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Abstrakt

Hlistice rodu Phasmarhabditis jsou celosvétové rozsifeni paraziti mékkysa,
z nichz jeden druh, P. hermaphrodita, byl formulovan jako biologicky pftipravek proti
Skodlivym mekkysim. Predkladana prace je zaméfenda na vyhodnoceni nékolika
zakladnich ekologickych charakteristik téi nové popsanych druhti rodu Phasmarhabditis
(P. bohemica, P. bonaquaense a P. apuliae) Vv polyxenickych a monoxenickych
kulturach. Pro monoxenické kultury byly vybrany tfi bakterialni izolaty, Pseudomonas
sp., Acinetobacter sp. a Flavobacterium sp. V ramci pokust byla hodnocena schopnost
rustu testovanych hlistic na rznych ptirodnich substratech (kompost, vykaly slimacka
rodu Deroceras, homogenizovani slimacci, homogenizovana housenka zavijece
voskového (Galleria mellonella) a homogenizovana praseci ledvina) a vliv téchto
substratii na kvalitu produkovaného potomstva a rychlost vyvoje. Nasledné byl
hodnocen rist hlistic v pevném a tekutém médiu. Posledni experiment byl zaméfen
na testovani vlivu polyxenickych a monoxenickych kultur hlistic na mortalitu a pfijem
potravy slimacka sitkovaného (Dereoceras reticulatum) a paskovky ketové (Cepaea
hortensis). Z vysledk vyplyva, ze vSechny testované hlistice jsou letalni fakultativni
paraziti slimackt, schopni ristu na Sirokém spektru organickych substratii a bakterii,
jejichz vliv se projevuje spiSe v produkci potomstva, zatimco kvalitativni ukazatele

invaznich larev ziistdvaji vice méné nedotcené.

Kli¢ova slova: Phasmarhabditis, Phasmarhabditis hermaphrodita, Nemaslug, molusko-
parazitické hlistice, Deroceras reticulatum, Moraxella osloensis, biologickda ochrana

rostlin.



Abstract

Nematodes of the genus Phasmarhabditis (Nematoda: Rhabditidae) are world-
wide distributed molluscs” parasites. Species P. hermaphrodita is the only commercially
produced bio-agent for slug control. The aim of this thesis is to evaluate some ecologic
characteristics of three newly described species of the genus Phasmarhabditis
(P. bohemica, P. bonaquaense a P. apuliae) in polyxenic and monoxenic cultures. Three
bacterial isolates, Pseudomonas sp., Acinetobacter sp. and Flavobacterium sp. were
chosen for testing the monoxenic cultures. The growing ability of tested nematodes, the
effect on the quality of progeny and the rate of development were examined on various
organic substrates (compost, faeces of Deroceras slugs, homogenized Deroceras slugs,
homogenized larvae of Galleria mellonella and homogenized pig kidney). Subsequently,
the growth of nematodes was tested in solid and liquid media. The last experiment was
focused on evaluating the impact of polyxenic and monoxenic nematode cultures on the
mortality and feeding activity of Deroceras reticulatum and Cepaea hortensis. As is
assumed in the results chapter, all examined species of nematodes are lethal facultative
parasites of Deroceras spp. They are able to grow in broad spectre of organic substrates
and bacteria which influence the production of the progeny, but the qualitative

parameters of dauer juveniles remain more or less unaffected.

Key Words: Phasmarhabditis, Phasmarhabditis hermaphrodita, Nemaslug, mollusc -

parasitic nematode, Deroceras reticulatum, Moraxella osloensis, biological control.
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1 UVOD

Suchozemsti plzi jsou Siroce rozsifenymi Skidci. Zptsobuji vyznamné Skody
na sirokém spektru zeméde€lskych a zahradnich plodin, zejména ve vlhkych oblastech
po celém svété. Skody na zeméddlskych plodinach v Evropé v§ak zptsobuji predeviim
zastupci tii Celedi nahych plzi, a to plzakoviti (Arionidae), slimakoviti (Limacidae)
a slimackoviti (Agriolimacidae). Jednémi z nejvyznamnéjsich Skidct s celosvétovym
roz$ifenim jsou v temperatni zoné slimacek sitkovany (Deroceras reticulatum) a plzak
Spanélsky (Arion vulgaris). Neméné vyznamna je i v tropech a subtropech se vyskytujici
oblovka zrava (Achatina fulica), jenz patii mezi vibec nejSkodlivéjsi invazni druhy
na svété. Nicméné nesmime zapomenout ani na mimoiadné invazivni sladkovodni
ampularky Pomacea canaliculata a P. maculata z jizni Ameriky, které v mnoha zemich
zpusobuji vyrazné ekonomické Skody na ryzi a jinych plodinéch.

V Ceské republice, pomineme-li plzika $panélského, ktery Skodi spise
na zahradnich plodinach, jsou nejvyznamnéj$imi Skadci slimaéek sitkovany
(D. reticulatum) a slimaéek polni (D. agreste). V poslednich letech se problémy
se slimacky stavaji stale vyznamné&j§imi. Rozsifovani slimackt mize souviset s mirnou
zimou a chladnym a vlhkym jarem. Nicméné zde ptisobi i mnoho jinych faktord, jako
jsou zjednodusovani osevnich postupil, bezorebné technologie zpracovani pidy, ¢asnéjsi
vysev oziml nebo nevhodné pouzivani neselektivnich insekticidd, které mimo jinych
hubi 1 pfirozené neptatele slimackda.

Chemické moluskocidni ptipravky ve form¢ granuli jsou zalozené na bazi
ucinnych latek metaldehyd nebo fosforecnan Zelezity. Tyto ptipravky jsou komeréné
snadno dostupné, relativné levné a maji brzky u€inek. Nicméné ztraceji rychle u€innost,
zatéZuji zivotni prostfedi a plisobi negativné na necilové organismy, a proto nejsou
vyuZitelné v ekologickém zeméd¢lstvi.

Biologicka ochrana rostlin nevyuziva primyslové vyrabéné syntetické pesticidy.
Tyto pfipravky minimalné zatézuji zivotni prostiedi a daji se vyuZzivat ve vSech
zemé&délskych i jinych kulturdch. Takovy typ ochrany proti slimackiim a jinym menSim
druhlim plzQ je zaloZen pouze na jediném bioagens. Jedna se o komeréné dostupnou

molusko-parazitickou hlistici Phasmarhabditis hermaphrodita kultivovanou moxenicky
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s bakterii Moraxella osloensis. Tato hlistice byla patentovana roku 1994 ve Velké
Britanii pod obchodnim ndzvem Nemaslug. Od té doby probéhla registrace skoro
ve viech statech Evropy, nevyjimaje Ceskou republiku (Biocont Laboratory). Na nagem
uzemi jsou registrovany dva identické ptipravky na bazi hlistice P. hermaphrodita, a to
Nemaslug a Phasmarhabditis-System. Toto bioagens nezatézuje zivotni prostiedi
anezanechava zadna zbytkova rezidua, jako je tomu u chemickych moluskocida.
Nicméné ochrana prostfednictvim hlistic je pomérn¢ nakladna a jeji i€innost je omezena
jen na sliméacky a juvenilni jedince plzakt. Proto v soucasnosti probiha mnoho vyzkumu
ruznych parazitickych hlistic a jejich symbiontii, které by bylo mozné 1épe vyuzit
Vv biologické ochrané rostlin pfed dosud rezistentnimi druhy, jako jsou plzak Spanélsky
nebo oblovka zrava.

Ptedkladand diplomova prace shrnuje v jednotlivych kapitolach zakladni
informace o hospodaisky vyznamnych mékkySich se zaméfenim na slimacky rodu
Deroceras a také blize charakterizuje jedinou komeréné dostupnou molusko-
parazitickou hlistici Phasmarhabditis hermaphrodita. Prakticka ¢ast je pak zamétena
na studium nékolika ekologickych charakteristik tfech vybranych druhii hlistic
parazitujicich na nahych plzich (Phasmarhabditis bohemica, P. bonaquaense
a P. apuliae), které byly v predchozich letech izolovany a popsany z CR a Itélie.
Na zéklad€¢ dosaZenych vysledkl se prace snazi o zhodnoceni mozZnosti jejich vyuziti

Vv ochran¢ rostlin pted Skodlivymi plZi, zejména slimacky rodu Deroceras.
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2 LITERARNI PREHLED

2. 1 Hospodarsky vyznamni mékkysi

Plzi (Mollusca: Gastropoda) jsou vyznamnymi Skidci zemédé€lskych
a zahradnich plodin po celém svét¢ (Tan a Grewal, 2001). Podle odhadii existuje
ptiblizn¢ 25 000 suchozemskych druhtt mekkyst (Rosenberg, 2014). V Evropé, zejména
Vv severozapadnich zemich s mirnym podnebim a vétSim mnozstvim srazek, Skodi nazi
plzi hlavné na pSenici, fepce olejce, hlavkovém salatu a razickové kapusté (Glen
a Moens 2002; Moens a Glen, 2002).

Na uzemi Ceské republiky bylo v pfirodé nalezeno 221 druht plzd, ztoho
171 suchozemskych (Horsak et al., 2013). Skody na zemédélskych plodinich ale
zpusobuji predevsim zastupci tii Celedi nahych plzi, a to plzakoviti (Arionidae),
slimakoviti (Limacidae) a slimackoviti (Agriolimacidae).

Nejvyznamnéjsi z Celedi plzakoviti je zajisté rod plzak (Arion Férussac, 1819).
Do tohoto rodu patii napt. plzak Spanélsky (Arion vulgaris Moquin-Tandon, 1855).
Tento invazni druh je polyfagni Skiidce, ktery se dokaze Zivit na odumielych rostlinach,
okrasnych rostlinach, houbach, vykalech, mrSinach ale hlavné na zahradnich a polnich
plodinach (fepka, brambory, zeli, petrzel, fazole, jahody, salat, mrkev, Cervena fepa atd.)
(Koztowski a Koztowska, 2004). Neméné vyznamny je u nas i1 plzdk zahradni
(Arion hortensis Férussac, 1819), ktery se vyskytuje v lesnich a travnich ekosystémech.
Skodi ale také na zahradnich (jahody, zeli, mladé rostliny) a polnich plodinach
(McDonnell et al., 2009).

Z Celedi slimakoviti (Limacidae Lamarck, 1801) je vyznamnym rodem slimak
(Limax Linnaeus, 1758), do kterého patii druh slimak nejvétsi (Limax
maximus Linnaeus, 1758). Tento druh zptsobuje Skody na zemé&délskych a zahradnich
plodinéach, ovoci, kli¢icich a mladych rostlindich a na uskladnéném ovoci a zeleniné
(Morii a Nakano, 2017; Habib et al., 2018). Jak uvadi Rollo a Wellington (1977, 1979),
slimak nejveétsi ma agresivni teritoridlni chovani a mize byt kanibalisticky 1 masozravy.
Mize pozirat mensi druhy bezobratlych, jako jsou napt. plzak Spanélsky a podkornatka
zihana (Lehmannia marginata Miiller, 1774) nebo i vyvijejici se cikady (Norden
a Williams, 2015).
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Z celosvétového hlediska zptisobuje velké Skody také ulitnaty plz oblovka Zrava
(Achatina fulica Bowdich, 1822) pattici do ¢eledi achatinoviti (Achatinidae). Tento obfi
africky plz patii mezi nejSkodlivéj$i invazni druhy na svéte (Lowe et al., 2000).
Predpoklada se, ze konzumuje vice nez 500 rtznych rostlinnych druhi a maze také
pusobit jako potencialni vektor pro parazity Angiostrongylus cantonensis
a Angiostrongylus  costaricensis  zpusobujici  eozinofilni ~ meningoencefalitidu
(Raut a Barker, 2002). Dalsi vyznamné $kody zpusobuji ampularky Pomacea
canaliculata Lamarck, 1822 a Pomacea maculata Perry, 1810. Tyto druhy patii mezi
nejinvazivngjsi sladkovodni mékkyse a maji domovinu v jizni Americe. Do mnoha zemi
po celém svéte byly zavleCeny obchodem s akvarijnimi rybami a potravinami
(Arfan et al., 2015). V mnoha zemich zpusobuji vyrazné ekonomické $kody na ryzi,
zejména v jihovychodni Asii (Nghiem et al., 2013). Znac¢né Skody také zpusobuji
u plodin jako je taro, vodni $penat, vodni kastany, divoka ryze nebo japonska petrzel
(Carlsson a Lacoursicre, 2005; Carlsson, 2006; Horgan et al., 2014).

2. 1. 1 Slimacéci rodu Deroceras
Celed’ slimackoviti (Agriolimacidae) se sklada z 6 rodt (Deroceras Rafinesque,

1820; Krynickillus Kaleniczenko, 1851; Furcopenis Castillejo a Wiktor, 1983; Lytopelte
Boettger, 1886; Mesolimax Pollonera, 1888 a Megalopelte Lindholm, 1914).
Celkem zahrnuje 135 druhl. Z tohoto pocétu patii 123 druhti do rodu Deroceras
(Wiktor, 2000).

Druhy rodu Deroceras jsou primarné holarktické. VétSina druhii se vyskytuje
na severni polokouli v oblasti Eurasie a Severni Ameriky, nicmén€ mnoho druhii bylo
zavle€eno napft. do Australie, Etiopie, na Novy Z¢land a do Severni Afriky (Reise, 2007;
McDonnell et al., 2009).

V Ceské republice je znamo 9 druht slimacka (Deroceras laeve Miiller, 1774;
D. reticulatum Miiller, 1774; D. agreste Linné, 1758; D. sturanyi Simroth, 1894,
D. turcicum Simroth, 1894; D. rodnae Grossu a Lupu, 1965; D. praecox Wiktor, 1966;
D. juranum Wiithrich, 1993 a D. invadens Reise, Hutchinson, Schunack a Schlitt, 2011)
(Horsék et al., 2018).

D. reticulatum a D. agreste jsou nejvyznamnéjsimi sktdci polnich a zahradnich

plodin (Horséak et al., 2010). Vyskytuji se v mirnych oblastech Evropy, Asie, Severni
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a Jizni Ameriky, Australie a Nového Zélandu (Koztowski et al., 2016). Proto nasledujici

kapitoly budou pojednévat o téchto dvou druzich.

2.1.1.1Bionomie
Identifikovat slimacky rodu Deroceras je obtizné, nebot” jsou si velmi podobni.

S jistotou je mizeme urcit pouze podle kopulacnich organti (tvar penisu) a délky slepého

stieva (Horsak et al., 2013). Nicmén¢ slimacek sitkovany a polni patii mezi druhy, které

muzeme od sebe snadno rozeznat podle barvy téla (Obrazek 1).

Obrazek 1: Slimacek sitkovany (D. reticulatum) vlevo a slimacek polni (D. agreste) vpravo.
(pfevzato od Horsak et al., 2013)

Slimacek sitkovany (D. reticulatum) je dlouhy 40-60 mm. Zakladni zbarveni
dospélych jedinct je zlutosedé, nékdy kavové nebo olivové, obvykle ma zietelnou
sitovitou kresbu tvofenou nacernalymi nebo tmavohnédymi skvrnami (Forsyth, 2004).
Ma siroky penis s charakteristickym trsem ptidatnych zlazek, drazdici téleso je vyrazné
kuzelovité, na konci €asto s ohnutou Spickou. Slepé stfevo ma dlouhé, alespon 2x delsi
nez Siroké (Obrazek 2).

Slimacek polni (D. agreste) dosahuje délky 30-50 mm. M4 smetanové Sedobilé
télo s tmavsim sitovanim a piedni Cast t€la byva tmavsi az hnédocervena (South, 1992).
Ma Siroky penis s krat'ouckou piidatnou Zlazkou (Obrazek 2). Jako slimacéek sitkovany

ma slepé stievo dlouhé, alespon 2x delsi nez Siroké (Horsék et al., 2010).

14



Obrazek 2: Znaky na pohlavni soustavé slimacka sitkované¢ho (D. reticulatum) vlevo
a slimacka polniho (D. agreste) vpravo: a — atrium, ap — appendix, bc — semenna schranka
(bursa copulatrix), gp — glandula penis, mr — zatahova¢ penisu (musculus retractor penis),

p — penis, s — stimulator. (pfevzato od Horsak et al., 2010)

Slimacci jsou hermafrodité (Wiktor, 2000). Dospélec klade 200400 vajicek
a podle Carrick (1938) muze D. reticulatum naklast az 500 vajicek za rok. Vajicka jsou
kladena ve skupinach po 10-20 kusech, 5-10 cm hluboko do ptudy. Letni generace klade
vajicka v kvétnu. V Cervnu a ¢ervenci se lihnou juvenilni jedinci, ktefi v pritbé¢hu ¢ervna
az Cervence dordstaji a od srpna do listopadu poskozuji ozimé plodiny. Prezimuji
vajicka, ojedinéle také dospéli jedinci, kteti prezivaji pouze ve vlhkych mirnych zimach.
V priibéhu zimy a v ptedjaii se lihnou mlad’ata, kterd v tnoru az dubnu poskozuji jarni
plodiny pfi vzchazeni. V Evropé je zivotni cyklus slimackti dokoncen za méné€ nez rok
(Berlandier a Baker, 2007).

Ptiznivé pro vyskyt slimackl je teplé vlhké pocasi v 1ét€ a na podzim. Mnoho
laboratornich a polnich testi prokazalo, ze fada faktorii souvisejicich s pocasim
(povétrnostni podminky, teplota vzduchu a pldy, vlhkost vzduchu a pady, destové
srazky a rychlost vétru) ovliviluje aktivitu a hojnost slimack a tim padem
I potencionalni poskozeni rostlin (Cook, 2001).

Podminky pro aktivitu zacinaji pti 5 °C, ale optimalni teplota se pohybuje mezi
17 a 20 °C (Douglas a Tooker, 2012). Slimacci jsou aktivni celou noc, zvlasté po destich
a zavlahach. Po desti se zdrzuji na rostlindch i b&hem dne. Zravost slimacku je velika,

hmotnost téla se za 24 hodin zvySuje o 30—40 %. V letech méné ptiznivych pro vyvoj
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nachazeji pfiznivé podminky pro preziti na neobdélavanych vlhkych lokalitach s divoce
rostoucimi rostlinami. Jestlize panuje teplé a suché obdobi, pfezivaji vSechna stadia

nékolik tydnt bez potravy v trhlinach pudy (South, 1982; Wiktor, 2000).

2.1.1. 2 Hospodarsky vyznam
Slimacci rodu Deroceras jsou polyfagni skidci (Koztowski a Koztowska, 2008).

Zivi se §irokou $kalou polnich i zahradnich plodin. Poskozuji pSenici, je¢men, oves,
fepku, brambory, kukufici, s6ju, sluneénici, lusténiny, vojtésku, jahody, fazole, cibuli,
zeli, kvétak, hlavkovy salat a mnoho dalsich plodin (Mair a Port, 2002; Salvio et al.,
2008; Thomas et al., 2010; Santacruz et al., 2011; Gomez et al., 2017).

VétSinou lze poskozeni slimacki klasifikovat jako dva typy. Prvni je poSkozeni
semen, mladych a starSich rostlin, které vede k pfimé ztraté porostu nebo omezeni ristu.
U ozimé pSenice je nejzranitelnéjsi osivo a rané faze rastu hned po vysevu. Slimécci
vyZziraji zarodek a ¢ast nebo cely endosperm, a tim zabranuji kli¢eni (Kaluski et al.,
2005). U brukvovitych rostlin nejsou semena posSkozena. Mladé rostlinky jsou ale
vystaveny velkému riziku poSkozeni od okamziku, kdy nakli¢i, do doby, nez se stanou
dostatecné silnymi, aby dokézaly konkurovat napadeni (Glen, 2002). Velké mnozstvi
brukvovitych plodin je velmi nachylnych na poskozeni od slimackl. Nejvétsi Skody
vSak zplisobuji na ozimé fepce. Po zaseti mohou poskodit kli¢ici semena v pide a tim
celou rostlinu zni¢i. Po vzejiti se zpocatku na rostlinich projevuje nepravidelny Zir
na listech, hypokotylu a kofincich. Nasledné dokazi slimacci Uplné sezrat malé i velké
rostliny. Na listech byva Casto slizovita stopa, kterd se miize po desti smyt a my mizeme
tato poskozeni zaménit napf. s Zirem housenek (Kazda a Sketik, 2008). Ve vlhkych
letech mohou také sliméacci poskodit nebo Upln€ zniCit zirem vzchazejici porosty
slunecnice (Kazda et al., 2018). Vyznamné Skody mohou také slimacci zpusobovat
u brambor, kde mensi Skody zpiisobuji u klickl a naté. Listy rostliny jsou nepravidelné
vykousavany s typickymi ohnutymi okraji. U hliz slimacci vykousavaji vstupni otvory
a vyhlubuji v nich rozséhlé dutiny. Tato poSkozeni mohou ¢asto slouzit jako vstup pro
bakterialni nebo houbové choroby (Wale et al., 2008).

Druhy typ poskozeni je ztrata na kvalit¢ plodin. K tomuto poskozeni dochazi
obvykle pted sklizni plodiny. Slimacci v této fazi vétSinou zpiisobuji malou ztratu

na vynosech. Nicméné poskozuji rostliny vykaly a vykusy po krmeni, a to ma za
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nasledek, ze je plodina neprodejna nebo ma malou trzni hodnotu (Glen, 2002).
Naptiklad jahody, chiestové vyhonky, razickova kapusta, zelené a bilé zeli jsou casto
okusovany slimacky, coz je ¢ini nevhodnymi k prodeji. U bilého zeli mize dojit
k poskozovani i béhem prvnich tydnt skladovani, takové zeli se stava neprodejnym
na trhu s cerstvymi plodinami. Tato situace mize nastat i u hlavkového salatu nebo
Spenatu, kdy slimacci okusuji listy a plodina se stava neprodejnou (Speiser et al.,
2001Db).

V poslednich letech se problémy se slimacky, ale i obecné s plzi stavaji stéle
vyznamng&j$imi. Pravdépodobné za to mohou omezené vstupy pii piipravé pudy
(minimalizace) nebo bezorebné obdélavani pidy. To ma za nasledek zlepSeni zivotnich
podminek slimacki, nebot’ orebné zpracovani plidy narusuje jejich Zivotni prostor
a Casto velké mnozstvi z nich eliminuje. Dilezité jsou také zmény v osevnich postupech,
zejména se zvySenymi plochami s ozimou fepkou. Jak uz bylo feceno, tato plodina je
vysoce nachylna na poskozeni slimacky uz od kli¢ni rostliny, ale také poskytuje
slimakim dostateCny piisun potravy a Ukryt. To mé za nasledek podstatny narist
populace, coz predstavuje velké riziko pro nasledujici plodinu, napt. ozimou pSenici

(Glen a Symondson, 2003; Glen et al., 2004).

2. 1. 1. 3 Ochrana proti Skodlivym plzim
Ochrana proti slimadckim rodu Deroceras se odviji od prahu Skodlivosti.

Tento prah predstavuje 3 jedince na 1 past (50 x 50 cm) za den. V ptipad¢ plzaka
Spanélského neni prah Skodlivosti stanoven, ale orienta¢né se jedna o jednoho jedince
pod nastrahou za den (Kazda, 2014).

Chemickd ochrana rostlin granulovanymi moluskocidy se muze aplikovat
na okraje pole, pasové nebo celoplosné v plodin€. Aplikace se doporucuje bud’ pii seti,
nebo 2-3 dny pted vzejitim. Granulované moluskocidy se doporucuje aplikovat
ve vecernich hodindch a hrani¢ni teploty pro aplikaci by mély byt v rozmezi 9-16 °C.
Mezi povolené moluskocidy na bazi ucinné latky metaldehyd patii napi. ptipravek
Axcela, Medal, Slimet, Xiren a dals$i. Tyto ptipravky jsou vSak rizikové pro ptaky, savce
anebo maji negativni vliv na vodni zdroje. Méné¢ rizikové ptipravky na bazi ucinné latky
fosforecnan Zelezity, které minimaln¢ zatéZuji Zivotni prostiedi a daji se vyuzivat

ve vSech zemédélskych kulturdch, jsou napt. Ironmax Pro a SLUXX HP. Tyto ptipravky
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nemaji vliv na ptactvo ani zvét a pii spravné aplikaci ani na vodni prostfedi. Nicméné
Vv ptipadé ucinné latky fosforecnan zelezity, byl zjiStén negativni vliv na zizaly (Langan
a Shaw, 2006).

Jedinymi biologickymi preparaty proti Skodlivym plzim jsou Nemaslug
a Phasmarhabditis-System (zcela identické produkty) na bazi hlistice Phasmarhabditis
hermaphrodita. Toto bioagens nezatézuje zadnym zplusobem Zzivotni prostiedi
a nezanechava zadna zbytkova rezidua, jako je tomu u chemickych moluskocidi.

V neposledni fad¢, mezi biologickou ochranu rostlin je fazené také pivo.
Tato pfirodni latka je vhodnd do vSech typt kultur, nezatézuje Zzivotni prostiedi

a nezanechava zadna rezidua (UKZUZ, 2019).

2. 2 Molusko-parazitické hlistice

Celkové bylo popsano vice nez 30 000 druht hlistic, z nichz je 4 000 voln¢
zijicich motskych hlistic, 6 000 volné Zijicich suchozemskych, 12 000 hlistic
parazitujicich na obratlovcich, 3 500 hlistic parazitujicich na bezobratlych a pies 4 100
hlistic parazitujicich na rostlinach (Poulin a Morand, 2000; Hugot et al., 2001;
Decraemer a Hunt, 2006).

Molusko-parazitické hlistice (MPNs z angl. mollusc-parasitic nematodes) jsou
takové hlistice, které napadaji nejriiznéj$i druhy mékkysSt, a vyuzivaji je ve sviyj
prospéch. Hlistice se mohou do té€la hostitele dostat nejcastéji t€lnimi otvory a mohou se
vyskytovat ve vSech jeho organech. M¢kkys poté miize slouzit jako paratenicky hostitel,
mezihostitel nebo definitivni hostitel parazitickych hlistic (Anderson, 2000; Sudhaus,
2018).

Paratenicky hostitel je organismus, ktery slouzi k pfenosu larvalniho stadia nebo
stadii parazita z jednoho hostitele do druhého, ale ve kterém dochazi k malému nebo
zadnému vyvoji (Anderson, 2000). Takovym hostitelem muze byt napt. plovatka tmava
(Stagnicola corvus Gmelin, 1791), ktera slouzi jako paratenicky hostitel pro tfeti larvalni
stadium parazitické hlistice krevnatka thoti (Anguillicola crassus Kuwahara, Niimi,
Hagaki, 1974), ktera ma za definitivniho hostitele tthofe fi¢niho (Anguilla Anguilla
Linnaeus, 1758) (Moravec, 1996).

Mezihostitel je takovy mékkys, ve kterém hlistice prodélava ¢ast svého vyvoje,

dokud se nedostane k definitivnimu hostiteli, kde dokon¢i sviij vyvoj. Invazni larvy
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(obvykle prvni larvalni stddium) infikuji mékkySe a vyvijeji se uvnitf jeho téla
do infek¢niho stadia. Poté je mekkys obvykle spolknut definitivnim hostitelem, coz byva
obratlovec, ve kterém hlistice dokon¢i sviij cyklus. Opét je tato strategie, jako
Vv predeslém piipad¢, typickd pro parazitické hlistice obratlovct. Takovy parazit mize
byt napf. plicnivka ov¢i (Muellerius capillaris Mueller, 1889), ktera parazituje v plicich
ovci a jako mezihostitele vyuziva rizné plze. Tento typ asociace je také znamy u Celedi
Angiostomatidae, konkrétné u druhu (Angiostoma limacis Dujardin, 1845), ktery
parazituje na mlocich a jako mezihostitele vyuziva napt. plzaka ¢erného (Arion ater
Linnaeus, 1758) (Morand a Spiridonov, 1989).

Definitivni hostitel je pak takovy mekkys, ve kterém hlistice dokon¢i sviij zivotni
cyklus. Z hlediska ochrany rostlin je tato asociace nejzajimavéjsi, nebot” meékkys Casto
na konci zivotniho cyklu hlistice umira. Takové souziti Ize rozd¢lit na tii Grovné.

Prvni tGroven piestavuje hlistice, které maji parazitické larvy, zatimco dospélci
Ziji volné. Piikladem této asociace jsou strunice Mermis nigrescens Dujardin, 1842 nebo
M. albicans Siebold, 1853, které jsou schopny zabit hostitele pii opusténi téla (Chitwood
a Chitwood, 1937). Dalsim ptikladem muze byt Alloionema appendiculatum Schneider,
1859, jejiz parazitické larvy ziji v hostiteli a dospélci volné v pudé (Mengert, 1953).

Druhé turoven predstavuje asociaci, pii niz hlistice dokon¢i cely svilj Zivotni
cyklus uvnitf téla hostitele, ale nikdy ho nezabije. Do této skupiny patii napt. Agfa
flexilis Dujardin, 1845; Rhabditis axei Cobbold, 1884; Hugotdiplogaster neozelandia
Morand, Barker, 1995; Nemhelix bakeri Morand, Petter 1986 a mnoho dalsich (Morand
a Faliex, 1994; Morand a Barker, 1995; Odaibo et al., 2000).

Tteti aroven tvori hlistice, které cely Zzivotni cyklus dokoncuji v konec¢ném
hostiteli, kterého zaroveni usmrcuji. Typickymi zastupci této skupiny jsou Daubaylia
potomaca Chitwood, Chitwood, 1934; Phasmarhabditis hermaphrodita Schneider 1859;
P. papillosa Schneider, 1866 nebo P. neopapillosa Mengert, 1953 (Wilson et al., 1993a,
Tan a Grewal, 2001a).

Jak bylo naznaceno vySe, MPNs piedstavuji velkou skupinu tvofenou zastupci
mnoha celedi, z nichZ nejvyznamnéj$i jsou napi. Celedi Agfidae, Alaninematidae,
Alloionematidae, Angiostomatidae, Cosmocercidae, Diplogasteridae, Mermithidae
a Rhabditidae (Puza et al., 2016).
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Celed’ Agfidae patfi mezi viibec nejéast&jsi parazity mekkyst. Na ty viak zfejmé
nema zasadni negativni vliv. Nejvyznamnéjsi druh z celedi je Agfa flexilis zijici
v reproduk¢nich organech svych hostitel, mezi které patii napt. plzaci (Arionidae),
slimaci (Limacidae), slimacci (Agriolimacidae) a mnoho dalsich (Nermut’ a Piiza, 2016).
Dosud zadna studie nezkoumala jejich potencial pro vyuziti v biologické ochrang rostlin
proti mekkysim.

Celed Alloionematidae se sklada pouze ze tif rodd, z nichz dva (Alloionema
a Neoalloionema) parazituji na mékkysich. Béznym je v CR jen druh Alloionema
appendiculatum Schneider, 1859, ktery se vyskytuje obzvlast¢ u nahych plza
(Nermut a Paza, 2016). Tyto hlistice jsou sice parazité¢, nicméné jsou schopné rust
i na tkanich mrtvého hostitele a rizné jiné odumielé organické hmoté volné v pudé.
Parazituji hlavné¢ na celedi slimackoviti (Agriolimacidae), plzakoviti (Arionidae),
hlemyzd'oviti (Helicidae), vlahovkoviti (Hygromiidae) a jantarkoviti (Succineidae)
(Morand et al., 2004).

Celed’ Cosmocercidae obsahuje dva vyznamné druhy hlistic, které by mohly byt
hypoteticky zajimavé z hlediska ochrany rostlin (Nermut a PGza, 2016). Hlistice této
Celedi jsou obvykle paraziti plazii a obojzivelnikd ale druhy Nemhelix bakeri
a Cocmocercoides dukae Holl, 1928 jsou parazity slimakt a hlemyzdd. N. bakeri Zije
a reprodukuje se v pohlavnim traktu svého hostitele. Nového hostitele infikuje pouze
béhem pareni, kdyz je hlistice pfenesena spolu se spermatoforem (Morand, 1988).
To znamena, Ze juvenilni mekkysi jsou vzdy bez infekce. N. bakeri snizuje plodnost
svého hostitele, ale jeji potencidl pro vyuziti v ochran¢ rostlin neni prozkouman. U C.
dukae parazituji larvy tietiho stadia v plicni dutiné nékterych suchozemskych mékkysu.
Jsou ale také schopny proniknout do pohlavniho traktu a infikovat vajicka hlemyzd’a.
Diky této strategii jsou jiz mladi jedinci m&kkyst infikovani (Morand a Faliex, 1994).
Podobn¢ jako ptedchozi ovliviiuje pfedevsim plodnost svého hostitele.

Strunice (Mermithidae) jsou obvykle paraziti hmyzu a jinych ¢lenovct (pavouci
a korysi) ale bylo také prokazéno, ze mohou napadat suchozemské plze. Nélezy strunic
v me&kkysich jsou docela obvyklé, ale zda se, Ze tyto hlistice vyuzivaji mékkyse jen jako
prilezitostného hostitele. Je znamo, Ze napt. Mermis nigrescens infikuje slimacka

sitkovaného (D. reticulatum) a M. albicans infikuje slimacka Deroceras berytensis
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Bourguignat, 1852 a jantarku pobftezni (Succinea pfeifferi Rossmaessler, 1835) (Morand
et al., 2004). Jejich potencial ve vyuziti v biologické ochrané rostliny proti skodlivym
mékkysim nebyl dosud zkouman.

Nejznaméjsimi zastupci MPNs v ramci &eledi had’oviti (Rhabditidae Orley,
1880) jsou hlistice rodu Phasmarhabditis Andrassy, 1976. Tento rod aktudlné tvoii 11
platnych druhtt (Phasmarhabditis neopapillosa Mengert, 1953; P. hermaphrodita
Schneider, 1859; P. papillosa Schneider, 1866; P. tawfiki Azzam, 2003; P. safricana
Malan, Nguyen, De Waal, Tiedt 2008; P. huizhouensis Huang, Ye, Ren, Zhao, 2015;
P. californica Tandingan De Ley, Holovachov, Mc Donnell, Bert, Paine, De Ley,
2016; P. apuliae Nermut, Puza, Mracek, 2016; P. bonaquaense Nermut’, Piza, Mekete,
Mracek, 2016; P. bohemica Nermut, Puza, Mekete, Mracek, 2017; P. meridionalis
Ivanova, Spiridonov, 2017) (Jaffuel et al., 2018).

V nasledujicim textu budou struéné popsany jen druhy pouzité v této studii
a P. hermaphrodita jako nejvyznamnéjsi druh v rdmci rodu a v jistém smyslu modelovy
organismus dané skupiny.

P. apuliae (kmen BAR) byla izolovana v roce 2012 z mladého jedince plzice
sowerbyovy (Milax sowerbyi Férussac, 1823) ve mést¢ Bari v Italii. Samice jsou dlouhé
2623 £ 163 um s dlouhym koénicky se zuzujicim ocasem. Maji vyrazné papiliformni
phasmidy a vulvu umisténou ve stiedu téla. Samci maji délku téla 2 096 + 128 pm. Maji
peloderanni bursu s deviti pary paprski (1+1+1+2+1+3), na kazdém paprsku je jedna
papila. DalSi neparova papila je umisténa na piivésku kloakélniho otvoru. Vyrazné
papildm podobné phasmidy jsou umistény blizko konce ocasu. Invazni larvy (DJs z angl.
dauer juveniles) jsou dlouhé 812 + 53 pm a lateralni linie maji tvofené ze dvou
vyraznych §irokych hiebent a tii ryh, stfedova ryha je velmi Siroka (Nermut et al.,
2016a).

P. bohemica (kmen CH1) byla izolovana vroce 2012 z téla slimacka
sitkovaného (Deroceras reticulatum) nalezeného v obci Chelgice v Ceské republice.
Morfologické a molekuldrni vysledky ukézaly, Ze tento druh je blizky jinym druhim
rodu Phasmarhabditis, zejména P. californica a P. papillosa. Samice maji télo dlouhé
2079+ 126 um s dlouhym zuzujicim se ocasem s vyraznymi papiliformnimi phasmidy

umisténymi laterdln¢ ve stfedni Casti ocasu. Samci maji délku téla 1 683 £ 91 um.
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Maji peloderanni bursu s deviti pary paprski v obvyklém uspotadani (viz P. apuliae).
Invazni larvy jsou tenké, dlouhé 553 + 46 um s vyraznym laterdlnim polem sloZzenym
ze dvou Sirokych hiebent a tii tenkych ryh (Nermut’ et al., 2017).

P. bonaquaense (kmen NDV) byla izolovana v roce 2013 z téla slimaka Zlutého
(Malacolimax tenellus Miiller, 1774) v blizkosti obce Dobra Voda u Ceskych Budgjovic.
Samice jsou dlouhé 2349 + 186 pum a maji kulovité zakonceni ocasu s dlouhym
filiformnim koncem. Papilam podobné phasmidy jsou extrémné vyrazné. Samci dosahuji
délky 1 829 + 224 um a maji peloderanni bursu s deviti pary paprski. Jedna neparova
papila se nachazi v blizkosti ventralniho ptivésku kloakalniho otvoru. Vyrazné phasmidy
jsou umistény u konce ocasu. Invazni larvy maji tenké télo dlouhé 902 + 77 pum, mirné
se zuzujici na obou koncich. Laterdlni pole je tvofeno dvéma vyraznymi hiebeny

se sirokou ryhou mezi nimi (Nermut’ et al., 2016b).

2. 2. 1 Phasmarhabditis hermaphrodita

2.2.1. 1 Historie
P. hermaphrodita byla poprvé objevena vroce 1859 v téle rozkladajiciho

se suchozemského mékkySe a byla pojmenovana Pelodytes hermaphroditus
(Schneider, 1859). Tato hlistice byla také izolovana o néco pozdé&ji ze stieva plzaka
cerného (Arion ater) v Normandii a byla nazvana Rhabditis caussaneli (Maupas, 1900).
Proto se piivodné uvadélo, ze P. hermophrodita neni parazit, ale pouze ve stavu invazni
larvy zlstava ve stfeveé, dokud plz nezemie (Maupas, 1900). Jeho mrtvé télo pak
hlisticim slouzilo jako zdroj potravy, ale také jako prostfedi pro mnoZeni a vyvoj.
Po vyCerpani zivin ve stadiu novych invaznich larev hlistice télo hostitele opustily.
Podobny neparaziticky zivotni cyklus jako u P. hermaphrodita byl pozd¢ji vypozorovan
i u piibuznych druhti P. papillosa a P. neopapillosa.

V roce 1987 ve Velké Britanii, ve vyzkumném centru Long Ashton Research
Station, bylo zahajeno hledani biologickych agens proti nahym plzim (Glen et al.,
1996). Podarilo se izolovat P. hermaphrodita z napaden¢ho slimacka sitkovaného
(Deroceras reticulatum), na kterém se hlistice mnozily. V kontrastu k do té¢ doby
znamym Udajim, novy vyzkum dospél k zavéru, ze muze P. hermaphrodita parazitovat

na fadé riznych plzt (Wilson et al., 1993a).
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Po prokazani, ze je P. hermaphrodita nepochybné parazit, se dalsi vyzkumy
zaméfily na produkci in vitro a ucinnost v polnich podminkach (Wilson et al., 1993b).
Poté Wilson et al. (1993c) patentoval pouziti této hlistice jako biologického
moluskocidu a nasledoval pétilety vyzkumny program financovany spole¢nosti
MicroBio Ltd. (Becker Underwood, dnes BASF). Patent byl zalozen na schopnosti

P. hermaphrodita parazitovat a zabijet velké spektrum polnich a zahradnich plzu.

2. 2. 1. 2 Morfologie

Samice usmrcend teplem ma télo téméf rovné, robustni, protdhlé a postupné
se zuzujici k zaoblenému konci hlavy. Ocas je konicky a asi tii andlni Sitky dlouhy
a zuzuje se do filiformniho konce. Vyrazné viditelné phasmidy se nachézi na kazdé
strané ocasu ptiblizné v poloviné jeho délky. Konec¢nik je kratky, zakfiveny, s pfi€nou
Stérbinou. Na kutikule jsou jemné pfi¢né a podélné ryhy. Vulva se nachéazi v poloviné
délky téla na ventrdlni strané a ma tvar protdhlé pti¢né Stérbiny. Pohlavni ustroji je
parové amphidelphické, vaje¢niky jsou reflexivni a dosahuji téméf na uroveil vulvy.
Spermie jsou c¢asto viditelné ve vejcovodu, 1 kdyZ samci chybi. U dospélych samic jsou
zietelné kulaté oocyty, které vypliuji vétSinu télni dutiny. Oblast pyskt je asi 18 um
Sirok4, predné zploStéla a souvisla s predni konturou téla. Zaoblené pysky jsou
uspofadané ve tfech parech (jeden dorsalni a dva subventrdlni). Kazdy pysk ma
vyraznou vnitini labialni papilu a méné vyraznou vnéjsi labialni papilu. Amphidy jsou
viditelné na kazdém okraji lateralniho pysku. Ustni otvor ma v priifezu tvar zaobleného
trojuhelniku a jeho délka je podobna Sifce pysku. Jicen ma valcovity tvar, v poloviné
jeho délky je otok a poté se ndhle zuzuje do isthmu. Isthmus kon¢i ve vyrazném
terminalnim bulbu s obvyklou valvarni strukturou, kterd je typicka pro fad hadata
(Rhabditida). Exkre¢ni porus je obvykle ptfed terminalnim bulbem. Nervovy prstenec
obklopuje pfedni cast isthmu. Vyrazny deirid je pfitomny v laterdlnim poli naproti
exkre¢nimu poéru.

Invazni larvy maji télo kratsi, $tihlejsi nez u dospélcti a zuzujici se doptedu, kde
jsou 11 pum Siroké pysky. Genitalni primordium vypadd jako svétla protahla skvrna,
ktera se nachazi uprostfed téla. Zadni Cast téla se postupné zuzuje k podlouhlému
konickému ocasu s filiformnim koncem. Skoro po celém tele je vidét vnéjsi kutikula

druhého instaru. Na kazdé strané téla jsou vyrazné lateralni linie. Lateralni pole zacina
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pfiblizné 20 pm za zadni oblasti pyskli a ma Ctyfi vyrazné linie (tfi pasy), pricemz
centralni pas je dvakrat tak Siroky jako vné&jsi pruh ve stiedni Casti téla. Laterdlni pole
se rozSifuje ve Ctyfech liniich ke stfedni Casti ocasu na Groven vyc¢nivajiciho phasmidu,
poté smérem k ocasu slabne a zuzuje se. Oblast pyskil je plochd a mirn¢ odsazena
od kontury t&la s mirné vroubkovanymi vn&j§imi okraji. Ustni otvor je uzavieny.
Z lateralniho pohledu je ustni dutina uzsi a protahlej$i nez u dospé€lcti. Oblast jicnu je
mnohem slabsi nez u dospélce a jeji lumen je po celé délce vinity. Jicen také nema
medialni bulbus, ale mirné se zuzuje ve dvou tfetindch od pfedniho konce téla pied
rozsifenim do terminalniho bulbu. Exkreéni porus je obvykle naproti bazalnimu bulbu.

Samci u tohoto druhu nebyli popsani (Hooper et al., 1999).

2.2.1.3 Bionomie
Hlistice rodu Phasmarhabditis travi vétsinu svého Zivotniho cyklu v pidnim

prostiedi. Proto potfebuji mechanismus k nalezeni vhodného hostitele, aby mohlo dojit
k infekci. Pohyb potencialnich hostiteli je sice obvykle pomaly, nicméné pro hlistice je
stale pfilis rychly. A tak se parazitické hlistice béhem vyvoje musely ptizplisobit.

P. hermaphrodita a pravdépodobné i mnoho dalSich hlistic snadno reaguje
na podnéty spojené s hostitelem. To mize byt napiiklad CO, nebo jiné latky
produkované hostitelem, jako jsou vykaly nebo sliz. Hlistice reaguji velmi silné
na vSechny tyto podnéty, ne jenom na Zivého hostitele, nebot’ je znamo, Ze
P. hermaphrodita ale i jiné MPNs dokazi svuj zivotni cyklus dokoncit na vykalech
slimac¢kd nebo jinych organickych latkach (Nermut’ et al., 2014).

Mekkysi vyuzivaji stejny ukryt kazdy den, a tak brzy své okoli pokryji velkym
mnozstvim slizu a vykali. Tento typ chovani poskytuje hlisticim velkou vyhodu, nebot’
mohou reagovat na tyto silné podnéty, a tim se zvySuje jejich Sance na vyhledani
vhodného hostitele (Rae et al., 2006; Ptza et al., 2016).

Zivotni cyklus hlistic rodu Phasmarhabditis je stile pfedmétem vyzkumu.
Nicméné z dostupnych informaci vyplyva, ze zivotni cyklus hlistic je do jisté miry
zavisly na druhu plze, se kterym piijde hlistice do kontaktu. Popsany byly tfi odlisné
zivotni cykly, a to saprofyticky, nekromenicky a paraziticky.

Saprofyticky Zivotni cyklus zkoumal Maupas (1900), kdy choval hlistice

nepietrzit¢ po dobu dvou let na rozkladajicim se slimakovi. Obdobné i Tan a Grewal
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(2001a) byli schopni mnozit hlistice na homogenizovaném slimackovi a vykalech.
Proto se Tan a Grewal (2001a) domnivaji, ze P. hermaphrodita mize byt vyuzivana
pro dlouhodobou ochranu proti slimackiim, nebot’ muze pietrvavat v prostiedi bez
zivych hostitelt. Na rozdil od entomopatogennich hlistic se P. hermaphrodita muze
rozmnozovat na Sir§im spektru bakterii (Wilson et al., 1995b) a zda se pravdépodobné,
ze pokud se invazni larvy setkaji napfiklad s mrtvym bezobratlym Zivoc¢ichem v pudé,
mohou byt schopné znovu rlist a rozmnozovat se saprofyticky.

Nekromenicky zivotni cyklus poprvé pozoroval a zaznamenal Maupas (1900)
a pozd¢ji Mengert (1953). Mengert (1953) uvadi, Ze invazni larvy P. hermaphrodita se
mohou dostat do plze a zlstat uvnitf jeho téla bez dalsiho vyvoje, dokud hostitel
nezemie. Poté se invazni larvy zZivi na mrtvém téle plze, vyvijeji se a rozmnoZuji.
Nakonec, kdyz je potrava skoro vycerpana, dochazi k tvorbé novych invaznich larev.
Invazni larvy v nekromenickém stavu muizeme nalézt v dutiné plasté, télni dutiné nebo
V zazivacim traktu plze. Zda se, ze tento zivotni cyklus probiha, kdyz se hlistice
dostanou do kontaktu s vétSimi plzi nebo s mensimi druhy z Celedi plzakoviti
(Arionidae). Pro zjisténi nekromenického zivotniho cyklu testoval Mengert (1953)
slimaka popelavého (Limax cinereoniger) a Maupas (1900) plzaka ¢erného (Arion ater),
Testovani plZi nevykazovali zddné zndmky infekce a po usmrceni a pitvé byly nalezeny
zivé invazni larvy P.hermaphrodita. Nicméné mechanismus, ktery reguluje, zda
P. hermaphrodita piejde do nekromenického nebo parazitického cyklu neni stale zcela
pochopen (Wilson a Grewal, 2005).

Paraziticky zpisob zivota P. hermaphrodita (Obrazek 3) byl poprvé studovan
Wilsonem et al. (1993a) a Tanem a Grewalem (2001a) na slimacku sitkovaném
(D. reticulatum). Wilson et al. (1993a, d) prokazali, ze P. hermaphrodita je parazit,
schopny infikovat a zabijet suchozemské plze. Tan a Grewal (2001a) prokazali, Ze pfi
kontaktu invaznich larev P. hermaphrodita se slimackem (D. reticulatum), dojde
Kk proniknuti do jeho té€la béhem 8-16 hodin. Wilson et al. (1993a) také zjistili, ze tyto
larvy uvoliuji bakterie ze svého stievniho vacku do hostitelovy hemolymfy. Nasledné
se na téchto bakteriich zivi a vyviji se v dospélce, ktefi produkuji nové larvy. Primarnim

mistem vstupu invaznich larev do slimacka je dychaci otvor. Poté hlistice uvnitf
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slimacka rostou a rozmnozuji se. Béhem infekce mivaji slimacci charakteristicky otok
na zadni poloviné plasté, kde se hlistice rozmnozuji. Pokud dojde k infekeci velkym
poctem hlistic, mohou se rozsifit i do jinych ¢asti téla. V ptipadech, kdy vstupuji jen
malé pocCty hlistic, jako je tomu v piirodé, je dutina pod plastém hlavnim mistem vyvoje
prvni generace. P.hermaphrodita produkuje pftiblizné 250-300 potomkd. Druha
generace larev se poté $ifi po celém tele slimacka a rozviji se. Kdyz slimacek umira,
obvykle se zaCina vyvijet tfeti generace, ktera se zivi na mrtvém téle hostitele a formuje
se do invaznich larev. Tyto larvy se poté dostanou do pudy a mohou infikovat nového
hostitele. Umrti hostitele obvykle nastava mezi 4 az 21 dny od infekce, v zavislosti
na rychlosti vyvoje a teploté. Optimalni teplota pro rust P. hermaphrodita je 17 °C,
hlistice jsou ale schopny parazitovat i pfi teplotach okolo 5 °C (Wilson et al., 1993b).
Nicméné po velmi kratké dobé od infekce je inhibovan pfijem potravy slimacku, takze
kdyz se P. hermaphrodita vyuziva jako bioagens, je ochrana rostlin rychla, i kdyz
mortalita hostitele trva déle (Glen et al., 2000; Grewal et al., 2001; Grewal et al., 2003).
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Obrizek 3: Zivotni cyklus hlistice Phasmarhabditis hermaphrodita: DJs (invazni larvy), L1
(prvni larvalni stadium), L2 (druhé larvalni stadium), L3 (tfeti larvalni stadium), L4 (Ctvrté
larvalni stadium). (Pfevzato z Nermut’ a Puza, 2016)
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2. 2. 1. 4 Hostitelské spektrum

Phasmarhabditis hermaphrodita parazituje a inhibuje pifijem potravy u mnoha
suchozemskych mékkysu, ale pfednostné napada druhy z celedi plzékoviti (Arionidae),
slimackoviti  (Agriolimacidae), slimakoviti (Limacidae), plzicoviti (Milacidae)
a Veronicellidae. U ulitnatych plzi byla mortalita zaznamenana u celedi hlemyzd’oviti
(Helicidae) a plovatkoviti (Lymnaeidae) (Rae et al., 2007). Pro lepsi piehled je v tabulce

1. uveden seznam mékkysu citlivych na hlistici P. hermaphrodita.

Tabulka 1: Vnimavost plzi k P. hermaphrodita, podle Rae et al. (2007). Ptevzato a upraveno

od Nermut (2012).

I T ™ S 7Ty

Deroceras agreste

(Linné, 1758) Slimacek polni ano
Deroceras reticulatum T o ’
Slimackoviti  (Miller, 1774) sttt oy e
(Agriolimacidae) Deroceras panormitanum o y o
(Lessona, 1882) Slimacek stfedomortsky ano
Deroceras laeve s g
(Miller, 1774) Slimacek hladky ano
Slimakoviti Limax maximus Slimak neivets ne
(Limacidae) (Linnaeus, 1758) )
Arion ater Plzék cerns jen mladi
(Linnaeus, 1758) Y jedinci
Arion silvaticus . .
o— (Lohmander, 1937) [z et ne
)N - - -
= '(“I\G 'oorr,ln':,fgrﬂfgz';s Plzék nejmensi ne
N
N Plzakoviti Arion distinctus . ;
S8 (Arionidae)  (Mabille, 1868) iz el 2
Arion vulgaris Bl gt jen mladi
(Mogquin-Tandon, 1855) P jedinci
Arion subfuscus . oy
(Draparnaud, 1805) ey ne
Arion hortensis . .
e, 1919 Plzak zahradni ne
Milax gagates .. .
(Draparnaud, 1801) Plzice tmava ano
Plzicoviti Tandonia sowerbyi ..
(Milacidae) ~ (Férussac, 1823) IR ano
Tandonia budapestensis v et
(Hazay, 1881) Plzice stihla ano
Veronicellidae = DI EITE - ano

(Leidy a Binney 1851)
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Helix aspersa v , jen mladi
iller, jedinci
(Miiller, 1774) Hlemyzd kropenaty I
Monacha cantiana .
(Montagu, 1803) Tmavoretka kentska ano
Cepaea hortensis . %
(Miiller, 1774) Paskovka kefova ano
Hlemyzd’oviti Cepaea nemoralis , .,
(Helicidae) ~ (Linnaeus, 1758) Péskovka hajni ne
Theba pisana T
_ (Miiller, 1774) Dunovka promeénliva ano
N Cochlicella acuta ) w
E- (Miller, 1774) Suchomilka hrotita ano
= Cernuella virgata :
g (Da Costa, 1778) Suchomilka ano
o= Plovatkoviti Lymnaea stagnalis .
5 (Lymnaeidae) (Linnaeus, 1758) e ano
Levatkoviti Physa fontinalis Levatka fént ne
(Physidae) (Linnaeus, 1758)
.. Pomatias elegans , ,
Pomatiasidae (Miller, 1774) Kruhoustka lesni ne
Zemounoviti Oxychilus helveticus ,
(Zonitidae)  (Blum, 1881) Skelnatka lesni ne
Zavornatkoviti Clausilia bidentata Zavornatka Eernav ne
(Clausiliidae) ~ (Strom, 1765) v
Vrasenkoviti Discus rotundatus Vrasenka okrouhl4 ne

(Endodontidae) (Miiller, 1774)

Wilson et al. (1993a) prokazal, ze jedina vysoka davka hlistic P. hermaphrodita
aplikovana na nékteré druhy plzi (Deroceras reticulatum, D. panormitanum, Arion
silvaticus Lohmander, 1937, A. intermedius Lohmander, 1937, A. ater (juvenilni
stadium), Tandonia budapestensis Hazay, 1881 a T. sowerbyi) zptisobuje vyznamnou
mortalitu. Tato davka vSak byla extrémné vysoka (ve vétSin€ ptipadd 19 000 invaznich
larev naplze). Grewal et al. (2003) prokazali, ze P. hermaphrodita zpusobuje
vyznamnou mortalitu u druhtt D. reticulatum, D. laeve a Leidyula floridana Leidy
a Binney, 1851 pii davce 300-2 700 invaznich larev na jedince v laboratornich testech
na filtracnim papiru a v pidnim testu. Existuje vSak celd fada druht, které jsou proti
hlistici P. hermaphrodita odolné, napt. slimak nejvétsi (Limax maximus), plzak zahradni
(Arion hortensis) a plzak tmavy (Arion subfuscus Draparnaud, 1805) (Grewal et al.,
2003). U ngkterych druhti plzii bylo zjiSténo, Ze juvenilni jedinci jsou nachylni

na infekci, zatimco dospélci nejsou, jako je tomu napiiklad u plzaka ¢erného (Arion
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ater) a hlemyzd¢ kropenatého (Helix aspersa Miiller, 1774) (Wilson et al., 1993a).
P. hermaphrodita mutze také usmrtit juvenilni stddium plzaka Spanélského (Arion
vulgaris), ale u jedinci vazicich pies 1 g nezplsobi mortalitu ani neinhibuje piijem
potravy (Speiser et al., 2001a; Grimm, 2002).

Coupland (1995) prokazal vysokou mortalitu ulitnatych plzi (Theba pisana
Miiller, 1774; Cernuella virgata Da Costa, 1778; Cochlicella acuta Miiller, 1774
a Cochlicella barbara Linnaeus, 1758) pii davce 300 invaznich larev P. hermaphrodita
na jedince v Petriho miskach na filtraCnim papiru. Na druhou stranu pii zkoumani
citlivosti necilovych druhd hlemyzdt, Wilson et al. (2000) prokazal, ze pida oSetiena
doporucenou polni davkou P. hermaphrodita usmrtila pouze tmavoretku kentskou
(Monacha cantiana Montagu, 1803), ale u dalSich Sesti béznych polnich hlemyzda
mortalita nebyla zaznamendana. Pfi oSetfeni pidy pétindsobkem doporucené polni davky
(300 000 DJs/m?) byla zaznamenidna mortalita pouze u paskovky kefové (Cepaea
hortensis Miiller, 1774), ale u zbyvajicich péti druhti nebyla opét zaznamenana zadna
umrtnost.

Zaborski et al. (2001) izolovali hlistice rodu Phasmarhabditis z téla Zzizaly
obecné (Lumbricus terrestris Linnaeus, 1758), nebot’ se domnivali, Ze ma hlistice vliv
na mortalitu zizal. Tito védci nésledné byli schopni tuto hlistici mnozit a dokazali, ze je
schopna usmrtit 1 né€kolik dalSich druhli ZiZal. Hlistice vSak nebyla formalné
identifikovana, jeji popis se ale nejvice shodoval s druhem P. neopapillosa. Nicméné
tato hlistice nebyla vice zkoumana a testovdna na mortalitu riznych druht zizal.
Predbézné zpravy od Wilson et al. (1993d) a podrobnéjsi studie od Grewal a Grewal
(2003) a DeNardo et al. (2003) ukazaly, ze komer¢né dostupny druh P. hermaphrodita
nema vliv na mortalitu ZiZzaly obecné (L. terrestris) ani na Zizalu hojni (Eisenia fetida
Savigny, 1826).

Rae et al. (2006) naptiklad ve svém experimentu zjistili, ze P. hemaphrodita byla
vice pfitahovana k mrtvému slimackovi (D. reticulatum) nez k zivému, coz pfiineslo
hypotézu, Ze je tato hlistice fakultativni parazit schopny rlist a rozmnozovat se
na rozkladajicich se organickych materidlech v ptid€. Tuto hypotézu potvrdili naptiklad
I Nermut’ et al. (2014) a MacMillan et al. (2009), kteti prokazali, ze P. hermaphrodita

muze rust a rozmnozovat se 1 na jinych substratech, nez je zivy plz, jako jsou
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napf. vykaly slimackl, homogenizovana housenka, mrtvé zizaly, mrtvy hmyz, kompost

nebo rozkladajici se listi.

2.2.1.5 Asociované bakterie

Zatim je malo informaci o asociaci bakterii s hlistici P. hermaphrodita v piirodé.
patogenitu pro plze ve vysledné asociaci bakterie — hlistice (Wilson et al., 1995a, b).

Pocate¢ni studie ukazaly, ze je mozné mnozit hlistici P. hermaphrodita in vitro
s polyxenickou kulturou (smés bakterii) (Wilson et al., 1993b) a Ze hlistice produkované
timto zpusobem jsou schopné zplsobovat u plzi mortalitu (Wilson et al., 1993a).
Nicméné aby se zabrénilo nebezpeci, ze by mohly polyxenické kultury obsahovat
Skodlivé patogeny, bylo vhodngjsi pro komeréni vyuziti vyuzivat pouze jednu
bakterialni kulturu.

Wilson et al. (1995a) provedli pocateéni studie s monoxenickymi kulturami.
Shromazdili vice nez sto bakterialnich izolati z invaznich larev P. hermaphrodita,
polyxenickych kultur P. hermaphrodita a z mrtvych jedinci slimacka sitkovaného
(D. reticulatum), ktery zemfel po infekci invaznich larev P. hermaphrodita. Tyto
bakterie byly odlisné pouze morfologii bakterialnich kolonii. Z této sbirky bylo pro dalsi
vyzkum identifikovano 16 izolath obsahujicich 13 druh@ bakterii. Vysledky ukazaly, ze
hlistice P. hermaphrodita dokazi rist a rozmnozovat se na vét§iné€ bakterialnich izolatu.
Mezi tyto izolaty pattil napiiklad Bacillus cereus Frankland a Frankland, 1887
(Bacillaceae); Providencia rettgeri Rettger, 1904 (Enterobacteriaceae); Flavobacterium
sp. Bergey, Harrison, Breed, Hammer, Huntoon, 1932 (Flavobacteriaceae); Aeromonas
sp. Stanier, 1943 (Aeromonadaceae); Moraxella osloensis Bovre a Henriksen, 1967
(Moraxellaceae) a Pseudomonas fluorescens Migula, 1985 (Pseudomonadaceae).

Nejvyssi vytézky invaznich larev byly ziskany s asociaci bakterie P. rettgeri,
M. osloensis a dvéma izolaty P. fluorescens. Kombinace bakterie — hlistice mnozené
se vSemi vySe uvedenymi bakteriemi byly testovany na mortalitu sliméacka sit'’kovaného.
Pouze hlistice mnozené s bakterii M. osloensis a P. fluorescens vykazovaly konzistentni
patogenitu (Wilson et al., 1995b), i kdyz P. rettgeri produkovala nejvyssi pocet
invaznich larev (85 000 DJs / ml). Nicméné vyzkum virulence hlistic P. hermaphrodita

mnozenych na riznych bakterialnich izolatech odhalil nejen to, Ze v asociaci s bakterii
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M. osloensis produkuje vysoké pocty larev, ale ze je také trvale patogenni pro slimacka
sitkovaného. Proto byla tato bakterie vybrdna pro komer¢ni produkci
s P. hermaphrodita (Wilson et al., 1995b).

Tan a Grewal (2001b) zjistili, Ze skute¢nou mortalitu plzii zptasobuje bakterie
M. osloensis a hlistice P. hermaphrodita je pouze vektor, ktery pronikne do téla
hostitele. Tan a Grewal (2002) také zjistili, ze M. osloensis produkuje velmi silny
endotoxin, ktery ma za nasledek smrt hostitele. Experimenty Wilsona et al. (1995b, c)
a Tana a Grewala (2001b) jasné dokazuji, ze existuji komplexni interakce mezi hlistici,
bakterii a hostitelem. Nicméné 1 kdyz je velmi dobfe znamo, Ze mnoZeni
P. hermaphrodita v monoxenické kultufe s M. osloensis poskytuje vysoky vytézek
patogennich invaznich larev pro komer¢ni produkci, vztah mezi P. hermaphrodita
a bakteriemi v piirozenych populacich P. hermaphrodita neni dobie znam.

Moraxella osloensis je gram-negativni aerobni bakterie, ktera ma tvar koku nebo
tyCinek, ale ma tendenci byt pleomorfni. Tato bakterie produkuje oxiddzu a katalazu,
ale ne indol a pigment. Je citlivd na penicilin a mlze rust v mineralnich mediich
S acetatovymi a amonnymi solemi (Bovre, 1984). M. osloensis je také oportunisticky
lidsky patogen, nebot bylo zjiSténo, ze zpusobuje onemocnéni, jako je napf.
endokarditida (Stryker et al., 1982), meningitida (Fijen et al., 1994) nebo osteomyelitida
(Sugarman a Clarridge, 1982).

Bylo prokazano, Ze letdlni ucinek na plze pfimo koreluje s poctem bunck
M. osloensis, které v sobé nesou invazni larvy P. hermaphrodita. Pocet Zivotaschopnych
bunék M. osloensis se méni s vékem infekénich larev, pficemz starsi larvy nesou méné
zivotaschopnych buné€k (Tan a Grewal, 2001b). Tan a Grewal (2001b) také
demonstrovali, Ze 72 hodin staré kultury M. osloensis inokulované do dutiny plasté byly
vysoce patogenni pro plze. Vyzkumy toxini produkovanych M. osloensis ukazaly, ze
bakterie produkuji tepelné stabilni endotoxin, ktery byl identifikovany jako
lipopolysacharid hrubého typu (LPS) s odhadovanou molarni hmotnosti 5.300. Cisty
LPS byl smrtici pro plze, kdyz byl injektovan do haemocoelu nebo do dutiny plaste
s odhadovanou hodnotou LDso pti 48 pg na plze (Tan a Grewal, 2002).

Bylo také zjisténo, ze toxicita LPS spociva v lipidové ¢asti A. Tato ¢ast byla

kvantifikovana tak, aby obsahovala piiblizné 6 x 10 endotoxinovych jednotek na mg.
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Spole¢na injekce LPS s galaktosaminem zvysila toxicitu LPS vuci plzi 2—4krat. ZvySena
senzitivita plze k LPS s galaktosaminem byla zcela potlacena uridinem, coz naznacuje,
ze potencidlnim mistem puisobeni LPS mitize byt hepatopankreas plze (Tan a Grewal,
2003).

Také byly provedeny pokusy s 24hodinovou kulturou M. osloensis. Tato kultura
byla injektovana do haemocoelu slimacka sitkovaného, ale nezplsobila Zzadnou
mortalitu. Bylo v8ak prokazano, ze 60hodinové kultury M. osloensis zpusobuji
vyznamnou mortalitu u tohoto slimacka (Wilson et al., 1995b; Tan a Grewal, 2001b).
Nicmén¢ velké mnozstvi LPS potiebné k mortalité¢ plzi naznacuje, Ze interakce mezi
bakterii, hlistici a plzem zahrnuje dalsi faktory. Je tedy mozné, ze s dalSim vyzkumem
by mohly byt vyvinuty kombinace hlistice — bakterie se zvySenou patogenitou pro $irsi

fadu Skodlivych plzt.

2.2.1. 6 Masové mnoZeni
Ruzné metody na bazi in vitro mnozeni hlistice P. hermaphrodita byly vyvinuty

v 90. letech Wilsonem (Wilson et al., 1993a). Wilson prokazal, ze P. hermaphrodita
muze rast a reprodukovat se v polyxenickych kulturdch na pevném a tekutém médiu
podle Beddinga (1984).

Hlistice mohla byt uvedena na trh pomérné rychle z divodu pouZziti technologie
pro masovou produkci entomopatogennich hlistic. Za pouziti mirné modifikace této
techniky se dala tato metodika pfenést na mnozeni P. hermaphrodita (Lunau et al.,
1993).

Vyzkumy byly zaméfeny na mnozeni hlistic in vitro za pouziti polyxenickych
nebo monoxenickych kultur. Monoxenické kultury byly nakonec upfednostiiovany,
nebot’ vykazovaly predvidatelngjsi vysledky, neZz tomu bylo u polyxenickych kultur.
Eliminovalo to také riziko, ze v rlstovém médiu nebo konecném produktu budou
ptitomny dalsi patogenni bakterie nebo bakterie produkujici toxiny (Ehlers a Shapiro,
2005). A také u nich byla zajiSténa vysoka produkce invaznich larev s konzistentni
infekénosti (Wilson et al., 1995a). Nasledné¢ byla zkoumana asociace hlistice s mnoha
druhy riznych bakterii. Vysledky odhalily, ze Moraxella osloensis produkovala vysoké
mnozstvi invaznich larev, ale také ze byla konzistentn¢ patogenni pro D. reticulatum.

Proto tedy byla vybrana jako bakterie pro komer¢ni produkci s P. hemaphrodita (Wilson
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et al., 1995a). Wilson et al. (1995b) pozd¢ji v monoxenickych kulturach dosahoval
vytézku blizicimu se 100 000 invaznich larev na 1 ml média.

Dodnes je P. hermaphrodita masové produkovana ve velkoobjemovych
fermentorech o objemu 20 000 litrti i vice za pouziti kapalnych médii s monoxenickou
kulturou M. osloensis. Po namnozeni maximalniho poctu invaznich larev, jsou hlistice
centrifugovany a opakovan¢ promyvany vodou (Young et al., 2002).

Invazni larvy se poté smisi sinertnim nosicem, jako je vapenaty
montmorillonitovy jil nebo jemny praskovy vermikulit, ¢imz vznikd formulace
rozpustna ve vodé. Obsah vody je v nosi¢i upraven tak, aby byly invazni larvy ¢asteéné
dehydratované a imobilni, ¢imz dochézi k Setfeni energie a prodlouzeni jejich Zivotnosti.
Takto pfipravend formulace je balena bud’ po 12 nebo 30 mil. larev pro zahradkate nebo
po 30 a 250 mil. larev pro polni vyuziti do polyethylenovych sacki, které umoznuji
vyménu vzduchu, ale zadrzuji vodu. Takto zabalené hlistice pteziji az 6 mésicii, pokud
jsou uchovany v chladni¢ce (Glen et al., 1994; Morand et al., 2004; Pieterse et al.,
2017).

2. 2. 1. 7 Metody aplikace
Nemaslug a Phasmarhabditis-System jsou jediné (zcela identické) komeréné

vyrabéné bioagens na ochranu rostlin, proti Skodlivym plzim na bazi molusko-
parazitskych hlistic (Nermut’ a Ptiza, 2017). Nemaslug je uc¢inny v boji proti mékkySim
u mnoha polnich, zahradnich a sklenikovych plodin, jako je ozima pSenice, fepka olejka,
jahody, rizickova kapusta, cukrova fepa, zeli, chiest, salat, celer a mnoho dalSich (Rae
et al., 2007; Pieterse et al., 2017).

Pro pouziti se obsah sa€ku smicha s vodou, aby se hlistice stala aktivni. Vysledna
suspenze se poté muze aplikovat pomoci klasické zahradni konve, hydraulickych
postiikovacl, zavlaZzovacich systémi nebo pomoci specidlniho aplika¢niho zafizeni
navrzeného tak, aby se hlistice injektovala do plidy za stalého michédni a provzdusiovani
(Glen a Wilson, 1997; Brown et al., 2011).

V mnoha pokusech bylo prokazano, ze efektivnéjsi ochranou rostlin proti
Skodlivym plziim je nizkéd davka s opakovanou aplikaci nez aplikace jedné vysoké davky
hlistic. To koresponduje se skutecnosti, ze mnoho zemédélskych plodin potiebuje

chranit pted Skodlivymi organismy po cely rok, a ne pouze pfi zaloZeni porostu. Zaroven
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je toto zjisténi v souladu se standardni zeméd¢lskou praxi, kdy se pouzivaji opakované
aplikace moluskocidnich pelet. Jak jiz bylo zminéno, Nemaslug se prodava pro
zemedelské vyuziti po 30 a 250 mil. DJs/baleni. Toto mnozstvi se muze aplikovat
na 100 az 5000 m? v zavislosti na davce a aplikaci. Vyrobek Ize aplikovat jako jednu
vysokou davku 300 000 DJs/m? anebo ve vice nizsich davkach a to bud’ 50 000 DJs/m?
nebo 150 000 DJs/m?. Doporuduji se dvé az tii aplikace v intervalu dvou az Sesti tydnd
v zavislosti na plodin¢ a tlaku skidce (Wilson a Rae, 2015). DoporuCuje se také
piipravek aplikovat na vlhkou ptidu a kratce po aplikaci povrch pidy mirné zavlazit,
nebot’ jsou hlistice nachylné na vysychani. Pokud to neni mozné, mize byt zvySena
ucinnost pomoci kultivace pidy bezprostiedné po aplikaci hlistic (Wilson et al., 1996;
Hass et al., 1999b). Nejvhodnéjsi doba aplikace je vecer, kdy je teplota pudy pfiblizné
15°C (Hass et al., 1999a). Za takovych podminek jsou hlistice chranény pted UV
zafenim a vysuSenim. Trysky a filtry by mély mit otvory Siroké aspont 1 mm a tlak by
nemél piekro¢it 5 bard. Dobré je také neaplikovat hlistice v oblastech, které byly
oSetfeny nckterymi toxickymi latkami, jako je naptiklad methiokarb (v EU zakéazan),
ktery se pouzivad jako moluskocid proti Skodlivym plziim (Nermut a Mracek, 2010).
Na druhou stranu bylo prokdzano, ze P.hermaphrodita muze byt aplikovana
v kombinaci s moluskocidnimi peletami obsahujicimi metaldehyd, a to i pfi vysoké
koncentraci (Wilson et al., 2000).

Vysoké vyrobni a pofizovaci naklady vSak znamenaji, ze neni mozné aplikovat
hlistici P. hermaphrodita ve velkém méfitku. Nicméné pouzivanim novych aplika¢nich
metod, jako je napf. pasova aplikace kolem okraji pole, pasova aplikace kolem
jednotlivych plodin nebo opakované aplikace v mensich davkach mizou snizit naklady,
¢imz se muiZe vyuZivani hlistic jako bioagens stat zajimavéjSim, neZ tomu bylo
v minulosti. Ackoliv bylo zaznamenano hodné uspéchi s vyuzitim P. hermaphrodita,
bylo také i mnoho neuspéchi (Glen et al., 2000b). Nicméné na tyto netspéchy mohla
mit vliv Spatnd manipulace s hlistici, environmentdlni podminky nebo pfitomnost

odolnych druhti plzti (Rae et al., 2007).
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3 CiLE PRACE

1. Hodnoceni schopnosti rustu hlistic rodu Phasmarhabditis v polyxenické kultute
na raznych piirodnich substratech a jejich vliv na kvalitu produkovaného

potomstva a rychlost vyvoje.

2. Hodnoceni schopnosti rustu hlistic rodu Phasmarhabditis v monoxenické kultuie
s bakterii Moraxella osloensis (nebo jinou bakterii izolovanou v ramci vyzkumu)
na ruznych pfirodnich substratech a vliv téchto substratii a bakterie na kvalitu

produkovaného potomstva a rychlost vyvoje.

3. Zhodnoceni schopnosti rastu hlistic rodu Phasmarhabditis v pevném nebo

tekutém médiu v monoxenické nebo polyxenické kulture.

4. Testovani vlivu aplikace polyxenickych a monoxenickych kultur hlistic rodu

Phasmarhabditis na mortalitu slimac¢ka rodu Deroceras.
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4 MATERIAL A METODIKA

4.1 Biologicky material
4. 1.1 Sbér slimacki a paskovek

Slimacci sitkovani (Deroceras reticulatum Miiller, 1774) a paskovky kefové
(Cepaea hortensis Miiller, 1774) byli sbirani v jarnich a podzimnich mésicich v letech
2017-2018 v jiznich Cechach. Hlavnimi lokalitami pro sbér byly zatravnéné plochy
urybizové plantaze u obce ChelCice v okrese Strakonice (GPS 49.1287944N,
14.1720206E) a dendrologicka zahrada Biologického centra AV CR (BC AV CR)
v Ceskych Budgjovicich (GPS 48.9761447N, 14.4460508E).

Vsichni jedinci byli chovdni po cca 20 ks v transparentnich plastovych
krabi¢kach (180 x 130 x 60 mm) na vrstvé vlhkého zahradniho substratu (Zahradnicky
substrat BAUHAUS) a krmeni psimi granulemi (PROPESKO, zeleninové granule).
Skladovéni byli v termoboxu pfi 15 °C.

4. 1.2 Hlistice pouZité pro experimenty
V pokusech byly pouzivany tii druhy hlistic rodu Phasmarhabditis (Tabulka 2)

ze sbirky Laboratofe entomopatogennich hlistic, které poskytl Ing. Jiti Nermut, Ph.D.
(Entomologicky tustav, BC AV CR). Jednalo se o druhy Phasmarhabditis bohemica
Nermut’, Piza, Mekete, Mracek, 2017 (kmen CH1), P. apuliae Nermut’, Piiza, Mracek,
2016 (kmen BAR) a P. bonaquaense Nermut, Puza, Mekete, Mracek, 2016 (kmen
NDV).

Tabulka 2: Vybrané druhy experimentalnich hlistic

kmene

Chelgice, CR

Phasmarhabditis bohemica CH1
(GPS 49°07'46.4"N 14°10'16.0"E)
- : Bari, Italie
Phasmarhabditis apuliae BAR
(GPS 41°07'31"N 16°52'0"E)
- Dobra Voda, CR
Phasmarhabditis bonaquaense NDV

(GPS 48°57'43.6"N 14°32'16.4"E)
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Polyxenické kultury hlistic byly mnozeny na tzv. vodnich pastech. Do velké
Petriho misky (90 mm) bylo umisténo dnem vzhiiru vicko malé Petriho misky (55 mm).
Na malou Petriho misku byl polozen vlhky filtraéni papir, pfidan kousek
homogenizované praseci ledviny a na ni napipetovano 50—100 invaznich larev (DJs).
Po dokonceni zivotniho cyklu a vytvofeni novych DJs byla okolo misky pfidana voda,
do které¢ byly zachyceny putujici DJs. Zachycené invazni larvy byly slévany
do zkumavek. Po sedimentaci ve zkumavce 15 ml byly larvy opakované proplachnuty
sterilni  vodou. Takto vyciSténa a pfipravena kultura byla uchovana
ve ventilovanych lahvickach pro kultivaci tkafovych kultur (25 ¢m?) v chladicim boxu
pti 5 °C.

Postup ptipravy a mnozeni monoxenické kultury bude podrobn€ rozebran

Vv nésledujici kapitole.

4. 1. 3 Pfiprava monoxenickych kultur

Kultivace bakterii

Nejprve byly pripraveny agarové plotny (3,7% standardni zivny agar €. 1.) pro
kultivaci bakterii. Sterilni agary byly ve flowboxu rozlity do sterilnich Petriho misek
(90 mm) a ponechany pod UV zatfenim k zatuhnuti.

Hlistice (CHI, BAR a NDV) namnozené na vodni pasti na homogenizované
praseci ledving, byly pfeneseny do 1,5 ml zkumavek. Do zkumavek bylo z diivodu
povrchové sterilizace ptidano po 1 ml 0,5% roztoku chlornanu sodného (420 ml sterilni
vody a 50 ml Savo), obsah byl promichan na vortexu. Po sedimentaci byly hlistice
3X promyty sterilni vodou.

Nasledné byly hlistice ptfepipetovany do ru¢niho homogenizéatoru, kde byly 5—
10 min. homogenizovany. Na pfipravené agarové plotny byl vyzihanymi klickami
proveden kiizovy roztér homogenizovanych hlistic. Petriho misky byly uzavieny
parafilmem a ponechany v temnu pii pokojové teplote.

Po nértstu kolonii na agaru byly jednotlivé kolonie pomoci vyzihané klicky
pfeneseny do ptredem piipraveného sterilniho YS média podle Dye (1968) sloZzeného
z 2,5 g kvasnicného extraktu, 2,5 g NaCl, 0,25 g NH4H2POg4, 0,25 g KoHPO4, 0,1 g
MgSO4 * 7 H20 a 500 ml vody a ponechany na tiepacce 24—48 hod. do zakaleni.
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Poté¢ byly ve flowboxu do 2 ml zkumavek odpipetovany 2 ml YS média
s bakteriemi. Tyto zkumavky byly centrifugovany 2 min. pti 2 300x g. Poté byl odebran
supernatant a k peletu bylo ptidano po 2 ml sterilni vody, pak opét probéhla centrifugace
2 min. pii 2 300x g. Po odebrani supernatantu zlstal pouze pelet, ktery byl pouzit pro

izolaci DNA a diagnostiku bakterii.

Izolace genomové DNA
Pro izolaci genomové DNA byl pouzit Top — Bio DNA Lego kit. V 1,5 ml

zkumavce bylo smichano 300 ul DNA vazebného pufru se 100 pl predem ptipraveného
bakterialniho peletu (viz Kultivace bakterii).

Smés byla inkubovéana 10 min. pfi pokojové teploté a kazdé 2 min byla jemné
promichana. Vzorek byl centrifugovan 30 sec. pii 6 000x g. Supernatant (< 800 ul) byl
pfeveden do kolonky na sbérné zkumavce. Tento set byl umistén do centrifugy
a centrifugovan pfi 13 000x g po dobu 1 min. Jestlize roztok neprosel filtrem, byl cely
proces opakovan. Roztok, ktery prosel filtrem kolonky, byl odstranén a kolonka byla
znovu umisténa na stejnou sbérnou zkumavku. Poté bylo pfidano 700 pul Wash bufferu
a set byl centrifugovan pii 13 000x g 1 min. Prefiltrovany roztok byl znovu odstranén,
bylo pfidano 500 pl Wash bufferu a set byl znovu centrifugovan p#i 13 000x g 1 min.
Roztok prosly filtrem byl zkolonky odstranén a pro odstranéni zbytkového Wash
bufferu byla kolonka centrifugovana pii 13 000x g 1 min. Kolonka s navazanou DNA
byla pfenesena do nové 1,5 ml zkumavky a do kolonky byl vpraven Elution buffer (50
ul). Po dvou minutach byl kolonkovy set centrifugovan pti 13 000x g 1 min., aby doslo
k vymyti DNA a jeji kumulaci ve sbérné zkumavce.

Ziskana cista DNA ve zkumavce byla dale podrobena testu na nanodropu. Zde
byla zjiStovana koncentrace nukleové kyseliny. Vzorky s dostateCnou koncentraci

nukleové kyseliny byly dale pouzivany pii PCR.

Polymerazova retézova reakce (PCR)
Pomoci PCR byl amplifikovan usek 16S rRNA genu. Pro reakéni smés (Master

mix) PCR byly pouzity specifické primery pfevzaté od Sandstrom (2001) (Tabulka 3)
o velikosti amplikonu 1 497 bp.
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Tabulka 3: Pouzité primery

Primer (1 497 bp Reverse/Forward Sekvence primeru (5' - 3'

10F f AGTTTGATCATGGCTCAGATTG
1507R r TACCTTGTTACGACTTCACCCCAG

Do jedné mikrozkumavky pro PCR byly napipetovany vSechny slozky Master
mixu (Tabulka 4) a vSe bylo dobie promichano. Do nové mikrozkumavky bylo
napipetovano predem vypocitané mnozstvi jiz hotového Master mixu podle mnozstvi

vzorkl a byl pfidan 1 pl DNA.

Tabulka 4: Slozeni Master mixu

MnoZstvi (ul)
ddH20 7,25
dNTPs 1
10 x PCR buffer 1,25
f primer 0,75
r primer 0,75
Taq polymeraza 0,1
DNA 1

Pfipravené zkumavky obsahujici smés Master mixu a DNA byly vloZeny
do termocykleru. Pro amplifikaci 16S rRNA genu byl zvolen profil dle Sandstroma
(2001) uvedeny v Tabulce 5. Po dokonéeni PCR byly vzorky pouzity pro agarézovou

elektroforézu.

Tabulka 5: Profil PCR reakce

Symbiotické bakterie

primarni denaturace 94 °C 60 s
Denaturace 94 °C 60 s
Annealing 55°C 60 s

Elongace 72 °C 2 min.

zavérecna elongace 72 °C 3 min.
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Agarézova elektroforéza
1% agardzovy gel byl pfipraven zahifatim 75 ml 1x koncentrovaného TAE pufru

s 0,75 g agardzy. Agardzovy gel byl nalit do formy s hiebinky a ponechan k zatuhnuti.
Po ztuhnuti byly z formy vyndany hiebinky a vanicka s gelem byla ponofena
do elektroforetické vany s1 x TAE pufrem (SERVA). Do prvni jamky gelu bylo
napipetovano 5 pl velikostniho markeru (Ladder 200 — 1 500 bp, TopBio), ktery slouzil
pro porovnani velikosti separovanych DNA fragmentl. Daéle byly napipetovany
2 Wl vzorku, respektive kontroly se 2 ul loading dye (zrnko bromfenolové modii
v 30% glycerinu).

Elektroforéza probihala 45 minut pti napéti 120 V. Po ukonceni elektroforézy byl gel
ponoien na 10 minut do roztoku 1 x TAE pufru s obsahem ethidium bromidu. Nasledn¢
byl gel vlozen do UV — transluminatoru a fotografie vysledného gelu byla zaznamenana
pomoci kamery. Pfi kladném vysledku elektroforézy byla DNA pouzita jako templat pro

sekvenacni reakci.

Sekvenovani
Z vysledkl agar6zové elektroforézy byly vybrany pozitivni vzorky. Tyto vzorky

byly zaslany do laboratote (GATC) ke zpracovani. Z obdrzenych sekvenci byla
od kazdého ze tfi druhu hlistic vybrana jedna bakterie (Tabulka 6). Tyto 3 bakterie byly
kultivovany v tekutém YS mediu a byly dale pouZivany pro mnozeni monoxenickych

kultur.

Tabulka 6: Bakterie izolované z hlistic

Druh hlistice e Bakterie Oznace.m
druhu bakterie

Phasmarhabditis bohemica CH1 Pseudomonas sp. CH1(1)L
Phasmarhabditis apuliae BAR Acinetobacter sp. BAR1(1)S
Phasmarhabditis bonaquaense NDV Flavobacterium sp. NDV 1 (1)

Izolace vajicek hlistic pro zaloZeni monoxenické kultury
Pro izolaci wvajiCek hlistic byla vyuzita modifikace metodiky podle

Lunau et al. (1993). Ze zalozené vodni pasti bylo po 3—4 dnech pfendano 100-150
oplodnénych samic do Ringerova roztoku (Woodring a Kaya, 1988). Odtud byly samice

premistény do zkumavky, do které bylo pfidano 6—8 nastiithanych kouski ziletky.
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Pomoci vortexu byly samice homogenizovany 5-10 minut. Po uplynuté dobé¢
a dokonalém rozmélnéni jedinct byl obsah ptelit pres sitko z uhelonu 90T (velikost ocka
67 um, tloustka vldkna 44 pum) do 1,5 ml zkumavky. Zkumavka byla vlozena
do centrifugy na 1 min. pii 0,3x g. Dale byl ze zkumavky odsat supernatant tak, aby
zustal na dné jen pelet. K peletu byl pfidan 1 ml steriliza¢niho roztoku (10 ml sterilni
voda, 1,5 ml 4 M NaOH, 0,5 ml NaOCI (12 %). Zkumavka byla inkubovana 4 min. pii
pokojové teploté a poté centrifugovana 2 min pii 0,3x g.

Zkumavka byla ptfenesena do flowboxu, kde byl odebran supernatant a piidan
1 ml ¢&istého sterilniho YS media. Poté byla zkumavka znovu déna do centrifugy na
2 min. pfi 0,3x g. Pak byl znovu ve flowboxu odebran supernatant a pfidan 1 ml YS
media. Po opétovné centrifugaci byl ve flowboxu odebran supernatant do objemu 0,1 ml
a do zkumavky bylo pfidano 100 pl ¢istého sterilniho YS media.

Do sterilniho multiwellu o 24 jamkach bylo do 4 jamek napipetovano po 300 ul
YS media. Pomoci sterilni sklenéné Pasteurovy pipety bylo z pfipravené zkumavky
do kazdé ze 4 jamek napipetovano po 50 pul YS média s vajicky.

Multiwell byl uzavien parafilmem a ulozen v termoboxu pii 15 °C po dobu 2—
3 dni. Kazdy den probihala kontrola vajicek. Ptfi vylihnuti sterilnich hlistic prvniho

stadia (L1) byly hlistice pieneseny do kultury Cisté bakterie.

MnoZeni monoxenické kultury hlistic
Mnozeni monoxenickych kultur probihalo na pevném kultiva¢nim ledvinovém

médiu (viz kapitola 4.3.1). Ve flowboxu bylo nejdfive ptipraveno inokulum bakterii.
Do 1,5 ml zkumavky byl napipetovan 1 ml cistého YS média a 50 pl namnoZené
bakterialni kultury (Tabulka 6). Na jednu polovinu agarové plotny bylo napipetovano
25 pl inokula bakterie a vyZzihanou sklenénou hokejkou bylo inokulum rozetfeno
po ptlce misky. Na druhou pllku misky byly za pomoci sterilni Pasteurovy pipety
z multiwellu pfepipetovany vylihlé larvy (L1).

Takto pfipravené misky byly vlozeny do uzaviratelného sacku a ulozeny
v termoboxu pii 15 °C. Po 3—4 tydnech byly monoxenické kultury hlistic pfipravené
K pokusim. Monoxenické larvy byly z Petriho misek oplachnuty sterilni vodou
ve sterilnim prostiedi. Po nékolikrat opakované sedimentaci a promyvani sterilni vodou

byly dokonale ¢isté DJs, kratkodobé uskladnény, podobné jako polyxenické kultury.
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Z9 mnozenych kombinaci (hlistice x bakterie) se podafilo namnozit pouze
6 kombinaci (Tabulka 7), které byly pouzivany pii vSech pokusech s monoxenickou

kulturou.

Tabulka 7: Kombinace mnozenych monoxenickych kultur

Druh hlistice Uaceny Bakterie L
kmene bakterie

Uspésna
Phasmarhabditis bohemica Pseudomonas sp. CH1 (1)L
kultivace
. . . Usp&ina
Phasmarhabditis bohemica CH1 Acinetobacter sp. BAR1(1)S .
kultivace
. . ) Uspésna
Phasmarhabditis bohemica CH1 Flavobacteriumsp. NDV 1 (1) )
kultivace
- : Neuspesna
Phasmarhabditis apuliae BAR Pseudomonas sp. CH1(1)L :
kultivace
. ) ) Neuspésna
Phasmarhabditis apuliae BAR Acinetobacter sp. BAR1(1)S ;
kultivace
- : : Uspésna
Phasmarhabditis apuliae BAR Flavobacteriumsp. NDV 1 (1) _
kultivace
. Neuspésna
Phasmarhabditis bonaquaense NDV Pseudomonas sp. CH1 (1)L )
kultivace
- . Uspésna
Phasmarhabditis bonaquaense NDV Acinetobacter sp. BAR1(1)S .
kultivace
» _ Uspé&sna
Phasmarhabditis bonaquaense NDV Flavobacteriumsp. NDV 1 (1) i
ultivace

4.2 Hodnoceni schopnosti ristu hlistic rodu Phasmarhabditis
vV polyxenické a monoxenické kultufe na riznych prFirodnich
substratech a jejich vliv na kvalitu produkovaného potomstva
a rychlost vyvoje

V tomto pokusu bylo testovano 5 piirodnich substrati. Byl pouzit kompost,
vykaly slimackti rodu Deroceras, homogenizovani slimacci (Deroceras spp.),

homogenizovana housenka zavije¢e voskového (Galleria mellonela) a homogenizovana
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prase¢i ledvina. Pro pokus byla pouzita modifikovana metodika podle Nermut et al.
(2014).

Pro kazdy substrat bylo pouzito 5 Petritho misek, pficemz vSechny 3 druhy
polyxenickych hlistic (P. apuliae, P. bohemica a P. bonaquaense) a 6 monoxenickych
kombinaci hlistice x bakterie (Tabulka 7) byly testovany na kazdém substratu. Pokus
probéhl ve dvou opakovanich, celkem tedy bylo vyuzito 150 Petriho misek (55 mm) pro
polyxenické a 300 Petriho misek (55 mm) pro monoxenické kultury.

Zmrazeni jedinci slimackt, housenek a kousky praseci ledviny byly nejprve
sterilizovany v autoklavu, poté  homogenizovany a  smichany s vodou
(1 g homogenizované tkan¢ + 3 ml sterilni vody). Nasledné¢ byly opét sterilizovany.
Vykaly byly nasbirany z chovu slimackii do sklenéné Petriho misky a stejn¢ jako
kompost také vysterilizovany.

Do sterilnich misek byl nalit sterilni 2% Ccisty agar. Po vychladnuti agaru bylo
do misky na analytickych vahach navazeno 0,02 g substratu. Pevny substrat byl pfidavan
na agarovou plotnu pinzetou a homogenizovany substrat byl nandSen pipetou
s ustiihnutym koncem S$picky. Na takto pfipravenou misku bylo napipetovano cca 20
DJs ve 20 pl sterilni vody. V piipadé monoxenickych kultury probihal cely proces
zaloZeni ve sterilnich podminkéch flowboxu.

Misky byly skladovany na plastovych tacech s vlhkym filtratnim papirem,
zabaleny do plastového sacku proti vysychani. Pokus probihal pfi teploté 15 °C.

Po zalozeni pokusu bylo zahdjeno kaZdodenni sledovani vyskytu prvnich
dospélcti a DJs. Pii objeveni se prvnich dospélcii byla vzdy jedna miska pro kazdou
kombinaci hlistice/substrat, piipadné hlistice/bakterie/substrat vyplachnuta stfickou
a ptelita do zkumavky. Po sedimentaci byla odsata piebyte¢na voda. Zkumavka byla
vloZena do zaht4té vodni lazn€ (60 °C) na 30-60 sec. Poté byli usmrceni dospélci
napipetovani na podlozni sklicko. Za pomoci mikroskopické techniky (Carl Zeiss Jena)
byla u 5-10 samcii a 5-10 samic zméfena délka téla.

Jakmile se na miskach objevily prvni DJs, byl ukonéen vyvoj hlistic na substratu.
Nasledné byl hodnocen celkovy pocet DJs a jejich kvalita (délka téla a obsah tuku

Vv téle).
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Celkovy pocet DJs byl stanoven na zakladé primérného poctu larev v 10 pl
vody. Pro vypocet priméru byly na podlozni sklicko napipetovany 3 kapky po 10 pl
vody s DIJs, nasledn¢ bylo pod binokularni lupou (Olympus SZH10) secteno celkové
mnozstvi larev a stanoven prameér v 10 pl. Celkovy pocet DJs pro dany objem tekutiny
ve zkumavce byl dopocitdn pomoci troj¢lenky. Pro zjisténi obsahu tuku byla pouzita
standardni metodika podle Patel et al. (1997). Jedinci byli stfickou splachnuti
do zkumavky a po sedimentaci byla odsata pfebyte¢na voda tak, aby ve zkumavce
zustalo cca mén¢ nez 0,5 ml tekutiny. Zkumavka byla vlozena do vodni lazn¢ (60 °C)
na 5 min. Po uplynuti stanovené doby bylo do zkumavky ptidano 1,5 ml olejové Cervené
(70 ml 96% ethanolu, 26 ml vody a 0,5 g olejové Cervené O) a byla opét vlozena do
vodni 14zné na 20 min. Nakonec byla ze zkumavky odpipetovéna piebytecnd olejova
cerveil a bylo pfidano 1,5 ml 50% glycerinu (50 ml vody a 50 ml bezvodého glycerinu).
Obarvené hlistice byly skladovany ptes noc pii laboratorni teploté. U 10 larev byla
na mikroskopu (Carl Zeiss Jena) se specialnim okularem s méfitkem zmétena délka téla.

Obsah tuku v téle byl hodnocen vizualn¢ podle standardni tabulky (Obrazek 4).

Obrazek 4: Standardni tabulka pro hodnoceni obsahu tuku v téle hlistice.
(pfevzato z Patel et al., 1997)
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4.3 Zhodnoceni schopnosti ristu hlistic rodu Phasmarhabditis
Vv pevném a tekutém médiu v polyxenické a monoxenické kulture
Pii tomto pokusu byly pouzity pro kazdou polyxenickou kulturu hlistic

(CH1, NDV, BAR) a monoxenickou kombinaci hlistice/bakterie (Tabulka 7) 3 Petriho
misky (90 mm) a 3 sklenicky od ptesnidavky HELLO (210 ml). Pokus byl navic pro
kazdé médium dvakrat opakovan v Case, celkem tedy bylo pouzito 18 Petriho misek
a 18 skleni¢ek pro polyxenické kultury a 36 Petriho misek a 36 sklenicek pro

monoxenické kultury.

4. 3.1 Pevné médium

Pro pokus bylo pouzito tzv. ledvinové médium (Wilson, 2012). Do 500 ml
sterilizacni lahve bylo pfiddno 400 ml vody a navézeno 14 g prase¢i ledviny,
10 g kvasni¢ného extraktu a 12 g slunecnicového oleje. Lahev s pootevienym vickem
byla sterilizovana v autoklavu 20 minut pfi 121 °C. Sterilizovany obsah byl pfes sitko
Z dvojité vrstvy monofilu precezen do nové lahve. Poté bylo ptidano 8 g ¢istého agaru
(Duchefa) alahev byla znovu vlozena do autoklavu na 20 min. pti 121 °C. Takto
pfipravené médium bylo ve flowboxu rozlito do sterilnich Petriho misek
a po vychladnuti agaru bylo do kazdé misky pfidano po 250 DJs piislusné kultury.

Misky byly podle druhtt a kombinaci vlozeny do uzaviratelnych sacku
a skladovany v temnu v termoboxu pii 15 °C.

Misky byly prubézné kontrolovany, pii vytvofeni DJs byla 1 miska z pokusu
odebrana a podle postupu v kapitole 4.2 byly hlistice obarveny a byl vyhodnocen

celkovy pocet a kvalita jedinct (délka t¢la a obsah tuku v téle).

4. 3. 2 Tekuté médium
Jako tekuté médium bylo pouzito Cisté ledvinové médium (bez pfidavku agaru,

viz pevné médium). Do sklenicky bylo navazeno 2,5 g kouskd molitanu a odmérnym
valcem bylo pfidano 25 ml ledvinového média. Zaviena sklenicka byla sterilizovana
20 min. pfi 121 °C. Po vychladnuti bylo do kazdé skleni¢ky ptidano 500 DJs. Skleni¢ka
byla poté nechana lehce pooteviena a jeji vicko bylo piekryto alobalem.

Skleni¢ky byly umistény na tac s vlhkym filtracnim papirem a zabaleny

do plastového sacku. Nasledné byly sklenicky ulozeny do termoboxu s teplotou 15 °C.
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Po 60 dnech byl pokus ukoncen. Na dno sklenéné Petriho misky (165 mm) byly
vlozeny dvé $pejle a na n¢ bylo umisténo monofilové sitko, na které byl vysypan cely
obsah sklenicky. Do misky bylo pifidano takové mnozstvi vody, aby bylo dno sitka
potopené. Invazni larvy tak samy opustily molitan a koncentrovaly se ve vodé¢.
Po 24 hodinéach bylo sitko vynddno a molitan vymackan. Cely obsah misky byl pfelit
do zkumavky. Podle postupu v kapitole 4.2 byly hlistice obarveny a byl hodnocen

celkovy pocet a kvalita jedinct (délka téla a obsah tuku v tcle).

4. 4 Testovani vlivu aplikace polyxenickych a monoxenickych kultur
hlistic rodu Phasmarhabditis na mortalitu a prijem potravy slimacka
sitkovaného (Dereoceras reticulatum) a paskovky kerové (Cepaea
hortensis)

4. 4.1 Mortalita a pfijem potravy slimacka sit’kovaného
Testovani vlivu hlistic rodu Phasmarhabditis na mortalitu a pfijem potravy

slimacka bylo provedeno na velkych (136 mm) a malych (90 mm) Petriho miskach.
Doba trvani jednoho pokusu ¢inila 18 dni a pokus byl zopakovan dvakrat v ¢ase. Pro
testovani byly pouzity polyxenické kultury P. bohemica, P. bonaquaense a P. apuliae
a 6 monoxenickych kombinaci téchto hlistic (Tabulka 7) a slimacci sitkovani
(D. reticulatum). Ke krmeni slimackt byly vyuzity velké (1,265 g, n = 100) a malé
(0,078 g, n = 100) psi granule (PROPESKO, drtubezi granule).

V prvni fazi pokusu byla sledovana mortalita slimacki metodou podle Wilsona
(2012). Pouzito bylo 18 velkych Petriho misek (136 mm) pro polyxenické kultury
a 36 stejnych Petriho misek pro monoxenické kultury. Pro kazdou kulturu bylo zalozeno
5 misek a jedna kontrola, celkem tedy 54 misek.

Do misek bylo navaZzeno 100 gramt suché hlinité plidy, pfidano 29 ml sterilni
vody a cela takto pfipravend miska byla zahfata v mikrovinné troubé. Timto postupem
byla zajisténa spolehliva likvidace vSech jinych zivych hlistic, které by se mohly v ptdé
vyskytovat. Po vychladnuti bylo do misek vlozeno 10, respektive 7 (monoxenické
kultury) slimacka sitkovanych a napipetovano 13 000 invaznich larev piislusné kultury
V 1 mililitru sterilni vody. Celkovy objem pfidané tekutiny v misce tedy €inil 30 ml.
Kontrolni misky byly pfipraveny stejnym zptisobem, nebyly do nich vSak ptidany

invazni larvy hlistic, pouze sterilni voda o celkovém objemu 30 ml.
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Nésledné byla do kazdé misky vloZena jedna velkd granule, ktera byla kazdy
4. den obménovana. Petriho misky byly uzavieny parafilmem a ulozeny v chladicim
boxu pii teploté 15 °C. Po tfech dnech bylo ze souboru 54 misek oddéleno 9 misek (pro
kazdou kulturu jedna), které slouzily pro druhou ¢ést pokusu.

Ve druhé fazi byl sledovan vliv aplikace hlistic na pfijem potravy slimackda.
Pro kazdou polyxenickou kulturu bylo zaloZzeno 10 misek (opakovani) a 5 misek
kontrolnich, celkem tedy 35 Petriho misek (90 mm). Pro monoxenické kultury bylo
pouzito celkem 47 Petriho misek (90 mm), piiCemz pro kazdou kombinaci
hlistice X bakterie bylo zalozeno 7 opakovani. Dale bylo pfipraveno 5 kontrolnich misek,
které predstavovaly kontrolu pro vSechny kombinace.

Do vSech Petriho misek byl vloZen filtra¢ni papir, napipetovano 750 pl sterilni
vody a pfiddna mald granule, kterd byla kazdy druhy den vymeénovéna za novou.
Do kazdé takto pripravené misky byl jednotlivé vlozen slimacek odebrany z velké
Petriho misky (prvni faze pokusu). Pro kontrolu bylo pouzito 5 hlisticemi
neinfikovanych slimackt z laboratorniho chovu. VSechny misky byly vloZeny
do mikrotenového sacku a ponechany v chladicim boxu pii teploté 15 °C. Mortalita
slimacka byla zaznamenavéana kazdy den. Odebrané granule byly vysuSeny (5 hod. pfi

60 °C) a nasledné zvazeny. Pfijem potravy byl vyhodnocen jako tbytek vahy granule.

4. 4.2 Mortalita a prijem potravy paskovky kefové
Paskovka kefova (Cepaea hortensis) byla vybrana jako necilovy organismus. Pro

ob¢ kultury hlistic (monoxenické 1 polyxenické) byla pouzita totoznd metodika
zakladani  pokusu. Kexperimentu byly vyuZzivany 12jamkové multiwelly.
Pro polyxenické kultury byly zaloZzeny 3 multiwelly plus 1 kontrola a pro monoxenické
kultury 6 multiwellti plus 1 kontrola.

Do kazdé jamky multiwellu bylo pfidano 11 g kiemicitého akvarijniho pisku
(0,8 mm). Nasledn¢ bylo do kazdé jamky napipetovano 1 000 DJs v 1 ml sterilni vody
a200 pl cisté vody tak, aby vysledny objem ¢inil 1,2 ml. Poté byla do kazdé jamky
vloZena paskovka a ptidana mala psi granule (0,078 g, n = 100), kterd byla vyménovana
kazdy tfeti den.

Takto ptipravené a zaviené multiwelly byly uchovavany v chladicim boxu pfi

teploté 15 °C. Kazdy den byla zaznamendvana mortalita paskovek. Odebrané granule
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byly vysuSeny (5 hod. pfi 60 °C) a nasledn¢€ zvazeny. Piijem potravy byl vyhodnocen

jako ubytek hmotnosti granule oproti primérné hmotnosti.

4. 5 Statistické vyhodnoceni dat

Zakladni zpracovani dat probehlo v tabulkovém editoru Microsoft Office Excel
2013, kde byly vytvoieny vSechny prvotni datové soubory. Ty byly nasledné statisticky
vyhodnoceny v programu STATISTICA 10 (StatSoft, Inc.). Pro statistické hodnoceni
dat byla pouzita analyza varianci (ANOVA) a nésledny Tukeyho HSD test. Za ucelem
dosazeni normality dat byla provedena logaritmickd transformace vsSech zavislych
proménnych.

Vysledky analyzy byly graficky zobrazeny pomoci kategorizovanych boxplot
grafli, kde stfedovy Ctvereéek zobrazuje hodnotu priméru, box okolo néj sttedni chybu
praméru (tedy presnost odhadu priméru) a paprsky (tzv. fousy) smérodatnou odchylku
(tedy udaj o variabilit¢ dat). Pro konstrukci grafu byla pouzita surova

(netransformovand) data.
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5 VYSLEDKY

5. 1 Hlistice pouzité pro experiment

Pro nésledujici experimenty bylo zamysleno 9 monoxenickych kombinaci
(3 druhy hlistic se tfemi druhy bakterii). Ve tfech ptipadech vSak kultura pfislusné
bakterie nepodporovala rist hlistice (Tabulka 7). Ztoho divodu nemohly byt tyto

kombinace pouzity v nasledujicich experimentech.

5.2 Schopnost rastu hlistic rodu Phasmarhabditis Vv polyxenické
a monoxenické kultuie na riznych prirodnich substratech a jejich vliv
na kvalitu produkovaného potomstva a rychlost vyvoje

5. 2.1 Rychlost vyvoje dospélci
Na rychlost vyvoje dospélcti mél prokazatelny vliv druh hlistic (df = 2, F = 4,4,

p < 0,05), asociovana bakterialni kultura (df = 3, F = 62,9, p < 0,001) a také substrat, na
kterém se hlistice vyvijely (df = 4, F = 206,7, p < 0,001). Mezi samci a samicemi nebyl
zaznamenan zadny rozdil v rychlosti vyvoje.

Dospélci polyxenickych kultur se vyvijely v priméru 6 £ 1 dni a nebyl zde
zaznamenan veétsi rozdil mezi druhy hlistic. Oproti polyxenickym kulturdm
se monoxenické kultury vyvijely mirn€ rychleji, v priiméru 5 £+ 1 den, ale také zde nebyl
vEtsi rozdil mezi druhy.

V ramci jednotlivych druht byla rychlost vyvoje zna¢né vyrovnana a pohybovala
se mezi 5-6 dny.

I mezi substraty byl Cas pottebny pro vyvoj dospélci znacné vyrovnany.
Nicméné celkové u sedmi z deviti kombinaci (druh x bakterie) bylo patrné, ze vyvoj
dosp€lcti na zivoc¢isnych substratech (homogenizovana ledvina, slimacek a housenka)
byl rychlejsi nezli na kompostu a vykalech slimacki. Z Zivoc¢isnych substrati se dospé€lci

nejrychleji vyvijeli na homogenizovaném slimackovi (4 £ 1 dni).
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5. 2. 2 Délka téla dospélci
Samice

Na délku téla samic (Graf 1) m¢l prokazatelny vliv druh hlistice (df = 2, F = 16,
p < 0,001), asociovand bakteridlni kultura (df = 3, F = 99, p < 0,001) a substrat,
na kterém se samice vyvijely (df =4, F =3, p <0,05).

Polyxenické samice doristaly primérné délky 1 534 £ 161 um. Nejdelsi z nich
byl druh Phasmarhabditis apuliae, jehoz samice dorustaly praimérné délky 1 583 =+
156 um, samice P. bonaquaense byly mirné kratsi 1534 + 157 pum a samice
P. bohemica pak dorGstaly pouhych 1485 + 157 um. NejvétSich rozmért doristaly
samice na homogenizovaném slimackovi, v priméru 1594 + 152 pum, zatimco na
vykalech byla primérna délka samic jen 1 442 + 138 pm. V kombinaci druhu a substratu
byl nejvyraznéjsi rozdil (p < 0,001) v délkdch u samic mezi druhy P. apuliae
na homogenizovaném slimackovi (1 720 + 125 um) a P. bohemica na kompostu
(1367 + 102 pm), kde samice dorustaly celkové nejmensich délek.

V monoxenickych kulturdch dortstaly samice v pruméru délky 1 809 + 254 um.
Z nich nejvyraznéjsi statisticky rozdil (p < 0,001) byl mezi druhem P. bonaquaense
s asociovanou bakterii Acinetobacter sp. (1925 + 288 um) a druhem P. bohemica
s bakterii Flavobacterium sp. (1 648 + 228 um). V praméru dortstaly samice nejvétsich
délek v kultufe s bakterii Acinetobacter sp. (1897 + 266 um) a nejmensich velikosti
naopak na bakterii Flavobacterium sp. (1760 £ 237 um). Absolutné nejvétsi délky
doristaly samice druhu P. bonaquaense (1924 + 288 um) a P. bohemica (1 870 +
241 pm) v kultufe s bakterii Acinetobacter sp. na homogenizované housence, zatimco
udruhu P. bohemica sbakterii Pseudomonas sp. na homogenizované ledviné byly
samice nejmensi (1 698 + 214 um) (Graf 1).

Samice druhu P. bonaquaense (1 779 + 280 um) byly bez ohledu na bakterialni
kulturu a substrat oproti ostatnim druhtim hlistic vétsi. Na rozdil od druhu P. bohemica
(1696 + 261 um) a P. apuliae (1 669 + 215 pm) které doristaly mensich délek.

Statisticky vyznamné (p < 0,001) vétsi samice produkovaly monoxenické kultury
(1 809 £ 254 um) na rozdil od polyxenickych kultur (1 534 + 161 pum), kde byly samice

mensi.
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V ramci substrati byly délky samic pomérné¢ vyrovnané a pohybovaly se
v rozmezi cca 1 680-1 751 um. Nicméné vétSich délek prikazné (p < 0,05) dortstaly
samice na zivocisSnych substratech. Konkrétné nejdelsi samice byly na homogenizované
housence (1 751 £ 279 um), o néco mensich délek dortstaly na homogenizované ledviné
(1 738 £ 253 um) a homogenizovaném slimackovi (1 713 + 250 um). O néco mensich
délek nezli na zivocisnych substratech dortstaly samice na kompostu (1 706 + 256 pm)
a upln¢ nejmensich délek dosahovaly samice na vykalech slimacki (1 680 + 266 pm).

Zaznamenany byly také nckteré piekvapivé vyjimky, kdy samice byly vétsi
na vykalech a kompostu nezli na zivoc¢isnych substratech. Tento jev byl pozorovan
udruhu P. bohemica s bakterii Pseudomonas sp. a druhu P. apuliae s bakterii

Flavobacterium sp. (Graf 1).
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Graf 1. Délka té€la samic tii druhd hlistic rodu Phasmarhabditis na riznych substratech
v kombinaci s rOznymi bakteriemi. hl. — homogenizovand prase¢i ledvina, h.h.—
homogenizovana housenka zavijeCe voskového (Galleria mellonela), h.s. - homogenizovani
slimacci (Deroceras spp.), ko. — kompost, v.s. - vykaly slimacka rodu Deroceras.
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Samci

Podobné¢ jako u samic i na délku samct (Graf 2) m¢l statisticky vyznamny vliv
druh hlistice (df = 2, F = 50, p < 0,001), kultura asociované bakterie (df = 3, F = 228,
p <0,001) a substrat, na kterém dospélci vyristali (df =4, F =28, p <0,001).

Polyxenicti samci doriistaly primémé délky 1 181 + 153 um. Nejdelsi samci
z polyxenickych kultur byli u druhu P. apuliae (1227 £ 150 um), zatimco nejmensi
druh byl P. bohemica (1 148 £+ 132 um). Z pohledu substrati byl zaznamenan nejvétsi
rozdil v délkach (p < 0,001) mezi homogenizovanym slimac¢kem (1 297 £ 139 um)
a vykaly slimackt (1 107 & 105 pm). V kombinaci substratu a druhu byl nejvyraznéjsi
rozdil (p < 0,001) mezi druhem P. apuliae na homogenizovaném slimackovi (1 383 + 67
um) a druhem P. bohemica na kompostu (1 025 + 87 um), kde byli samci zfetelné
nejmensi.

Monoxeni¢ti samci dorGstali v priméru 1444 + 205 pm. Nejvétsi samci byli
zaznamenani u druhu P. bonaquaense s bakterii Acinetobacter sp. (1614 + 173 um),
zatimco nejmensich délek dosahoval druh P. bohemica s bakterii Flavobacterium sp.
(1273 + 134 um). U ostatnich kombinaci byly délky pomérné vyrovnané v rozmezi
cca 1408-1 493 um. Vseobecné nejvétsich délek dortstali samci v kombinaci s bakterii
Acinetobacter sp. (1 539 + 208 um), zatimco nejmensich délek dordstali samci s bakterii
Flavobacterium sp. (1391 £ 187 pm). Z pohledu substrati byly nejvétsi rozdily
(p<0,001) mezi samci hlistic v kombinaci s bakterii Acinetobacter sp.
na homogenizované ledviné (1 539 + 208 um) a samci s bakterii Pseudomonas sp.
na vykalech (1 292 + 208 pum).

Prokazateln¢ (p < 0,001) delsi samci byli u monoxenickych kultur
(1 444 + 205 pm) nez u polyxenickych kultur (1 181 £ 153 um) . Mezi druhy byly jasné
nejveétsi samci u druhu P. bonaquaense (1 424 + 263 pum), zatimco u druhu P. bohemica
(1324 +209 um) a P. apuliae (1 318 + 170 um) byla délka znaéné mensi a vyrovnana.

Samci dortstali prikazné (p < 0,001) vétSich délek na zivoc€iSnych substratech.
Nejvetsi z nich byli na homogenizovaném sliméackovi (1 429 + 199 um), o néco mensi
délky dortastali na homogenizované ledviné (1 399 + 228 um) a homogenizované
housence (1 363 + 212 um). Stejné jako tomu bylo u samic, tak i zde zfetelné mensich
delek dortstali samci na kompostu (1 302 + 227 um) a vykalech (1 288 + 233 um).
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I zde byla zaznamenana jedna vyjimka, kdy samci druhu P. bohemica s bakterii

Pseudomonas sp. dosahovali vétsich délek na kompostu nezli na ostatnich substratech.
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Graf 2: Délka t€la samct tii druhd hlistic rodu Phasmarhabditis na riznych substratech
v kombinaci s rldznymi bakteriemi. hl. — homogenizovand praseci ledvina, h.h.—
homogenizovana housenka zavijeCe voskového (Galleria mellonela), h.s. - homogenizovani
slimacci (Deroceras spp.), ko. — kompost, v.s. - vykaly slimacka rodu Deroceras.

5. 2. 3 Rychlost vyvoje larev
Rychlost vyvoje larev (Graf 3) byla vyznamné ovlivnéna asociovanou bakterii

(df =3, F=202,9, p <0,001) a také pouzitym substratem (df =4, F = 116,3, p < 0,001).
Naopak u druhu hlistice efekt na rychlost vyvoje larev prokazan nebyl (df = 2, F = 0,4,
p = 0,686). Primérna doba vyvoje se pohybovala relativné vyrovnang okolo 16 £ 5 dni.
Délka vyvoje polyxenickych kultur bez ohledu na druh hlistice, bakterii ¢i
substrat trvala v priméru 18 + 4 dni. Prikazné (p < 0,001) nejrychlejsi vyvoj larev byl
zaznamenan u druhu P. bohemica (16 + 3 dni), zatimco nejpomaleji se vyvijely larvy

druhu P. bonaquaense (19 + 4). V nejkrat§im case se vyvinuly larvy na homogenizované
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housence (15 =+ 3 dni) dni. Na ostatnich substratech probihal vyvoj pomérné vyrovnang.
Nejvyraznéjsi rozdil v rychlosti vyvoje larev (p < 0,001) byl zaznamenan mezi druhem
P. apuliae na homogenizovaném slimackovi (14 + 0 dni) a druhem P. bonaquaense
na vykalech (23 £+ 4 dni).
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Graf 3: Rychlost vyvoje invaznich larev ¥ druht hlistic rodu Phasmarhabditis na rtznych
substratech. h.l. — homogenizovana praseci ledvina, h.h. — homogenizovana housenka zavijece
voskového (Galleria mellonela), h.s. - homogenizovani slimaéci (Deroceras spp.), ko. —
kompost, v.s. - vykaly slimackt rodu Deroceras.

U monoxenickych kultur trval vyvoj v priméru 15 £+ 5 dni. Prokazateln¢ rychlejsi
vyvoj larev (p < 0,001) byl zaznamenan u druht hlistic s bakterii Acinetobacter sp.
(14+4 dni), zatimco nejpomalejsi vyvoj byl u hlistic asociovanych s bakterii
Pseudomonas sp. (17 + 10 dni). Nejrychleji (13 = 2 dni) se vyvinuly larvy druha
P. bohemica s bakterii Acinetobacter sp. a P. bonaquaense s bakterii Flavobacterium
sp., na rozdil od druhu P.bohemica sbakterii Pseudomonas sp. a S bakterii

Flavobacterium sp., kde vyvoj trval pfiblizné 17 + 7 dni (Graf 3). Nejvyraznéjsi rozdily
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ve vyvoji larev (p < 0,001) byly zaznamenany mezi P. bohemica s bakterii Pseudomonas
sp. na kompostu (26 + 14 dni) a vykalech (20 + 11 dni) a P. bohemica s bakterii
Flavobacterium sp. na kompostu (22 + 5 dni), kde byly ¢asy pottebné pro vyvoj nejdelsi
a P. bohemica s bakterii Pseudomonas sp. na homogenizovaném slimacku (12 £ 0 dni)
a s bakterii Acinetobacter sp. na homogenizované housence (12 = 1 dni), kde byly ¢asy
vyvoje naopak nejkratsi.

Larvy monoxenickych kultur se vyvijely prukazné (p < 0,001) rychleji (15 + 5
dni) nez larvy kultur polyxenickych (18 + 4 dni). V ramci vSech tii druha hlistic byla
délka vyvoje zna¢né€ vyrovnand, nebot’ se primérné doby vyvoje pohybovaly v rozmezi
15-16 + 4 dni.

Z pohledu substratii byl statisticky vyznamné (p < 0,001) nejkrat$i casovy
interval vyvoje zaznamenan u zivocisSnych substratii. Z téchto substratii se nejrychleji
vyvijely larvy na homogenizované housence (14 £+ 3 dni), poté na homogenizovaném
slimackovi (15 + 4 dni) a o néco pomaleji na homogenizované ledviné (16 + 4 dni).

Celkové nejpomaleji probihal vyvoj na kompostu (18 + 7 dni) a vykalu (17 £ 5 dni).

5. 2. 4 Produkce potomstva
Produkce potomstva (Graf 4) byla statisticky vyznamné ovlivnéna druhem

hlistice (df =2, F = 6,211, p <0,001), asociovanou bakterii (df = 3, F = 3,232, p < 0,05)
a substratem (df = 4, F = 12,396, p < 0,001). I kdyz m¢ly vSechny sledované parametry
statisticky vyznamny vliv na produkci potomstva, je nezbytné zminit, ze hodnocena data
vykazuji zna¢nou variabilitu.

Polyxenické kultury vyprodukovaly v praméru 30852 + 35894 DJs/g.
Prokazatelné (p < 0,001) nejvice larev vyprodukoval druh P. bohemica (54 986 + 45 245
DJs/g), zatimco druh P. apuliae vyprodukoval prumémych 14 463 + 17 033 DJs/g.
Nejvice se polyxenickym druhiim dafilo produkovat larvy na homogenizovaném
slimackovi (56 238 + 48 141 DJs/g), naproti tomu na kompostu byla produkce
potomstva nejnizsi (7 279 £ 9 376 DJs/g).

Monoxenické kultury vyprodukovaly pramérné 23 923 + 23 366 DJs/g. Nejvice
larev produkoval druh P. bohemica s bakterii Acinetobacter sp. (43 524 + 38 937 DJs/g),
zatimco nejméné larev vyprodukoval druh P. bonaquaense s bakterii Flavobacterium sp.
(15916 + 11 158 DJs/g) (Graf 4). Z pohledu asociované bakterie byly nejvétsi produkce
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larev zaznamenany u druhi s bakterii Acinetobacter sp. (31 804 + 33 223 DJs/g), kdezto
nejméné¢ potomstva vyprodukovaly druhy s bakterii Flavobacterium sp. (19 843 +
14 420 DJs/g). Statisticky vyznamny rozdil (p < 0,05) vramci kombinace druhi a
substrati v produkci potomstva byl vypozorovan u hlistic s bakterii Acinetobacter sp.
na homogenizovaném slimackovi (47 637 + 49 114 DJs/g), kde byla produkce zcela
nejvyssi, a P. bohemica s bakterii Pseudomonas sp. na kompostu (9 881 + 5 866 DJs/g),
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Graf 4: Mnozstvi vyprodukovaného potomstva tii druhd hlistic rodu Phasmarhabditis na
1 gram substratu. h.l. — homogenizovana prase¢i ledvina, h.h. — homogenizovanad housenka
zavijece voskového (Galleria mellonela), h.s. - homogenizovani slimacci (Deroceras spp.), ko. —
kompost, v.s. - vykaly slimackt rodu Deroceras.

Z celkového hlediska byl zaznamendn statisticky vyrazny rozdil (p < 0,05) mezi
obéma typy kultur. Polyxenické kultury produkovaly prokazatelné¢ vice larev
(30852 +£35894 DJs/g) nezli monoxenické kultury (23 923 + 23 366 DJs/g). Druh
P. bohemica produkoval celkové nejvice (35713 + 34728 DJs/g) larev na rozdil
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od druhu P. bonaquaense (19 203 + 20 231 DJs/g) a P. apuliae (17 065 + 16 273 DJs/g).
Absolutné nejvetsi produkce larev byla zaznamenana v polyxenické kultuie u druhu
P. bohemica na homogenizované ledviné (99 469 + 49 727 DJs/g), zatimco nejmensi
produkce larev byla také na polyxenické kultufe ale u druhu P. apuliae na kompostu
(5188 + 2 934 DJs/g).

Vétsi produkce potomstva byla jasné zietelnd na zivocisnych substratech
(Graf 4). Z nich nejvice larev bylo na homogenizované ledviné (36 037 + 34 227 DJs/g)
a poté na homogenizovaném slimackovi (32 331 + 34 709 DJs/g) a homogenizované
housence (31291 + 27193 DJs/g). Vyrazné¢ mensi produkce nezli na zivocisnych
substratech byla u vykala (21 567 + 19 932 DJs/g), ale absolutné nejmensi pocet larev
byl vyprodukovan na kompostu (9 938 + 9 238 DJs/g).

5. 2. 5 Délka téla larev

Délka téla invaznich larev (Graf 5) byla statisticky vyznamné ovlivnéna druhem
hlistice (df = 2, F = 793, p < 0,001) a asociovanou bakterii (df =3, F = 8, p < 0,001),
nikoliv vSak substratem (df =4, F=2, p=0,113).

Polyxenické druhy dortstaly na substratech primérmé délky 624 + 106 pum.
Prikazné (p < 0,001) nejdelsi polyxenicky druh byl P. apuliae (647 + 101 pm), zatimco
nejmensi (602 + 126 pm) druh byl P. bohemica. Prokazatelné (p < 0,05) nejvétsich
délek dortstaly larvy na homogenizovaném slimackovi (637 + 114 um) na rozdil
od kompostu (602 £ 102 pum), kde byly larvy nejmensi. Druh P. apuliae produkoval
nejveétsi larvy (685 £ 90 um) na homogenizovaném sliméackovi, zatimco nejmensi larvy
produkoval druh P. bohemica (582 + 112 pm) na kompostu .

Monoxenické druhy dordstaly primémé délky (597 + 103 pum). Druh
P. bonaquaense s bakterii Acinetobacter sp. (686 + 77 um) produkoval nejvétsi larvy.
Nejmensi larvy byly u druhu P. bohemica s bakterii Flavobacterium sp. (512 + 49 um).
Z pohledu asociované bakterie dorlstaly nejvétSich délek druhy hlistic s bakterii
Flavobacterium sp. (618 + 100 um), zatimco nejmensi larvy byly u druhid s bakterii
Pseudomonas sp. (522 + 57 um). Prokazatelné (p < 0,001) nejvétsi larvy byly u druhd
s bakterii Flavobacterium sp. na homogenizované housence (626 + 101 um), zatimco
nejmensi larvy byly na homogenizovaném slimackovi (515 + 42 um) u hlistic s bakterii

Pseudomonas sp. (Graf 5).
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Na rozdil od monoxenickych kultur (597 + 103 pum), nejvétsi larvy produkovaly
polyxenické kultury (624 + 106 pm). V ramci druhii a substrati byly nejvétsi larvy
u druhu P. bonaquaense (667 = 80 um) a na vykalech (613 = 106 um), zatimco nejmensi

larvy byly na kompostu (595 + 95 um) a u druhu P. bohemica (537 + 87 um).
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Graf 5: Délka téla invaznich larev tfi druht hlistic rodu Phasmarhabditis na riznych
substratech. h.l. — homogenizovana praseci ledvina, h.h. — homogenizovana housenka zavijece
voskového (Galleria mellonela), h.s. - homogenizovani slimacci (Deroceras spp.), ko.-—
kompost, v.s. - vykaly slimackt rodu Deroceras.

5. 2. 6 Obsah tuku v téle larev

Obsah tuku v téle invaznich larev (Graf 6) byl vyznamné ovlivnén druhem
hlistice (df = 2, F = 2,9, p < 0,05) a asociovanou bakterii (df = 3, F =234, p < 0,001).
Neprtkazny byl vliv substratu (df =4, F=1,6, p=0,183).

Polyxenické hlistice mély na jednotlivych substratech pomérné vyrovnany obsah
tuku. Nejvyssi obsah tuku (6,3 + 1) byl zaznamenan u polyxenickych larev
na homogenizovaném slimackovi, ale u ostatnich substratii dosahovaly larvy velmi

podobného indexu (6,1 + 1). Nejvyssi index obsahu tuku (6,4 £ 1) byl zaznamenan
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u larev druhu P. bonaquaense na homogenizované ledviné a slimackovi a u druhu
P. bohemica na homogenizovaném slimackovi. Nejnizsi index tuku (5,6 + 1, respektive
57 £ 1) byl pozorovan u druhu P.bonaquaense na homogenizované housence

a kompostu.
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Graf 6: Obsah tuku v téle invaznich larev tii druht hlistic rodu Phasmarhabditis na riznych
substratech. h.l. — homogenizovana prase¢i ledvina, h.h. — homogenizovana housenka zavijece
voskového (Galleria mellonela), h.s. - homogenizovani slimacci (Deroceras spp.), ko.-—
kompost, v.s. - vykaly slimackt rodu Deroceras.

U monoxenickych hlistic byl primérny index tuku 7,2 + 1,1. Vyznamny rozdil
v indexu tuku v ramci pouzitych bakterii (p < 0,05) byl mezi bakterii Flavobacterium sp.
(7,3 = 1) a Pseudomonas sp. (7,1 = 1). Absolutné nejvyssi index tuku (7,4 = 1) byl
zaznamenan u druhu P. bonaquaense s bakterii Acinetobacter sp. a taktéz u druhu
P.apuliae sbakterii Flavobacterium sp. (Graf 6). U ostatnich kombinaci

(hlistice X bakterie) byl index tuku zna¢né vyrovnany. Obsah tuku larev z pohledu
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pouzitych substratii byl taktéz bez vyznamnéjSich rozdild. V ramci vSech substratl
dosahoval v priméru index tuku 7,2 + 1.

Prokazatelné (p < 0,001) larvy monoxenickych kultur (7,2 + 1) obsahovaly vice
tuku nez larvy polyxenickych kultur (6,1 £ 1).

V ramci substrat byl celkové nejvyssi obsah tuku zaznamendvan u larev na
homogenizovaném slimackovi (7 + 1) a kompostu (7 £ 1). Nejniz$i index tuku (6,8 + 1)
byl u vsech tfech zbyvajicich substrati (homogenizovand housenka, homogenizovana

ledvina a vykaly slimackl) vyrovnany.

5. 3 Schopnost ristu hlistic rodu Phasmarhabditis v pevném a tekutém
médiu v polyxenické a monoxenické kultuie

5. 3. 1 Délka téla larev
Délka téla invaznich larev (Graf 7) byla u polyxenickych i monoxenickych kultur

prokazatelné¢ ovlivnéna druhem hlistice (df = 2, F = 657, p < 0,001). Statisticky
vyznamny vliv na délku larev mélo také pouzité kultivaéni médium (df = 1, F = 102,
p <0,001) i bakterie (df = 3, F = 9, p < 0,001), ktera byla asociovana s ptislusnou
hlistici.

Larvy polyxenickych kultur dordstaly praimérné délky 699 + 120 um. Z nich
nejveétsi pramérné délky dosahoval druh P. apuliae (762 + 100 pum) oproti druhu
P. bohemica, ktery dosahl nejmensi praimérné délky (582 + 66 um). Nejvétsi statisticky
vyznamny rozdil v délkach (p < 0,001) byl zaznamenan u druhu P. apuliae mezi
pevnym (708 £ 72 pm) a tekutym (841 £+ 81 pm) médiem.

U monoxenickych kultur dosahovaly v priméru nejvétSich délek larvy
asociované s bakterii Flavobacterium sp. (680 + 114 um). Rozdily délek larev hlistice
P. bohemica se pohybovaly mezi asociovanymi bakteriemi v rozmezi 20 pm. Nejvetsi
statisticky vyznamny (p < 0,001) rozdil v délkdch téla byl zjistén u druhu
P. bonaquaense s bakterii Flavobacterium sp. na pevném (730 + 69 pum) a tekutém
(813 + 75 um) médiu (Graf 7). Dalsi vyznamny rozdil (p < 0,001) byl zaznamenan
u druhu P. apuliae s bakterii Flavobacterium sp. mezi pevnym (674 + 62 um) a tekutym
(751 £ 76 pm) médiem.

V priméru vétsi larvy produkovaly polyxenické kultury (699 + 120 um)
na rozdil od monoxenickych kultur (663 + 88 um). Prokazatelné (p < 0,001) delsi larvy
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(685 = 128 um) byly produkovany na tekutém médiu nezli na pevném médiu (643 +
102 um). Celkové nejvétsich délek doristaly larvy druhu P. bonaquaense (751 + 88 pum)
a P. apuliae (734 + 93 um) oproti druhu P. bohemica (564 + 53 um).

Absolutné nejvétsich délek (841 = 81 um) dorustal polyxenicky druh P. apuliae
na tekutém médiu, zatimco nejkratsi larvy (539 £ 52 um) byly u druhu P. bohemica

s bakterii Pseudomonas sp. na pevném médiu.
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Graf 7: Délka t€la invaznich larev tii druht hlistic rodu Phasmarhabditis na pevném a tekutém
médiu. Pol — Polyxenicka kultura, Pse — Pseudomonas sp., Aci — Acinetobacter sp., Fla—
Flavobacterium sp.

5. 3. 2 Obsah tuku larev
Obsah tuku v téle invaznich larev (Graf 8) byl u polyxenickych i monoxenickych

kultur prokazateln¢ ovlivnén druhem hlistice (df = 2, F = 4,9, p < 0,05) a bakterii
asociovanou s piislusnou hlistici (df = 3, F = 16,2, p < 0,001). Jediné kultiva¢ni médium
(df=1, F =0, p=0,955) nemélo statisticky vyznamny vliv na obsah tuku v téle.
Polyxenické kultury dosahovaly primérného obsahu tuku 6,5 + 1. Nejvyssi
obsah tuku byl u druhu P. apuliae (6,8 + 1,2) oproti druhu P. bohemica, kde byl index
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tuku nejmensi (6,3 £ 1). Nejveétsi obsah tuku z polyxenickych kultur byl zaznamenan
u druhu P. apuliae na tekutém médiu (7,4 £ 1), zatimco nejmensi obsah tuku byl u druhu
P. bohemica na pevném médiu (6,1 = 1).
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Graf 8: Obsah tuku v téle invaznich larev tfi druht hlistic rodu Phasmarhabditis na pevném
a tekutém médiu. Pol — Polyxenicka kultura, Pse — Pseudomonas sp., Aci — Acinetobacter sp.,
Fla — Flavobacterium sp.

U monoxenickych kultur dosahovaly nejvétSiho indexu tuku larvy kultivované
s bakterii Flavobacterium sp. (7,2 + 1), zatimco nejmens$iho indexu larvy s bakterii
Pseudomonas sp. (6,5 + 1,2). U druhu P. bonaquaense byl zaznamenan statisticky
vyznamny rozdil (p < 0,001) mezi larvami s bakterii Acinetobacter sp. na pevném
(7,3 +1) a tekutém médiu (6,6 + 1,2). Dalsi vyznamny rozdil (p < 0,05) byl pozorovan
u druhu P. bohemica, kde byl znacny rozdil mezi larvami s bakterii Acinetobacter sp.
na pevném (7 + 1,2) a tekutému médiu (6,5 £+ 1). Nejvyssi obsah tuku u monoxenickych
kultur byl u druhu P. bohemica s bakterii Flavobacterium sp. na pevném médiu (7,4 £ 1)

na rozdil od druhu P. bohemica s bakterii Pseudomonas sp. na tekutém médiu (6,4 + 1).

62



Index obsahu tuku byl bez ohledu na druh hlistice, bakterii nebo médium dosti
vyrovnany. Ale piesto lze fici, Ze monoxenické kultury dosahovaly vys§iho obsahu tuku

(6,8 + 1) nez kultury polyxenické (6,5 = 1).

5. 3. 3 Produkce potomstva
Produkce potomstva (Graf 9) u polyxenické i monoxenické kultury byla

prokazateln¢ ovlivnéna kultivaénim médiem (df = 1, F = 6,486, p < 0,05). Jako
statisticky neprikazny byl vyhodnocen druh hlistice (df = 2, F = 1,633, p = 0,200)
a bakterie asociované s hlistici (df = 3, F = 2,446, p = 0,068).
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Graf 9: Mnozstvi vyprodukovaného potomstva tii druhtt hlistic rodu Phasmarhabditis
napevném a tekutém médiu. Pol — Polyxenicka kultura, Pse — Pseudomonas sp., Aci—
Acinetobacter sp., Fla — Flavobacterium sp.

Hodnocena data vykazovala zna¢nou variabilitu. Z grafu 9 ale jasné vyplyva, ze
se monoxenickym kulturdm dafilo o poznani lépe nez polyxenickym. Prokazatelné
(p <0,05) vyssi produkce potomstva je spatifovana na tekutém (55 474 + 97 753 DJs)
nezli na pevném (41 271 + 61 651 DJs) médiu.
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Nejvyssiho primérného poctu potomstva (136 194 + 100 714 DJs) dosahoval
druh P. bohemica s asociovanou bakterii Flavobacterium sp., zatimco u polyxenické
kultury byl nejvyssi pocet larev u druhu P. apuliae (37 999 + 58 512 DJs).

Z hlediska pouzité bakterie bylo nejvy$$i prumérné produkce dosahovano
u hlistic asociovanych s bakterii Flavobacterium sp. (74 712 £ 106 156 DJs), zatimco
nejmensiho poc¢tu dosahoval polyxenicky druh P. bohemica (12 111+ 11 171 DJs).

V ramci vSech tfi druhti dosahnul jednoznaéné nejvyssi produkce potomstva druh
P. bohemica (65 305 + 92 736 DIJs), nasledoval druh P. apuliae (39 125 + 56 335 DJs)
a nejnizsi produkce byla u druhu P. bonaquaense (31 963 + 77 577 DJs).

5.4 Testovani vlivu aplikace polyxenickych a monoxenickych kultur
hlistic rodu Phasmarhabditis na mortalitu a p¥Fijem potravy slimacka
sitkovaného (Dereoceras reticulatum) a paskovky Kkeirové (Cepaea
hortensis)

5. 4. 1 Mortalita paskovky kerové a slimacka sitkovaného

Na mortalitu paskovky kefové nemél vliv zadny druh hlistice ani pouzitd
bakterialni kultura, nebot’ byla bez vyjimky zaznamenana nulova mortalita. Statisticky
vyznamny vliv na mortalitu slimackd (Graf 10) mél pouzity druh hlistice (df =2,
F =45,621, p < 0,001). Mortalitu také vyznamn¢ ovlivnila bakterie (df = 4, F = 142,722,
p <0,001) a ¢as od zalozeni pokusu (df =19, F = 32,252, p < 0,001).

V kontroldch dosahovala mortalita slimackd cca 10-15 %. Umrti bylo
zadny vyskyt hlistic.

Statisticky vyznamné rozdily mortality slimacki byly zaznamenany u druhu
P. apuliae (p < 0,001) a P. bonaquaense (p < 0,05) oproti druhu P. bohemica.

Celkove nejvyssi mortalita byla u druhu P. bonaquaense (95 %), o néco mensi
mortalita byla u druhu P. apuliae (92 %) a nejmensi celkova mortalita byla u druhu
P. bohemica (74 %).
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Graf 10: Vliv tfi druht hlistic rodu Phasmarhabditis na mortalitu slimacka sitkovanych
(Deroceras reticulatum).

OSetfeni slimack polyxenickymi kulturami zapficinilo statisticky vyznamné
(p < 0,001) vétsi mortalitu (82 %) neZli byla zaznamenana u kontroly (16 %) ale mensi
nez u monoxenické kultury (90 %).

U monoxenickych kultur za pouziti hlistic s asociovanou bakterii
Flavobacterium sp. byla ve dvou piipadech zaznamenana 100 % mortalita (Graf 10).
Této mortality bylo dosazeno u druhu P. apuliae do 14 dni a P. bonaquaense do 16 dni.
U druhé monoxenické kultury, kde byly hlistice druhu P. bonaquaense asociované
s bakterii Acinetobacter sp. byla taktéz zaznamenana 100 % mortalita a to do 16 dni od
zalozeni pokusu.

Z celkového pohledu byl nejucinngjsi druh P. apuliae s asociovanou bakterii
Flavobacterium sp, kde byla dosazena 100 % mortalita do 14 dni (Graf 10). Dalsi velmi
dobré kombinace, kde byla dosahovana 100 % mortalita, byly P. bonaquaense s bakterii
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Acinetobacter sp. a Flavobacterium sp, nicméné tyto byly nepatrné méné ucinné,

protoze této mortality bylo dosazeno v obou piipadech do 16 dni.

5. 4. 2 Prijem potravy paskovky kerové a slimacka sitkovaného

Na pfijem potravy nemél statisticky vyznamny vliv druh mékkyse
(df=1, F=1,327, p = 0,249) ani druh pouzité hlistice (df = 2, F = 2,740, p = 0,065).
Statisticky prtikazny vliv na pfijem potravy meéla pouze asociovand bakterie
(df=4,F=6,014, p <0,001) a pocet dni od zalozeni experimentu (df = 7, F = 26,967,
p <0,001).

Paskovka kerova

U paskovek nebyl zaznamenan statisticky vyznamny rozdil mezi polyxenickymi
a monoxenickymi kulturami. Ani mezi jednotlivymi bakteriemi a neoSetienou kontrolou
nebyl zaznamenan zadny vyznamny rozdil. Z grafu 11 je ale mozné vypozorovat efekt
prvniho dne, kdy je zfetelny velky ubytek vahy granule. V dalSich dnech ptijem potravy

viditeln¢ poklesl a nasledn¢ se drzel na nizsich hodnotach.
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Graf 11: Vliv tii druht hlistic rodu Phasmarhabditis na pfijem potravy paskovky kefové
(Cepaea hortensis).
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Slimadek sitkovany

Z monoxenickych kultur byl nejvyraznéjsi vliv na piijem potravy zaznamenan
u hlistic s bakterii Acinetobacter sp. a Flavobacterium sp.

U kontroly, tedy u hlisticemi neoSetfenych slimackd, muizeme zaznamenat
vyrazny piijem potravy v prvnich 4 dnech pokusu (Graf 12). Poté nastal zna¢ny pokles
a stagnace v ubytku vahy granule (tj. ptijmu potravy), podobné¢ jako v ptipadé paskovek.
U jedinct oSetienych polyxenickymi i monoxenickymi kulturami hlistic se tento jev
velkého Ubytku vahy granule v prvnich dnech vytratil. OSetfeni slimacci tedy piijimali

mén¢ potravy jiz od poc¢atku pokusu.
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Graf 12: Vliv tfi druht hlistic rodu Phasmarhabditis na piijem potravy slimacku sitkovanych
(Deroceras reticulatum).
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6 DISKUZE

Schopnost ristu hlistic rodu Phasmarhabditis v polyxenické a monoxenické kulture
na ruznych prirodnich substratech a jejich vliv na kvalitu produkovaného
potomstva a rychlost vyvoje.

Vsechny testované druhy hlistic (P. bohemica, P. bonaquaense a P. apuliae) byly
schopné rastu a reprodukce na raznych pfirodnich substratech, podobné jako
P. hermaphrodita (Tan a Grewal, 2001a; Nermut’ et al., 2014). Potvrzuje se tak hypotéza
Rae et al. (2006), Ze nejen P. hermaphrodita ale i nami studované druhy hlistic jsou
fakultativni paraziti schopni ristu a reprodukce na rozkladajicich se organickych
materialech. Na rozdil od kompostu a vykalti ZivociSny substrat pozitivné ovliviioval
rychlost vyvoje larev a produkci potomstva. Délka larev, obsah tuku v jejich téle
(tedy kvalitativni parametry) a rychlost vyvoje, ale také délka dospélci byly bez
vyrazné&jSich rozdilti zpusobenych rozdily mezi substraty. V podobné studii s hlistici
P. hermaphrodita Nermut’ et al. (2014) prokazali, Ze (podobné jako v pifipadé nami
testovanych druht hlistic) kvalitativni parametry invaznich larev nebyly ovlivnény
substratem.

Mnozstvi vyprodukovaného potomstva bylo jasn€ ovlivnéno druhem substratu.
Stejné jako ve studii Nermuté et al. (2014) s hlistici P. hermaphrodita, i nase druhy
hlistic  produkovaly vyrazné¢ vice potomstva na ZivociSnych substratech
(homogenizovana housenka, prase¢i ledvina a slimacek). Nejvétsi vytézek potomstva
produkovaly polyxenické kultury, ale také bakterie Acinetobacter sp. produkovala
mnozstvi larev téméf totozné s polyxenickymi kulturami. Toto zjiSténi spolecné s tim, Ze
kvalita larev neni vyrazn¢ ovlivnéna substratem, podporuje tvrzeni, ze i P. bohemica,
P. bonaquaense a P. apuliae jsou stejné jako P. hermaphrodita nepochybné fakultativni
paraziti schopni vytvaret stejné¢ kvalitni invazni larvy na Sirokém spektru substrati,
jejichz vliv se projevi jen v mnozstvi potomstva (Nermut et al., 2014).

Délky vsech tii druht hlistic byly az na jednu vyjimku (P. bohemica) vyrazné
krat$i oproti studiim Nermuté et al. (2016a, 2016b, 2017), ktefi tyto tfi druhy popsali.
Nicmén¢ pii mnozeni té€chto druhit Nermut’ et al. (2016a, 2016b, 2017) vyuzili vodni

pasti se zmrazenym slimackem sitkovanym a plzdkem Spanélskym. Je tedy
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pravdépodobné, ze cely plz je pro hlistice vice vyzivné médium. Tento rozdil ukazuje
na fakt, ze jsou hlistice rodu Phasmarhabditis v parazitické asociaci s me¢kkysi, kteti pro
né predstavuji idealni zdroj Zivin (Hooper et al., 1999). Zaroven by mohla byt pii¢inou
rozdilnych délek wvnitrodruhovd konkurence. V nasi studii bylo pouzito jen malé
mnozstvi substratu, které pravdépodobné vyustilo v konkurenci o zdroj potravy, ktera
jak znamo ma negativni vliv na velikost hlistic (Selvan et al., 1993; Kaya a Koppenhofer
1996; Nermut’ et al., 2012).

Abu Hatab a Gaugler (1999) prokazali, Zze se obsah tuku v larvach
entomopatogennich hlistic 1i8i s kvalitou substratu. V naSem experimentu jsme vSak
vypozorovali pouze malé rozdily v obsahu tuku mezi substraty a druhy hlistic. Na rozdil
od entomopatogennich hlistic jsou naSe hlistice fakultativni parazité, ktefi vzhledem ke
zpusobu svého Zivota musi byt pfizplsobeni pieziti v nejriznéjsich prostiedich. Proto
ani na nutricné¢ horsich substratech nedochazi k vyznamnému snizeni kvality DIJs
(Nermut et al., 2014). Nicméné muzeme fici, ze larvy v monoxenické kultufe
dosahovaly o poznani vétsiho obsahu tuku nez kultury polyxenické. Tento vysledek
prokazali i Nermut’ et al. (2014) pii testovani hlistice P. hermaphrodita na rtiznych
substratech, kde vétsiho obsahu tuku dosahovaly invazni larvy v monoxenické kultute.
To znamena, Ze naSe testované druhy mohou produkovat stejné kvalitni larvy jako
komeréni kmen P. hermaphrodita, a to také podporuje studii MacMillana et al. (2009)
0 saprofytickém zivotnim cyklu hlistic.

Vyvoj dospélct byl u vsech testovanych druhti vyrovnany. Na rychlost vyvoje
nemé¢l vyznamny vliv ani druh substratu, 1 kdyZ nepatrné rychlej$i vyvoj byl
zaznamenan na homogenizovaném slimackovi. Vyznamny nebyl ani vliv polyxenickych
a monoxenickych kultur podobné jako ve studii Nermuté et al. (2014). Divodem by
mohla byt schopnost vSech nami testovanych bakterii poskytnout hlisticim dostatecné
kvalitni potravu i na nutri¢né horsich substratech. Vyvoj invaznich larev byl mezi druhy
pomérn¢ vyrovnany. Na rozdil od dospélcii, vyznamngj$i vliv mél pouzity substrat
a také bakterialni kultura na vyvoj invaznich larev. Nejrychlejsiho vyvoje dosahly larvy
na zivocisnych substratech a v monoxenickych kulturach s bakteriemi Acinetobacter sp.

a Flavobacterium sp. Ziejmym davodem rychlejsiho vyvoje invaznich larev
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na zivocisSnych substratech je nutricné bohatsi prostfedi, které hlisticim i bakteriim
poskytuje lepsi podminky pro rist (Nermut’ et al., 2014).

V tomto vyzkumu jsme prokézali, ze nami testované druhy hlistic jsou schopny
rist a rozmnozovat se na ruznych zivocisnych a jinych organickych substratech podobné
jako P. hermaphrodita. Prokazali jsme také vyznamny vliv substratu a bakterialni
kultury na produkci potomstva. Zda se ale, ze i pfes mnohé podobnosti mezi
jednotlivymi bakteriemi, jsou to pravé monoxenické kultury, které maji z naSeho
pohledu pozitivni vliv na sledované parametry. Je tak ziejmé, ze bakterie asociovana
s hlistici opravdu hraje dulezitou roli. Pfikladem je bakterie Flavobacterium sp., ktera
dosahuje brzkého vyvoje invaznich larev, podporuje vyvoj kvalitnich larev, a i kdyz
nedosahovala nejvyssich vytézkt DJs, byla produkce potomstva na riznych substratech
celkem konzistentni, coz nas piivadi ke konstatovani, ze pravé tato bakterie se zda

Z testované trojice nejslibné;jsi.

Schopnost rastu hlistic rodu Phasmarhabditis v pevném a tekutém médiu
Vv polyxenické a monoxenické kultuie.

Vsechny testované druhy hlistic (P. bohemica, P. bonaquaense a P. apuliae)
byly, podobné jako P. hermaphrodita (Wilson et al., 1995a) schopné ristu na pevném
atekutém ledvinovém médiu. Hlistice byly schopné rist na téchto médiich
v polyxenické i monoxenické kultute, ktera v pruméru dosahovala vys$ich vynostu
invaznich larev, obzvlasté v tekutém médiu, podobné jako v ptipad¢ studie Wilsona et
al. (1995a). Zatimco v ptipadé nasi studie nejvyssiho primérného vynosu DJs doséahla
bakterie Flavobacterium sp. (75 000 DJs/5 ml), nejlepsi vysledné bakterie Wilsona et al.
(1995a) byly Providencia rettgeri a Moraxella osloensis (> 85000 DJs/ml). Avsak
Flavobacterium sp. vykazovala velkou variabilitu v produkci potomstva. Vysoka
variabilita v produkci potomstva navzdory standardizovanym podminkdm byla vice
mén¢ obecnym jevem platnym pro vSechny testované bakterie zv1asté v tekutém médiu.
Zda se tedy, ze pevné médium poskytuje pro rist vybranych bakterii a hlistic stabilngjsi
podminky, byt je zde dosahovano nizSich vynost larev. Pfi¢inou by mohl byt
experimentalni design, ktery v pifipadé tekutého média nezajistil dokonalé rozloZeni

kultiva¢niho média. To sice samovoln¢ vzlind molitanem, nicméné ve spodni casti
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nadoby muze dochézet k hromadéni vétsiho mnozstvi jedinct hlistic i bakteridlnich
bun¢k. Vysledkem je pak zhorSeni podminek v casti kultivacni nadoby a nasledné
i nestabilni vysledky. Jako feSeni tohoto problému se nabizi zajiSténi pomalé rotace
nadob, nebot’ Buecher a Popiel (1989), zjistili, ze rust hlistic mize byt zlepSen rotacnim
protfepavanim. Toto tvrzeni potvrdil 1 Wilson (1993b) pii experimentech
s mnozenim hlistice P. hermaphrodita v tekutém médiu. V pfipadé€, ze by takovy zasah
problém nevyfiesil, bude nutné hledat pfi¢inu jinde, nejspiSe na stran¢ vlastnosti hlistic
nebo bakterii.

Wilson et al. (1995a) na pevném ledvinovém médiu testoval rist hlistice
P. hermaphrodita s bakteriemi Flavobacterium odoratum a Pseudomonas fluorescens,
které dosahovaly srovnatelné vysokych vytézka. Naproti tomu v nasi studii dosahovaly
hlistice s bakterii Flavobacterium sp. na pevném ledvinovém médiu vyrazné vétSich
vytézkt DJs nez s Pseudomonas sp. V dalsim pokusu na pevném ledvinovém médiu
Wilson et al. (1995a) potvrdil vyrovnané vytézky DJs u bakterii Flavobacterium breve,
Acinetobacter calcoaceticus a Pseudomonas paucimobilis. U nasi studie na pevném
médiu dosahovaly pomérné nizkych vyrovnanych vytézka bakterie Pseudomonas sp.
a Acinetobacter sp., zatimco bakterie Flavobacterium sp. dosahovala vyrazné vyssich
vynost DJs, avSak s pomérné¢ velkou variabilitou.

Nami testované druhy hlistic jsou schopné ristu v pfitomnosti riznych bakterii,
ale produkce potomstva hlistic se mezi bakteriemi lisila, podobné jako u studie Wilsona
et al. (1995) s hlistici P. hermaphrodita. Kvalita produkovanych invaznich larev vS§ak
podobné jako v ptfedchozim pokusu, nejspiSe ze stejnych divodl, ptiliS ovlivnéna
nebyla.

Zajimavé je, Ze ze zamySlenych 9 monoxenickych kombinaci (3 druhy hlistic
se tfemi druhy bakterii) ve tfech ptipadech kultura ptislu§né bakterie nepodporovala rist
hlistice. Zatimco hlistice P. bohemica byla schopna rist a rozmnozovat se na vSech tiech
izolovanych bakteriich (Pseudomonas sp., Acinetobacter sp. a Flavobacterium sp.),
P. bonaquaense nerostla na Pseudomonas sp. a P. apuliae byla dokonce schopna rustu
pouze na bakterii Flavobacterium sp. Jako vysvétleni tohoto jevu se nabizi schopnost
P. bohemica pfijimat $ir§i spektrum potravy nez P. bonaquaense nebo P. apuliae.

Bakterie produkuji celé spektrum metabolitii a nékteré druhy hlistic mohou byt viici
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ur¢itym metabolitim citlivéj$i nez jiné. Ostatné i Poinar a Hansen (1986) uvadi, ze
nékteré bakterie produkuji toxické metabolity, které inhibuji rast hlistic. Napftiklad
Escherichia coli je schopna podporovat rist Rhabditis maupasi na Nigonové agaru, ale
ne na zivném agaru (Sohlenius, 1698). Je tedy mozné, Ze 1 v tomto piipadé piislusna
bakterie na ledvinovém agaru produkuje latky, které danému druhu hlistice vadi, nebo
naopak neprodukuje néjakou pro rist nezbytnou latku. O pfesném diivodu vsak mizeme

jen spekulovat.

Testovani vliva aplikace polyxenickych a monoxenickych kultur hlistic rodu
Phasmarhabditis na mortalitu a pFijem potravy slimacka sit’kovaného (Dereoceras
reticulatum) a paskovky kefové (Cepaea hortensis).

Hlistice P. bohemica, P. bonaquaense a P. apuliae byly popsany v nedavné dobé
a nebyly dosud testovany na mortalitu a ptfijem potravy Skodlivych plzi, ani necilovych
mékkyst. Vychazeli jsme tedy z pfedpokladu Wilsona et al. (1993a), ze budou mit tyto
hlistice na mortalitu mékkyst podobny efekt jako P. hermaphrodita (Wilson et al.,
1993a) a budou inhibovat piijem potravy (Glen et al., 2000a). Tato domnénka byla
potvrzena, nebot u vSech tifi polyxenickych i monoxenickych kultur hlistic byla
zaznamenana mortalita slimacka sitkovaného, a tedy i prokazan paraziticky zptsob
Zivota, zarovenl hlistice mély inhibi¢ni G¢inek na pfijem potravy. I kdyz byl tedy
prokdzan vliv na mortalitu a pfijem potravy jak monoxenickymi, tak polyxenickymi
kulturami, vyraznéj$i u€inky byly zaznamenany u monoxenickych kultur podobné jako
v piipadé diivejsi studie od Wilsona et al. (1995b). Zaroven se tak potvrzuje zasadni role
bakterii pro mortalitu a inhibici pfijmu potravy slimackt (Wilson et al., 1995b).

V ramci nasi studie jsme izolovali z invaznich larev vySe zminénych hlistic celou
fadu kment bakterii, z nichz jsem si pro dalsi praci vybrali tfi kultury, které byly
determinovany jako Pseudomonas sp., Acinetobacter sp. a Flavobacterium sp. Kromé
téchto bakterii vSak hlistice rodu Phasmarhabditis dokazi zit i na jinych bakteriich,
napiiklad Aeromonas sp., Bacillus cereus, Flavobacterium sp., Pseudomonas
fluorescens nebo Providencia rettgeri (Wilson et al., 1995a).

Vsechny nami izolované bakterie jsou gram-negativni, a jak uvadi Wang a Quinn

(2010) wvetsina téchto bakterii vytvaii rizné endotoxiny (lipopolysacharidy). Tan
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a Grewal (2002) toto tvrzeni potvrdili, nebot’ zjistili, ze Moraxella osloensis (také gram-
negativni) produkuje velmi silny endotoxin, ktery ma letdlni uc¢inek na plze a byl
identifikovan jako lipopolysacharid. Proto je pravdépodobné, ze nami izolované bakterie
mohou takové toxiny produkovat téz, coz by mohlo vysvétlovat zvyseny letalni ucinek
monoxenickych kultur. Je tedy mozné souhlasit s Tan a Grewal (2001b), Zze bakterie
zapiicinuji mortalitu a zaroven snizuji pfijem potravy slimacki a ze hlistice je pouze
vektor, ktery pronikne do téla hostitele a dale se vyviji na mnozici se bakterii.

Rae et al. (2008) a Grewal et al. (2003) vyuzili ve svych pokusech podobny
dvoustupniovy test na mortalitu a pfijem potravy slimacka sitkovaného, jaky byl pouzit
I v nasi studii. V obou pokusech byl vyuzit stejny komeréni kmen P. hermaphrodita,
pficemz se liSila pouze aplikovana davka. Ob¢ studie vSak dosahly vysledka
srovnatelnych s nasi praci.

Speiser et al. (2001) béhem Sesti tydnti zaznamenavali pfijem potravy a mortalitu
slimacka sitkovaného rozdélené¢ho na Ctyfi vahové kategorie (31 mg, 92 mg, 574 mg,
801 mg) pti davkach 0, 2 000, 5 000, 12 600, 32 000 a 80 000 DJs/ 5 jedinch za pouziti
ptipravku Nemaslug. Vyss§i imrtnost byla zaznamenéna u dospélych jedincti slimacka
sitkovaného (> 250 mg) nez u juvenilnich jedinci a bylo potvrzeno, Ze se zvysujici
se davkou hlistic se snizuje pfijem potravy. V nasem piipadé nebyli slimacci rozdéleni
podle vahové kategorie a pouzivali jsme jednu ddvku s cilem prokazat nebo vyvratit vliv
na slimacky. Navzdory tomu se ndm ale jasné podafilo prokazat negativni efekt
na ptijem potravy a vliv na mortalitu. Nicméné¢ je ale mozZné, Ze odlisna vékova a vahova
struktura zaloZenych misek mohla ovlivnit mnoZstvi pfijimané potravy a mortalitu a Ze
takovy experimentalni design by mohl pfinést lepsi vysledky predev§im v piipadé vlivu
na piijem potravy. Z téchto pokust je jasné viditelné, Ze naSe tfi testované hlistice, at’
V polyxenické nebo monoxenické kultufe, maji podobny ucinek na slimacka, jako
komer¢né produkovana hlistice P. hermaphrodita. V nasem pokusu byla ovsem
aplikovana davka 13 000 DJs/misku, coz je ekvivalent trojndsobku doporucené polni
davky. Neni tedy mozné fici s naprostou jistotou, zda by mély tyto hlistice stejny ucinek
I Vv polnich pokusech pfi pouziti doporucené davky. V tomto bod¢ je tieba navazat
nanaSe vysledky dalSimi maloparcelnimi pokusy pro ovéfeni uc¢innosti v terénnich

podminkach.
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Monoxenické ani polyxenické kultury P. bonaquaense, P. apuliae a P. bohemica
nemély vyznamny vliv na pfijem potravy a mortalitu paskovky kefové (Cepaea
hortensis), ktera v na$i studii reprezentovala bézné€ se vyskytujici necilovy druh.
Tento vysledek koresponduje s vysledkem Rae et al. (2009), kteti zjistili, ze je paskovka
kefova odolna proti komeréné¢ produkované hlistici P. hermaphrodita pii déavce
150 a 300 DJs/cm?. Scheil et al. (2014) také prokazali, ze doporucena polni davka
hlistice P. hermaphrodita nema vliv na mortalitu paskovky ketové. Nicméné Wilson et
al. (2000) prokazali v polnim testu, ze pii vyuziti doporu¢ené polni davky nema
P. hermaphrodita vliv na mortalitu paskovek. Avsak pii pouziti pétinasobku doporucené
davky byla u paskovek mortalita zaznamenana. Odolnost paskovek muze spocivat
nejspise v jejich ulité. Tuto hypotézu potvrdili Williams a Rae (2016), ktefi zjistili, Ze se
paskovky dokazi aktivné branit hlistici P. hermaphrodita. Hlistice totiz byly zachyceny
nezndmym mechanismem v ulit¢ a nasledn¢ usmrceny a kalcifikovany tak, ze se staly
soucasti ulity (Rae, 2017).

Vzhledem Kktomu, Ze testované hlistice zpusobovaly zna¢nou mortalitu
u slimécka sitkovaného, ale ukazaly se bezpecné pro necilové méekkyse, bylo by vhodné
pokracovat v dalSich laboratornich i polnich pokusech, které by zejména stanovily
optimalni davku aovéfily UCinnost v terénu. S ohledem na lepSi vysledky
monoxenickych kultur by se dal$i vyzkum mél zaméfit pravé na né. Zaroven bude
nezbytné provést obdobné testy i s jinymi Skodlivymi plZi, jako je napt. plzak Spanélsky.

Dutiraz by se mél také klast na blizsi specifikaci zivotnich cykli a bionomie jako takové.
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7 ZAVER

Schopnost ristu hlistic rodu Phasmarhabditis v polyxenické a monoxenické kulture

na ruznych prirodnich substratech a jejich vliv na kvalitu produkovaného

potomstva a rychlost vyvoje

Samci i samice se vyvijeli ve stejnych ¢asovych intervalech. Rychlejsi vyvoj
obou pohlavi byl zaznamenan na Zzivoc¢iSnych substratech, kde také dospélci
dosahovali nejvétsich délek.

Ve srovnani s kompostem a vykaly, Zivocisné substraty pozitivné ovlivnily
rychlost vyvoje a produkci potomstva (kvantitu), zatimco délka larev a obsah

tuku v jejich téle (kvalita) zustaly bez vyrazné&jsich rozdilu.

Rychlejsi vyvoj larev a vyssi obsah tuku v jejich télech byl pozorovan u hlistic
v monoxenickych kulturdch, zatimco u kultur polyxenickych byla zaznamenéna

vetsi délka larev a také vys$si mnozstvi vyprodukovaného potomstva.

Mezi testovanymi druhy hlistic nebyly vyznamngjs$i rozdily v rychlosti
vyvoje, produkci potomstva, délce téla nebo obsahu tuku s jedinou vyjimkou.

Druh P. bohemica produkoval nejmensi larvy a vyznamné vice potomstva.

Schopnost ristu hlistic rodu Phasmarhabditis v pevném a tekutém médiu

V polyxenické a monoxenické kulture

Z 9 zamyslenych monoxenickych kombinaci (3 druhy hlistic se tfemi druhy
bakterii) se podafilo namnozit pouze 6 kombinaci, nebot’ u ostatnich kombinaci
bakterie nepodporovala rust hlistic.

Testované druhy hlistic byly schopné rtstu a reprodukce na pevném 1 tekutém

médiu.

Vyssi produkce potomstva 1 vétsi délka larev hlistic byla zaznamendna v tekutém

médiu, zatimco obsah tuku byl na obou mediich vyrovnany.

Monoxenické kultury produkovaly vice potomstva s vétSimi tukovymi

rezervami, ale vétSich délek doristaly larvy polyxenickych kultur.
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Nejvice potomstva vyprodukoval druh P. bohemica, ve srovnani s druhy

ostatnimi vSak jeho larvy byly nejmensi a obsahovaly nejméné tukovych rezerv.

Celkové nejvétsi délky, obsahu tuku 1 produkce potomstva dosahovaly hlistice

asociované s bakterii Flavobacterium sp.

Testovani vliva aplikace polyxenickych a monoxenickych kultur hlistic rodu

Phasmarhabditis na mortalitu a pFijem potravy slimacka sit’kovaného (Dereoceras

reticulatum) a paskovky kerové (Cepaea hortensis)

Testované druhy hlistic rodu Phasmarhabditis nemély vyznamny vliv na piijem
potravy a mortalitu paskovky kefové.

Aplikace polyxenickych a monoxenickych kultur hlistic rodu Phasmarhabditis
m¢éla negativni vliv na pfijem potravy slimacka sitkovaného jiz od prvnich dnti

pokusu.

V priméru nejvysSi mortalita slimackli mezi testovanymi druhy hlistic byla

zaznamenana u druhu P. bonaquaense.

Monoxenické kultury hlistic zpiisobovaly prokazatelné vétSi mortalitu nez

polyxenické kultury.

Z monoxenickych kultur hlistic mély nejvétsi vliv na amrtnost slimackt hlistice

asociované s bakterii Flavobacterium sp.
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Obrazek 5: Kontrolni miska se slimackem sitkovanym pro sledovani ptijmu potravy.
(Foto: M. Holley)

Obrazek 6: Velka miska pro sledovani mortality slimackut sitkovanych.
(Foto: M. Holley)



Obrazek 7: Slimacek sitkovany usmrceny hlisticemi.
(Foto: M. Holley)

Obrazek 8: Detailni pohled na mnozici se hlistice na plasti slimacka sitkovaného.
(Foto: M. Holley)



Obrazek 9: Sklenicky s tekutym ledvinovym médiem.
(Foto: M. Holley)

Obrazek 10: Mnozeni monoxenické kultury hlistic.
(Foto: M. Holley)



Obrazek 11: Uchovani invaznich larev v chladicim boxu.
(Foto: M. Holley)

Obrazek 12: Bakterialni kultura v YS médiu.
(Foto: M. Holley)



