B. bassiana

Pk PUV, L. lecanii 19, B. brongniartii M 092 a A. aleyrodis NEW po aplikaci na populaci

molice bavinikové (B. tabaci) synchronizovanou na stadium vyvoje L4 (ponofovaci metoda)

Zakladni udaje k pokusu:

- vybrané kmeny entomopatogennich hub byly 14 dni kultivovany na PDA jako celoplo$na

kultura

- predpéstované rostliny okurky byly na dobu 16-24 hodin umistény do monofilovych

izolatort, ve kterych byl udrzovaci chov molice bavinikové

- pokusné rostliny, kterym byly ponechdny 2 pravé listy, byly naméafeny do suspenze

konidii adjustované na titr 1,0x10” v 1 ml

- rostliny byly nasledné¢ vlozeny po dvou do izolatori uzavienych PVC poklopem a

umistény do klimatizované mistnosti

- pokusy byly jednordzové vyhodnoceny 7.den po aplikaci patogena, ke kazdému jedinci

byla pfifazena kategorie: a)ziva, b)vylihla, c)infikovand, d)mrtva

Tabulka 14: Stav synchronizované populace L4 B. tabaci 7. den po oSetieni rostlin suspenzi
konidii vybranych kment entomopatogennich hub.

mrtvé | infikované Zivé vylihlé L4 mortalita | Z'°

Patogen celkem celkem

pocet | % | pocet | % | pocet | % | pocet | % pocet % %
Paecilomyces
fumosoroseus 510,3 | 1479 95 63 4,0 11 | 0,70 1558 95,30 4,70
97 2B
B. bassiana 2002] 790 | 88| 103 11,5 31030 898 88,20 | 11,80
Pk PUV ’ ’ ’ ’ ’
Lecanicillium o| o|1220| 98| 15|120| 11]090]| 1255 97.90 2.10
lecanii 19
Beauveria
brongniartii 196 | 21 546 59 167 | 18,0 13 | 1,40 922 80,50 19,50
M 092
A. aleyrodis
NEW 246 | 51 71 15 155 | 32,0 71 1,50 479 66,20 33,80
Kontrola 22 | 1,4 0 0| 1581|970 25 1 0,00 1628 1,40 98,60
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Tabulka 15: Struktura populace Bemisia tabaci na listech okurky 7. den po oSetieni rostlin
suspenzi konidii vybranych kment entomopatogennich hub (udaje v %)

Druh patogena Zivé vylihlé |infikované| mrtvé I;(ig:llliltf celii;i**
P. fumosoroseus 97 2B 4,00 0,70 95,00 0,32 95,30 4,70
B. bassiana Pk PUV 11,50 0,33 88,00 0,22 88,20 11,80
L. lecanii 19 1,20 0,90 98,00 0,00 97,90 2,10
B. brongniartii M 092 18,00 1,40 59,00 21,00 80,50 19,50
A. aleyrodis NEW 32,00 1,50 15,00 51,00 66,20 33,80
Kontrola 97,00 1,50 0,00 1,40 1,40 98,60

* mortalita celkem = kumulovana mortalita (infikované + mrtvé)
** zivé celkem = zivé + vylihlé

Graf 6: Porovnani ti¢innosti vybranych kment entomopatogennich hub na slozeni populace
molice bavinikové (B. tabaci) synchronizované na pozdni stddium vyvoje L4 v biotestu
,rostlina-skiidce-patogen

P. fumosoroseus B.bassiana Pk L. lecanii 19 B. brongniartii M A. aleyrodis NEW Kontrola
97 2B POV 092
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Tabulka 16: Souhrnné porovnani virulence vybranych kmend hub v systému ,,rostlina-Sktidce-
patogen* na rostlinach okurky

Druh patogena L4 celkem mortalita % zivé %
P. fumosoroseus 97 2B 1558 95,30 4,70
B.bassiana Pk PUV 898 88,20 11,80
L. lecanii 19 1255 97,90 2,10
B. brongniartii M 092 922 80,50 19,50
A. aleyrodis NEW 479 66,20 33,80
Kontrola 1628 1,40 98,60

Graf 7: Kumulované mortalita indukovana aplikaci vybranych kment entomopatogennich hub
na populaci molice sklenikové Trialeurodes vaporariorum synchronizovanou na stadium L4.

H mortalita mzivé

P. fumosoroseus  B.bassiana Pk L. lecanii 19 B. brongniartii M A. aleyrodis NEW Kontrola
97 2B PUV 092
Zhodnoceni pokusu:

Na listech okurky (o3etfenych suspenzi konidii o titru 1,00 x 10’ v 1 ml) byly
zaznamenany jak larvy zjevné infikované ¢i morfologicky pozménéné (mrtva), tak i zdravé
L4 a prazdna puparia (vylihld). V celkovém hodnoceni Zivé a vylihlé/mrtvé a infikované (viz
Graf 5) dosdhla nejvyssi Uc¢innosti houba L. lecanii 19. Tento kmen vyvolal celkovou
mortalitu 97,9%, pfi¢emz v ramci kumulované¢ mortality (mrtvé + infikované) dominovala
mortalita prokazateln¢ indukovana patogenem, tj. kategorie infikované (z celkem 1 255
jedinct L4 B. tabaci bylo 1229 infikovanych a pouze 15 zivych a 11 wvylihlych).
Druhym neja¢innéj$im kmenem byl kmen PFR 97 2B houby P. fumosoroseus, ktery vyvolal

kumulovanou mortalitu na trovni 95,3%, pricemz opét téméi vylucné v kategorii infikované.
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V piipadé houby B.bassiana kmen Pk PUV dosahla mortalita 88,2%, u B. brongniartii M
092 byla zaznamenana mortalita 80,5%. NejniZ§i U¢innost na synchronizovanou populaci
larvam L4 vykéazala houba A. aleyrodis kmen NEW — 66,2%. Po 7 dnech vyhodnoceni
tvotilo u houby A. aleyrodis NEW z celkové populace 51% uhynulych jedinci , zatimco u
ostatnich hub byl vyssi podil jedinct infikovanych (PFR 97 2B 95%, Lle 19 98%, Bbr M 092
59%, Bba Pk PUV 88%). V populaci molic, vyvijejicich se na neo3etfenych rostlinach, nebylo
pii porovnani hodnot mortality 7. den zaznamenano pritkazné navysSeni a pfirozend mortalita

nepiesahla 1,4%.

POKUS 5: Uginnost houby 4. aleyrodis kmen Aal-NEW na L4 synchronizovanou populaci

molice bavinikové (verifikace standardniho biotestu)

Zakladni udaje k pokusu:

- vybrany kmen entomopatogenni houby Aschersonia aleyrodis kmen Aal-NEW byl 14 dni
kultivovan na PDA jako celoplosna kultura

- predpéstované rostliny okurky byly na dobu 16-24 hodin umistény do monofilovych
izolatort, ve kterych byl udrzovaci chov molice bavinikové

- 2 pokusné rostliny, kterym byly ponechany pouze 2 pravé listy, byly namaceny do
suspenze pyknospor Aal NEW adjustované na titr 1,0x10” v 1 ml

- rostliny byly nasledné vloZeny do izolatoru uzavieného PVC poklopem a na 7 dni
umistény do klimatizované mistnosti

- ob¢ rostliny byly zvlast vyhodnoceny a ke kazdému jedinci byla pfifazena kategorie:

a)ziva, b)vylihla, c)infikovana, d)mrtva

Tabulka 17: Struktura synchronizované populace L4 B. tabaci 7. den po aplikaci suspenze
pyknospor houby 4. aleyrodis kmen NEW

2 . . 1 . Zivé mortalita
mrtvé infikované vylihlé zivé celkem™* | celkem™
pocet | % |pocet| % |pocet| % |pocet| % pocet %
Aschersonia | .| 165 | 56,4 | 60 [208] 3 |1,0| 63 |21,8] 291 77,0
aleyrodis [
NEW = | 246 | 71,0 12 | 3,0 4 |1,5| 83 |245 345 75,0

* mortalita celkem = kumulovand mortalita (infikované + mrtvé)
** 7iveé celkem = zivé + vylihlé
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Graf 8: Porovnani struktury synchronizované populace L4 B. tabaci 7. den po oSetfeni
suspenzi pyknospor houby Aschersonia aleyrodis kmen NEW

1. rostlina 2. rostlina

3%

24,5%

1,0%
1,5%

O zivé @ zivé
O vylihlé O vylihlé
= . W mrtvé
56,4% mve ; M infikované
g B infikované

Zhodnoceni pokusu:

Utelem bylo posoudit vypovidaci schopnost pokusu, v némz byla aplikovana houba
za stejnych podminek (stejny titr, stejnd rostlina, stejna teplota a vlhkost, stejny ¢as) na dvé
rostliny. Kazda rostlina byla zvlast' vyhodnocena podle slozeni populace jedinct s pfifazenou
kategorii mrtva, infikovand, ziva, vylihla. U obou rostlin oSetfenych suspenzi houby A4.
aleyrodis kmen Aal-NEW bylo nejvétsi zastoupeni kategorie mrtvych jedinct.

V ptipadé 1. rostliny 56,4% u 2. rostliny 71%. V ptipad¢ 1. rostliny vSak bylo na tkor
nizsiho procenta uhynulych vyssi procento infikovanych jedinct a pak se celkova mortalita na
ni zjiSténa (77%) vyrovnala mortalité na rostlin€ druhé (75%). V populaci molic vyvijejicich
se na neoSetfenych rostlindch nebylo pifi porovnani hodnot mortality 7. den zaznamenano

prikazné navyseni a pfirozend mortalita neptesahla 1,4%.

% %k ok

POKUS 6: Uginnost houby Lecanicillium lecanii kmen 19 na L4 synchronizovanou populaci

molice bavinikové (verifikace standardniho laboratorniho biotestu)

Zékladni udaje k pokusu:

- vybrany kmen entomopatogenni houby Lecanicillium lecanii 19 byl 14 dni kultivovén na
PDA jako celoplos$na kultura

- predpéstované rostliny okurky byly na dobu 16-24 hodin umistény do monofilovych

izolatord, ve kterych byl udrzovaci chov molice bavinikoveé
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- po odstranéni dospélcti molic z rostlin byly rostliny pfemistény do novych izolatorti do
doby, nez byla na listech zjiSténa piitomnost larev 4. instaru.

- 2 pokusné rostliny, kterym byly ponechany pouze 2 pravé listy, byly namaceny do
suspenze konidii Lle 19 adjustované na titr 1,0x10” v 1 ml

- dale viz POKUS 5

Tabulka 18: : Struktura synchronizované populace L4 B. tabaci 7. den po aplikaci suspenze
konidii houby Lecanicillium lecanii kmen 19

mrtvé infikované Zivé vylihlé celilgnel** I:;E:rlllltf
pocet | % | pocet | % | pocet| % | pocet| % pocet %
1 0 0 | 453 [96,0| 12 |26 4 1,4 469 96,0
Lecanicillium | ®
lecanii 19
2R 0 0| 776 [99,0| 2 0,2 7 0,8 785 99,0

* mortalita celkem = kumulovand mortalita (infikované + mrtvé)
*# zivé celkem = zivé + vylihlé

Graf 9: Struktura populace molice Bemisia tabaci oSettena houbou Lecanicillium lecanii
kmen 19 (okurka setd, 7. den po aplikaci)

1. rostlina 2. rostlina

3 zivé 3 zivé
O vylihlé O vylihlé
M infikované 99 % B infikované

96%

Zhodnoceni pokusu.
Ucelem bylo posoudit vypovidaci schopnost pokusu, v némz byla aplikovana houba
L. lecanii za stejnych podminek (stejny titr, stejnd rostlina, stejné teploty a €as) na dvé

rostliny. Z grafu 9 lze usoudit, ze ucinek houby se v obou piipadech projevil téméf stejné.
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U prvni rostliny mortalita dosdhla 96% a u druhé 99%. Podil zivych a vylihlych tvofil

v prvnim piipadé 4% z celkového poctu a v druhém pouze 1%.

V populaci molic vyvijejicich se na neoSetfenych rostlindch nebylo pii porovnani hodnot

mortality 7. den zaznamenano pritkazné navyseni a pfirozend mortalita nepfesahla 1,4%.

POKUS 7: Porovnani u¢innosti entomopatogennich hub P. fumosoroseus 97 2B, B. bassiana

Pk PUV, L. lecanii 19, B. brongniartii M 092 a A. aleyrodis NEW po aplikaci na populaci

molice sklenikové Trialeurodes vaporariorum synchronizovanou na stadium vyvoje L4.

Zakladni udaje k pokusu:

kultura

vybrané kmeny entomopatogennich hub byly 14 dni kultivovany na PDA jako celoplo$na

- predpéstované rostliny okurky byly na dobu 16-24 hodin umistény do monofilovych

izolatort, ve kterych byl udrZzovaci chov molice sklenikové

- po odstranéni dospélcti molic z rostlin byly rostliny pfemistény do novych izolatorti do

doby, nez byla na listech zjiSténa piitomnost larev 4 instaru

- pokusné rostliny, kterym byly ponechany 2 pravé listy, byly namaceny do suspenze

konidii adjustované na titr 1,0x10” v 1 ml

- rostliny byly nésledn¢ vlozeny po dvou do izolatori uzavienych PVC poklopem a

umistény do klimatizované mistnosti

- pokusy byly jednordzové vyhodnoceny 7.den po aplikaci patogena, ke kazdému jedinci

byla ptitfazena kategorie: a)ziva, b)vylihla, c)infikovand, d)mrtva

Tabulka 19: Stav synchronizované populace L4 T. vaporariorum 7. den po oSetfeni rostlin
suspenzi konidii vybranych kmenti entomopatogennich hub

L4 - celkem Zivé vylihlé mrtveé infikované
Kmen
pocet % | pocet % pocet % | pocet % pocet %
PFR 97 2B 764 100 14 1,83 14| 1,83 221 2,88 714| 93,46
Bba-PK 1070 100 321 2,99 49| 4,58 781 7,29 911| 85,14
Bbr-M092 852 100 86| 10,09 93| 10,92 65| 7,63 608| 71,36
Lle-19 931 100 71 0,75 9/ 0,97 30 3,22 885| 95,06
Aal-New 941 100 21| 2,23 5/ 0,53 103 | 10,95 812| 86,29
Kontrola 994 100| 416| 41,85 533| 53,62 42| 4,23 31 0,30
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Graf 10: Kumulovana mortalita indukovana aplikaci vybranych kmenl entomopatogennich

hub na populaci molice sklenikové Trialeurodes vaporariorum synchronizovanou na stadium
L4.

100-
st ]
:
RN
g
10
—
‘ PFR 97 Bba PK piv Bbr M 092 Lle 19 Aal NEW Kontrola |
patogen-kmen
Zhodnoceni pokusu.

Vétsina kment pouzitych v pokuse vyvolala mortalitu na Grovni vys$si nez 90%, pouze
kmen MO092 houby Beauveria brongniartii vykazal ucinnost niz8i (79%). Velmi vysokou
ucinnost vykazaly kmeny NEW A. aleyrodis, 97 2B P. fumosoroseus a B. bassiana kmen PK
puv. V kontrolni varianté byl zaznamenan spontanni vyskyt houby Lecanicillium lecanii 19 na

urovni, kterd neovlivnila vysledek celého pokusu (3 larvy z 994 —tj. 0.3%).

% %k 3k

POKUS 8: Porovnani uc¢innosti entomopatogennich hub P. fumosoroseus 97 2B, B. bassiana
Pk PUV, L. lecanii 19, B. brongniartii M 092, a A. aleyrodis NEW po aplikaci na populace
molice sklenikové Trialeurodes vaporariorum a molice bavinikové Bemisia tabaci

synchronizované na stadium vajicka

Zakladni udaje k pokusu:

- vybrané kmeny entomopatogennich hub byly 14 dni kultivovany na PDA jako celoplo$na
kultura

- predpéstované rostliny okurky byly na dobu 16-24 hodin umistény do monofilovych
izolatort, ve kterych byl udrzovaci chov molice bavinikové nebo molice sklenikové

- pokusné rostliny, kterym byly ponechdny 2 pravé listy, byly naméafeny do suspenze

konidii adjustované na titr 1,0x10” v 1 ml ihned po odstranéni dospélci z rostlin
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- rostliny byly nésledn¢ vlozeny po dvou do izolatori uzavienych PVC poklopem a

umistény do klimatizované mistnosti

- pokusy byly jednordzové vyhodnoceny 7.den po aplikaci patogena, ke kazdému jedinci

(vajicka, resp. L+-L2) byla pfifazena kategorie: a)ziva, b)vylihla, c¢)infikovana, d)mrtva

Tabulka 20: Stav populace 7. vaporariorum synchronizované na stadium vajicka 7. den po

oSetfeni rostlin suspenzi konidii jednotlivych kmenti entomopatogennich hub.

vajicka L1-L2

Kmen celkem Ziva infikovana Ziveé mrtveé infikované

pocet| % |pocet| % |pocet| % |pocet| % |poCet| % |pocet| %
PFR972B | 683|100 91 1,32 107| 15,67 4| 0,59 17| 2,49| 546 79,94
Bba-PK 527|100 41| 7,78 9/ 1,71 331 6,26 39| 7,40| 405]| 76,85
Bbr-M092 | 495|100 76| 15,35 8| 1,62 42| 8,48 52(10,51| 317 64,04
Lle-19 510|100 14| 2,75 28| 5,49 71 1,37 19| 3,73| 442] 86,67
Aal-New 566|100 8| 1,41 0| 0,00 6| 1,06 541 9,54 498|87,99
Kontrola 480|100 83| 17,3 0/ 0,001 379|78,96 16| 3,33 2| 0,42

Graf 11: Kumulovand mortalita v populaci 7. vaporariorum synchronizovan¢ na stadium

vajicka 7. den po oSetfeni rostlin suspenzi konidii jednotlivych kmenti entomopatogennich

hub.

kumulovana mortalita (%)
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Tabulka 21: Stav populace molice Bemisia tabaci synchronizované na stadium vajicka 7. den

po oSetieni rostlin suspenzi konidii jednotlivych kmenti entomopatogennich hub.

vajicka L1-1L2

Kmen celkem Ziva infikovana Zivé mrtveé infikované

pocet| % | pocet % | pocet % | pocet % | pocet % | pocet %
PFR972B | 557|100 11 1,97 74 13,29 17| 3,05 34| 6,10 421]75,58
Bba-PK 408|100 98 124,02 21 0,49 541 13,24 40| 9,80| 2145245
Bbr-M092 | 488|100 541 11,07 21| 4,30 391 7,99 761 15,57 298| 61,07
Lle-19 469 100 41 0,85 35| 7,46 14| 2,99 20| 4,26| 396| 84,43
Aal-New 459100 27| 5,88 0| 0,00 11| 2,40 33| 7,19| 388] 84,53
Kontrola 337|100 531 15,7 0l 0,000 277|82,20 71 2,08 0 0,00

Graf 12: Kumulovana mortalita v populaci molice Bemisia tabaci synchronizované na

stadium vajicka 7. den po oSetieni rostlin

entomopatogennich hub.

suspenzi

konidii

vybranych kment

kumulovana mortalita (%)
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patogen - kmen

Lle19 Aal NEW

Kontrola

Zhodnoceni pokusu.

S vyjimkou kmene PK piv B. bassiana a M 092 houby a B. brongniartii u molice

bavinikové indukovaly vSechny kmeny entomopatogennich hub, v pokuse zaméfeném na

ovéreni ovicidniho G¢inku, kumulovanou mortalitu na urovni 80% a vice.

Zjevnou infekci na vaji¢cich obou druht molic vyvolaly vSechny kmeny s vyjimkou

kmene Aal-New houby Aschersonia aleyrodis.
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Tento kmen vSak vykdzal velmi vysokou uc¢innost na mladé nymfy. Pii porovnani vysledki
zaznamenanych po aplikaci na molici sklenikovou a molici bavinikovou nebyl v G¢innosti
kment hub pouzitych v pokusech zaznamenan vyznamny relevantni rozdil, ktery by mohl byt

interpretovan jako rozdil zpiisobeny hostitelem.

kksk

POKUS 9: Porovnani uc¢innosti entomopatogennich hub P. fumosoroseus 97 2B, B. bassiana
Pk PUV, L. lecanii 19, B. brongniartii M 092 a A. aleyrodis NEW po aplikaci na populace
molice sklenikové a molice bavinikové synchronizované na stddium nymf nizSich instart

(L1-L2).

Zakladni udaje k pokusu:

vybrané kmeny entomopatogennich hub byly 14 dni kultivovany na PDA jako celoplo$na

kultura

- predpéstované rostliny okurky byly na dobu 16-24 hodin umistény do monofilovych
izolatort, ve kterych byl udrzovaci chov molice bavinikové nebo molice sklenikové.

- po odstranéni dospélcti molic z rostlin byly rostliny pfemistény do novych izolatortt do
doby, nez byla na listech zjisténa pritomnost larev nizsich instard (L1 a L2)

- pokusné rostliny, kterym byly ponechany 2 pravé listy, byly namaceny do suspenze
konidii adjustované na titr 1,0x10” v 1 ml ihned po odstranéni dospé&lcii z rostlin

- rostliny byly nasledné¢ vlozeny po dvou do izolatori uzavienych PVC poklopem a
umistény do klimatizované mistnosti

- pokusy byly jednorazové vyhodnoceny 7.den po aplikaci patogena, ke kazdému jedinci

byla pfitfazena kategorie: a)ziva, b)vylihla, c)infikovand, d)mrtva
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Tabulka 22: Stav populace molice Trialeurodes vaporariorum synchronizované na stadium

nymf 1.-2. instaru 7. den po oSetieni rostlin suspenzi konidii jednotlivych kmenii

entomopatogennich hub.

L1-L2 L3-L4
celkem

Kmen Zivé mrtveé infikované Zivé mrtveé infikované

pocet | % | pocet| % |pocet| % |pocet| % |pocet| % |pocet| % | pocet| %
SR 13g0 {100 | 2 [os3| 7 | 184 336 8842| 7 | 184 | 3 [079| 25 | 658
Bba-PK 297 | 100 | 14 | 4,71 | 23 |7,74| 209 | 70,37 | 45 |1515| 3 1,01 3 1,01
Bbr-M092 | 465 | 100 | 21 |4,52| 5 1,08 | 321 | 69,03 | 87 |1871| 12 |2,58| 19 |4,09
Lle-19 460 | 100 | 6 1,30 | 20 |4,35| 411 [89,35| 4 0,87 2 1043] 17 |3,70
Aal-New | 550 [100| 7 1,27 16 | 291 | 512 |93,09| 2 0,36 2 |1036| 11 |2,00
Kontrola 435 | 100 | 21 |483] 3 [069| O 0,00 | 408 [93,79| 3 [0,69| 0 |0,00

Graf 13: Kumulovand mortalita v populaci molice Trialeurodes vaporariorum

synchronizované na stddium nymf 1. a 2. instaru 7. den po oSetfeni rostlin suspenzi konidii

jednotlivych kmenti entomopatogennich hub.
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Tabulka 23: Stav populace molice Bemisia tabaci synchronizované na stadium nymf 1.-2.

instaru 7. den po oSetfeni rostlin suspenzi konidii jednotlivych kmenti entomopatogennich

hub.
L1-L2 L3-14
celkem

Kmen Zivé mrtveé infikované Zivé mrtveé infikované

podet | % |podet| % |pocet| % |podet| % |podet| % |potet| % |pocet| %
§ER97 3421100 3] 0,88 712,05 319|93,27 0| 0,00 210,58 113,22
Bba-PK 3041100 44|14,47 411,32 179(58,88| 49|16,12 712,30| 21(6,91
Bbr-M092 | 345|100 20| 5,80 28|8,12| 245|71,01| 29| 841| 17]4,93 6|1,74
Lle-19 3091100 2| 0,65 912,91| 266|86,08 2| 0,65 11(3,56| 19|6,15
Aal-New | 377|100 71 1,86 17[4,51| 317 84,08 4| 1,06 310,80 297,69
Kontrola | 434|100 8| 1,84 11(2,53 0| 0,00 409|94,24 61,38 010,00

Graf 14: Kumulovand mortalita v populaci molice Bemisia tabaci

stddium nymf 1. a 2. instaru 7. den po oSetieni rostlin suspenzi konidii jednotlivych kmenti

entomopatogennich hub.
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Zhodnoceni pokusu.

Po aplikaci na populace obou druhi molic byla vétSinou kment indukovéana velmi
vysoka mortalita a to ve v€kové kategorii, na kterou byly populace zdamérné synchronizovany
(tj. larvy 1. a 2. instaru) a jen velmi mald ¢ast jedincl pieSla vyvojem do nésledujiciho
nymfalniho instaru (L3). Infekce indukovana entomopatogennimi houbami byla zaznamenana
1 v populaci nymf 3. instaru. Zieteln¢ nejnizs$i mortalita byla zaznamenana v populacich obou
druhti molic po oSetfeni houbou Beauveria bassiana — kmen PK Pav. U molice sklenikové

byla niz$i u¢innost prokazana i u kmene M 092 houby Beauveria brongniartii.

skoksk
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5. DISKUZE A ZAVER

Vyvoj a raciondlni pouzivani biopreparati na bazi entomopatogennich hub
nepiedstavuje pouze zvladnuti praktickych biotechnologii a standardnich introdukénich
postupil, ale i velmi bohaté informac¢ni pozadi v oblastech, které s praktickym vyuzivanim
biopreparati zdanlivé nesouvisi. Lze tedy fici, Zze mezi teorii a praxi vyuZzivani
entomopatogennich hub je nepomér, ktery mé svij velky vyznam. Na jedné strané je
k dispozici nespocet diikazl o pfirozeném vyskytu entomopatogennich hub a jejich vyznamné
roli pfi piirozené regulaci populaci Skiidcti nebo pfi regulaci populaci sktdci v dasledku
zamérnych introdukci biopreparatii na bazi entomopatogennich hub, a na strané druhé, je
zavedeni a uspeéS$na komercionalizace novych biopreparati na bazi entomopatogennich hub
zalezitosti doposud veskrze vyjimec¢nou a v porovnani se syntetickymi insekticidy nelze
postaveni mykoinsekticidi na soucasném trhu pesticidli oznacit ani za minoritni. Pfikladem
tohoto paradoxu je 1 disproporce mezi vyzkumem a praxi ve vyuzivani vlaknitych
entomopatogennich hub v Evropé. Existuje vice pfi¢in proé tomu tak je. Uginnost
biopreparati je obvykle srovndvana s chemickymi standardy, pficemz pifi hodnoceni jsou
bézné pouzivany postupy zamétené na porovndni kratkodobych ucinkli po piimé aplikaci a
nasledné sledovani jejich detoxikace, pti zfejmé preferenci latek, které vykazuji kratkou
perzistenci v prostiedi. V dusledku toho jsou pochopitelné mykoisekticidy znevyhodnény.
Utinek biopreparatli na bazi entomopatogennich hub vétsinou nebyva zdaleka tak rychly jako
ucinek syntetickych insekticidi a Casto se také nepostihuji dlouhodobéjsi ucinky, které jsou
pravé typické pro systém ,,patogen-hostitel u hub.

Diplomova priace je zaméfena na vybrané druhy entomopatogennich hub
asociovanych s molicemi. Struktura experimentalni prace byla koncipovéana nejen s ohledem
na zékladni cil prace (=ovéfeni u¢innosti entomopatogennich hub na dva druhy molic, z nichz
jedna patii mezi karanténni Skidce), ale i sohledem na modelovou demonstraci
experimentalniho zdméru v oblasti prace s entomopatogennimi organizmy. V tomto kontextu
je nutno posuzovat i strukturu experimentli. V prvé ¢asti byly experimenty zaméfeny na
demonstraci zékladnich postupll pouZzivanych pfi standardnim hodnoceni vitality infek¢nich
propanguli entomopatogennich hub (konidiospory, blastospory...). V pokusech byl pouzit
evaluacni systém, ktery byl jiz v roce 1993 zaveden v rostlinolékaiské laboratofi KRV ZF JU
a jehoz velikou pfednosti je to, Ze vedle standardniho parametru vitality (= % klic¢ivost)

pfinasi 1 nadstandardni informaci a nésledném vyvoji testovanych kment hub (GI).
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Experimenty prezentované v této ¢asti DP je nutno povazovat za demonstrativni, protoze
obdobné hodnoceni kvality bylo rutinn€ pouzivano 1 ve vSech dalSich pokusech.

V pritbéhu zkouméni entomopatogennich hub byla posuzovéna jak jejich schopnost
nakliceni a rustu, tak i virulence vii¢i skiidci molici bavinikové (Bemisia tabaci) a sklenikové
(Trialeurodes vaporariorum). Modelova studie zaméfend na charakteristiku kratkodobych
(nebo dlouhodobych) ucinkii vybranych kmenti entomopatogennich hub, naznacuje klicovy
prvek interakéniho systému ,,patogen-hostitel“ a to sice vybér vhodného kmene. Je fada
entomopatogennich hub, které jsou schopny asociovat s molicemi a vyvoldvat u nich
onemocnéni prakticky vSech vyvojovych stadii.

Prakticky vSechny kmeny pouzit¢ v pokusech byly schopny v laboratornich
podminkach realizovat kompletni vyvojovy cyklus na vSech vyvojovych stadiich molice
sklenikové (7. vaporariorum) a bavinikové (B.tabaci). Byly tedy schopny vyvolat vyznamnou
mortalitu v oSetfenych populacich. Stejné entomopatogenni u¢inky charakterizuje ve své
disertacni praci Bobkova (2006) pii vyuziti entomopatogennich hub vyjma houby
Aschersonia aleyrodis se stejnymi vysledky na svilusku chmelovou (Tetranychus urticae).
Nicméné obecna schopnost vybranych druhti entomopatogennich hub vyvoldvat onemocnéni
vyvojovych stadii molic se vyznamné ménila na trovni druhii/kmenti. Relevantni rozdily byly
také zaznamenany v rychlosti vyvoje jednotlivych druhtkmenti hub a ve schopnosti
dosahnout konecné faze vyvoje - sporulace. Sporulace hraje vyznamnou roli pii vzniku a
prabéhu epizootii.

Pro parametrizaci virulence jednotlivych kment/druh hub byla vyuZzita zejména
schopnost jednotlivych kmenti vyvolavat ve sledované populaci mortalitu. S ohledem na
prubéh infekce a vyvoj hub na ptirozeném hostiteli bylo zaroven cilem zaznamenat i vSechny
vyznamné faze vyvoje patogena (kliceni konidii, pronikdni do hostitele, usmrceni hostitele,
povrchové proliferace, sporulace) a rozsifit tak charakteristiku jednotlivych kment o dalsi
parametry detailnéji definujici entomopatogenni status houby.

V pokusech zafazenych do diplomové prace bylo pro hodnoceni ovlivnéni populace
pozdniho stddia molic vyuZito indexové stupnice v rozmezi 0 — 3, ve které¢ index 0,0
znamenal, ze konidie v interakéni zo6n€ s hostitelem maji uniformni tvar a indexy 1,5 — 2,0
signalizuji externi proliferaci hub a tvorbu vzdusného mycelia, coz je predpoklad dalsiho
vyvoje patogena. Sporulace byla zaznamenavana pomoci indexu 2,5 a 3,0 (= plna sporulace).
Vysledky byly interpretovany s diirazem na zaznamendni kumulované mortality a néasledné 1
zaznamenani rozdild v nasledujicim vyvoji jednotlivych kmenG hub. Toto hodnoceni

predstavuje klicovy metodicky aspekt prace.
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Z hlediska praktické ucinnosti hub byl pfi vyhodnocovani nejvice zohlediiovan index
1,5, ktery souvisi se schopnosti patogena usmrtit. Z téchto divodi bylo v biotestech za
klicovou troven Uc¢innosti povazovano dosazeni indexu 1,5 a vySe. Dosazeni této hodnoty
dokazuje, ze vlivem houby doslo nejen k usmrceni hostitele, ale i k povrchové proliferaci,
ktera je zpravidla nasledovana dokoncenim vyvoje patogena (konidiogeneze). Tento index byl
dosazen ve vétSing pripadi za 48-72 hodin. Z hlediska doposud neprovadénych srovnavacich
pokusli mezi molici bavlnikovou (B. tabaci) a molici sklenikovou (7. vaporariorum) byl
vyzkum v diplomové praci ¢astecné smérovan i na toto téma.

V pokusech bylo prokazano, ze vybrané kmeny entomopatogennich hub jsou schopny
indukovat mortality u vSech vyvojovych stadii (a nymfalnich stupni) obou druhti molic.
V ramci jednotlivych srovndvacich pokusii sice byly zaznamenany urcité rozdily v uc¢innosti
hub po aplikaci na molici Trialeurodes vaporariorum, resp. Bemisia tabaci, nicméné rozdily
byly natolik malé, Ze 1ze konstatovat, ze ucinnost jednotlivych kment je na oba druhy molic
prakticky stejnd. Vyznamnym zjisténim je skute¢nost zaznamenana v experimentech
zaméienych na ovicidni G¢inek entomopatogennich hub. Pokusy prokézaly vyznamny ucinek
na lihnivost vajicek a zejména pak na dal§i vyvoj larev nizSich instari. Principidlnim
poznatkem je fakt, ze s vyjimkou kmene Aal-New houby Aschersonia aleyrodis, vSechny
ostatni druhy (kmeny) hub indukovaly mykoézu pfimo na vajiccich a obdobné i na nasledném
vyvojovém stddiu — nymfach 1. instaru. Jak jiz bylo zminéno, houba A. aleyrodis nevyvolala
infekci pfimo na vajiccich, nicméné jeji U€inek na nymfy 1. instaru byl velmi vysoky a
kumulovand mortalita dosdhla (spolu s PFR 97 a Lle 19) velmi vysokych hodnot. Obdobné
tendence byly zaznamenany i po aplikaci hub na populace obou druhti molic synchronizované
pied aplikaci na stupenn L1-L2, resp. L4.

K vyznamnym patii zjiSténi, Ze pfiporovnani virulence dvou kmenti hub rodu
Beauveria (Bba PK Piv, Bba-01) byly zaznamenany rozdily. Tyto rozdily mezi kmeny
naznacuji, ze virulence neni definovdna jen na obecné urovni (druhem entomopatogenni
houby), ale 1 na poddruhové urovni (kmen). Respekt k tomuto jevu naznacuje 1 dal$i moznosti
ve vybéru kmenl entomopatogennich hub, s cilem jejich vyuziti v biologické ochrané proti

molicim.
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Z vysledkii experimentalni ¢asti prace lze formulovat tyto nejvyznamnéjsi zavéry:

1.

10.

U vsech testovanych kmenii/druhli entomopatogennich hub (P. fumosoroseus 97 2B,
A. aleyrodis NEW, B.bassiana Pk PUV, B. brongniartii M092, L. lecanii 19) byla
prokazana 100% klic¢ivost vSech konidii po 24 hodinidch a plnd sporulace po 72
hodinach. Tyto parametry potvrzuji velmi vysokou vitalitu vSech kmend hub
pouzitych v pokusech.

Vramci in vitro testl byly zaznamenany relevantni rozdily v rychlosti vyvoje
jednotlivych druhti/kmenii entomopatogennich hub, pfi¢emz nejrychlejsiho vyvoje

doséhla houba P. fumosoroseus 97 2B.

. Utinnost jednotlivych druhi/kmend entomopatogennich hub se lifila v porovnani

patogenity vici molici bavinikové a molici sklenikové minimalné.

Pocatecniho nejrychlejsiho vyvoje ptfi vyhodnocovani in vivo FDI testd dosdhla
v piipadé¢ molice bavlnikové i sklenikové entomopatogenni houba B. brongniartii
MO092 s indexem 0,54-0,8 (prumérna velikost klicku konidii v interakéni zoné hostitele
dosahuje téméf velikosti matecné konidie), pficemz rychlejsi pocatecni vyvoj houby
byl zaznamenan v interakéni zon€ molice bavinikové

V celkovém zhodnoceni mél nejlepsi ristové a vyvojové predpoklady v ptipadé in
vivo FDI testi na molicich kmen 97 2B houby P. fumosoroseus , po 48 hodinach byla
hyfova vlakna houby prokazateln¢ v pfimém kontaktu s télem hostitele. V piipadé
molice sklenikové se vyznamné prosadila 1 houba B. bassiana 01 s indexem napadeni
1,8 po 72 hodinach.

Vsechny druhy/kmeny testovanych entomopatogennich hub byly schopny prodé€lat na
hostiteli (molice bavinikova a sklenikova) cely svlij vyvojovy cyklus az do konecné
faze vyvoje - sporulace.

Pii separovaném vyhodnoceni dvou napadenych rostlin okurky oSetfenych suspenzi
konidii houby A. aleyrodis NEW a L. lecanii 19 o stejném titru (1,0 x 107 konidii v 1
ml) nebyly zaznamenany vyrazné odlisSnosti v ti¢inku na mortalitu molice bavinikové.
U napadenych rostlin okurky, oSetienych suspenzi konidii vSech druh@kment hub,
byla v pfipadé molice bavinikové prokdzana nejvyssi G€innost houby L. lecanii 19 u
niz mortalita dosahla hranice 97,9% a P. fumosoroseus 97 2B s 95,3%.

S vyjimkou houby A. aleyrodis NEW, vSechny druhy (kmeny) hub indukovaly
mykozu na vajiceich 1 na nasledném vyvojovém stadiu — nymfach 1. instaru.

Houba A. aleyrodis nevyvolala infekci pfimo na vajiccich, nicméné jeji ucinek na

nymfy 1. instaru byl velmi vysoky.
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Graficky list 1: Postup prace pii zakladani pokusu na vyhodnoceni kvality konidiové
suspenze (test kli¢ivosti entomopatogennich hub) a FDI test na molicich

C D

A — Petriho misky na hodnoceni kvality
konidiové suspenze

B — podloZni skli¢ko s tenkou vrstvou 2%
vodniho agaru, nandseni suspenze

C - laboratorni potfeby pro hodnoceni
kvality konidiové suspenze

D — nanaSeni konidiové suspenze na
podlozni sklicko pomoci sterilni klicky

E — nymfy molic odebrané ze spodni strany
listlh na podloznim sklicku




Graficky list 2: Metodicky postup pii zakladani pokusu ke stanoveni u¢innosti jednotlivych
kmenil entomopatogennich hub na molicich (FDGi biotest + ponofovaci metoda)

A — nanaseni nymf molic do kapky
konidiové suspenze pomoci specialné
upraven¢ jehly (FDGi biotest)

B — pokusné rostliny po namoceni do
suspenze konidii adjustované na titr

1,0x107 v 1 ml - ponofovaci metoda

C — namaceni pokusnych rostlin do

konidiové suspenze - ponorovaci metoda

D — umisténi pokusnych rostlin na 7 dni
do izoléatorti uzavienych PVC poklopem
- ponofovaci metoda




Graficky list 3: Metodicky postup pii vyhodnocovani a¢innosti hub na pokusnych rostlinach
v kompletnim systému ,,rostlina-sktidce-patogen* (ponotovaci metoda)

A —rostliny v den vyhodnoceni (7.den
po namoceni do suspenze konidii)

B - sestava binokularniho mikroskopu

C — houba Lecanicillium lecanii 19
parazitujici pupéria molice
bavinikové na listu okurky

D- houba Beauveria bassiana Pk pav
parazitujici puparia molice
bavlnikové na listu okurky

E- houba Paecilomyces fumosoroseus
97 2B parazitujici puparia molice
bavlnikové na listu okurky




Graficky list 4: Parazitizmus a morfologické vlastnosti vybranych druht / kment
entomopatogennich hub (Archiv KRV ZF JU)

A — rozdil mezi infikovanou (vpravo) a
zdravou larvou molice houbou Aschersonia

B — t¢Ini dutina hostitele vyplnéna
hyfovymi télisky houby Aschersonia

C - bilé mycelium Beauveria bassiana na
povrchu téla molice sklenikové

D - struktura a tvorba konidii
Paecilomyces fumosoroseus

E — dlouhé¢ konidiofory Lecanicillium
lacanii




Graficky list 5: Viry pienaSené molici bavlnikovou (B. tabaci) a parazitismus hub
A. aleyrodis a P. fumosoroseus (Archiv KRV ZF JU)

A — Euphorbia mosaic begomovirus
prenaseny molici bavinikovou (B. tabaci)

B — Tomato yellow leaf curl virus
pienaseny molici bavinikovou (B. tabaci)

C — uhynuly dospélec molice sklenikové
(T.vaporariorum) po aplikaci ptipravku
PreFeRal (u¢.slozka P. fumosoroseus)

D — infikovana larva molice bavlnikové
houbou A. aleyrodis

E — jedinci molice balvnikové (B. tabaci)
napadeni houbou P. fumosoroseus




Graficky list 6: Kli¢ové faze vyvoje entomopatogennich hub na molicich charakterizované
podle indexové stupnice (pouzité v FDGi in vivo biotestech)(Archiv KRV ZF JU)

C D

A — Beauveria bassiana — puparium molice
T. vaporariorum obrostlé myceliem
patogena (FDG index 3.0-sporulace)

B — Lecanicillium lecanii — pocatek
sporulace na vzdusném myceliu
portstajicim povrch puparia T.
vaporariorum (FDG index 2,5)

C — Kklicici konidie houby P. fumosoroseus
v okoli puparia molice sklenikové (FDGI
index 0,5)

D — mycelium v okoli a na povrchu puparia
molice sklenikové(FDGI index 1.5-2,0)
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