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ABSTRAKT

Diplomova prace je zaméfena na biologické oSetfeni semen vybranych polnich plodin pomoci
adheziv v kombinaci s entomopatogenni houbou Metarhizium anisopliae a mykoparazitickou
houbou Trichoderma virens. Jako adheziva byla vybrana potravinaiska aditiva guarova guma,
xantanova guma a karboxymethylceluloza. V ramci experimentd v laboratornich podminkach
bylo hodnoceno procento kli¢ivosti obilek je¢mene jarniho, semen fepky ozimé a okurky seté
po 24 hodinach a energie kli¢eni a vitalita v pribéhu 2 — 5 dni. Adheziva v kombinaci
s vlaknitymi houbami méla pozitivni vliv na rast a vyvoj zarodeénych kofinkii jeCmene
jarniho a rist a vyvoj klicnich rostlin u vSech testovanych plodin. Prob&hlo hodnoceni
vzchazivosti biologicky oSetfeného osiva v laboratornich a polnich podminkach. Déle byla
Vv diplomové praci ovéfovana schopnost kolonizace prostfedi entomopatogenni houbou
M. anisopliae, kdy byla houba do substratu vnesena pomoci namofenych semen. Z vysledku
vyplyva, Ze introdukovana houba je schopna po uréitém ¢ase infikovat larvy Tenebrio molitor
a Galleria mellonella.

Klicova slova: biologicka ochrana, biologické oSetieni osiva, adheziva, Trichoderma virens,

Metarhizium anisopliae, biologicka hodnota osiva



ABSTRACT

The thesis is focused on biological seed treatment of selected field crops using adhesive
in combination with entomopathogenic fungi Metarhizium anisopaliae and mycoparasitic
fungi Trichoderma virens. Guar gum, xanthan gum and carboxymethylcellulose were chosen
as the adhesive. Within the experiments in laboratory conditions, the percentage of kernels
germination of spring barley, winter oilseed rape and a cucumber was evaluated after 24 hours
and energy of germination and vitality during 2 — 5 days.

The adhesive in combination with the filamentous fungi had positive influence on growth
and development of embryonic roots of spring barley and growth and development
of seedlings in all tested crops.

The evaluation of plant emergence took place under laboratory and field conditions
and the plants were biologically treated. Furthermore, the ability to colonize environment
of the entomopathogenic fungus M. anisopliae was verified in this thesis. The fungus was
injected into the substrate using seed dressings.

According to the results, the introduced fungus is able to infect larvae Tenebrio molitor
and Galleria mellonella after specific time.

Key words: biological protection, biological seed treatment, adhesives, Trichoderma virens,

Metarhizium anisopliae, biological seed value



OBSAH:

1.
2.

2.1.
2.2.
2.3.
24.
2.5.
2.6.
2.7.
2.8.

© N o g &

UVOD
LITERARN{ PREHLED
Biologicka ochrana
Strategie v biologické ochran¢
Entomopatogenni houby
Mykoparazitické houby
Adheziva pouzivana v biologickém moteni osiva
Biologické moteni osiva
Biopreparaty
Semenartské parametry
CILE DIPLOMOVE PRACE
MATERIAL A METODIKA
EXPERIMENTALN{ CAST A VYSLEDKY
DISKUSE
ZAVER
SEZNAM LITERATURY

10
11
11
17
19
26
30
32
35
36
39
40
41
42
43
44



1. UVOD

V dne$nim modernim zemédélstvi je ve velké mife pouzivano chemické oSetfeni plodin
proti chorobam a $ktidcim. Diivodem a zaroven vyhodou vyuzivani tohoto zptsobu oSetfeni
je jednoducha aplikace a okamzity ucinek. OvSem jako moderni a vzdélana spole¢nost
bychom méli myslet na disledky a nasledky konvenc¢niho (chemického) hospodaieni.
Rezidua pesticidd a dalSich chemickych latek vyuzivanych v konvenénim zemédélstvi
ovliviiuji a budou ovliviiovat dalsi generace a jejich zdravi. Piida bude i1 nadale ve vétsi miie
kontaminovana rezidui, coz ovlivni ptirozeny biologicky cyklus. Problém dne$ni spole¢nosti
vézi v tom, Ze je kratkozrakd a pohodlna jakkoli se omezovat na ukor svych osobnich potieb
a zmirnit tim tak nasledky primyslového pasobeni na nasi planetu. Bohuzel, se jiz jednéani
lidi, zejména monopolnich spolecnosti projevuje na stavu planety a to v globalnim méfitku.

V zemé&dé€lstvi se jako vhodnym prostfedkem - ke zmirnéni téchto fatalnich nasledkd,
jevi vyuzivani biologické ochrany rostlin. Tento zpiisob ochrany neni novinkou, naopak byl
V historii soucasti prvnich pokusi o ochranu rostlin. Diky vyhlasce o integrované ochrané
rostlin, kterd je platna od 1. 1. 2014, je pro vSechny profesiondlni uzivatele, tedy zeméd¢lce,
povinné dodrzovat legislativné zavedené zdsady IOR. Soucasti vyhlasky je preference
vyuzivani biologické ochrany pifed chemickym oSetifenim plodin. Moderni prostiedky
biologické ochrany jsou vysoce a dlouhodobé¢ u€inné a zaroven jsou Setrné k lidskému zdravi
a zivotnimu prostfedi. Jsou nizce ¢i netoxické k necilovym druhiim. Pouzivané bioagens
tak zvySuji bohatost, diverzifikaci a stabilitu piirodnich systémt v zeméd€lské krajiné
aumoznuji tak kvalitni produkci. Krom toho, ze biopreparaty nejsou toxické, jsou navic
vhodné pro alternativni systémy hospodateni. Biologickymi prostfedky lze téz dosahnout
stejn¢€ t¢inného osetfeni osiva jako pesticidy. Coz je zaroven i cilem této diplomové prace.

Diplomova prace je zaméfena na biologické oSetieni semen vybranych polnich plodin
pomoci entomopatogennich a mykoparazitickych druhii hub za Gfelem vneseni téchto

uzitecnych vlaknitych hub do cilového agroekosystému pomoci namotenych semen.

10



2. LITERARNI PREHLED

2.1. Biologicka ochrana

V dnesni dob¢ je biologickad ochrana odborniky chdpéana jako ekologicky, hygienicky
i ekonomicky nejvhodnéjsi metoda k Gspésnému potlacovani skidci (Ticha, 2001).
V roce 1919, Harry Smith z kalifornské univerzity definoval biologickou ochranu jako
potla¢eni populace $kidcti pusobenim jejich ptirozenych nebo introdukovanych nepiatel
(Rechcigl, 2000). Populace vSech zivych organismi je do urcité miry sniZovdna piirozenou
¢innosti jejich predatorti, parazitt, parazitoid, antagonisti a patogenll. Tento proces
je uvadén pod pojmem ,piirozena ochrana”, ale pokud jsou Skidci cilené¢ introdukovani
do agroekosystémi je tento proces nazyvan ,biologickd ochrana” a organismy,
které se podileji na biologické ochrang, se nazyvaji ptirozeni nepratelé (Hajek, 2004).

Termin biologickd ochrana definuje regulaci Skitidci pomoci jejich ptirozenych
nepratel. V SirSim slova smyslu se uziva pro jakoukoli podporu organismu, které se néjak
podileji na regulaci populaci Skiidcli, v omezeném vyznamu pro cilené vysazovani umeéle
namnozenych uzite¢nych organismi tzv. bioagens (analogicky ke slovu agens oznacujicimu
u¢innou latku) (Tichd, 2001). Cilem biologické ochrany neni uplné vymyceni populaci
Skodlivych Ciniteld, ale regulace jejich Cetnosti na ptijatelnou uroven (Van Driesche a Heinz,
2004). Regulace Skodlivych organismi pod hranici ekonomické ujmy je cilem aplikované
biologické ochrany (DeBach, 1964).

Z hlediska mnozstvi introdukovanych bioagens proti skiidcim je za nejlepsi feSeni
povazovano optimum stiednich hodnot tzv. ,,Goldilocks hypothesis”. Pokud bude pocet
introdukovanych bioagens pfili§ nizky muze dojit k imbreedingu, a naopak pokud bude pocet
bioagens vysoky, miZe nastat tzv. ,Allee efekt” (Drake et al., 2004). V populacich muze
nastat takzvany ,,Allee efekt” (podle amerického ekologa W.C. Alleeho), kdy se zvySujici
se velikosti populace roste zdatnost kazdého jejiho ¢lena. Coz mize vést az ke vzniku kritické
populaéni velikosti, ktera je nutna k pieziti populace jako celku. Tudiz klesne- li velikost
populace pod tuto hodnotu, tak je pravdépodobné, Ze populace vymira (Courchamp et al.,
2008).

Mezi pozitiva biologické ochrany patii i snizovani rezidui v produktech i v potrave,
zachovani pfirozenych nepfatel a zvySeni biodiverzity ekosystému (Lacey et al., 2001).
Bagar (2011) uvedl jako nevyhody biologické ochrany nutné spravné urceni Skiidcii, znalost
jejich bionomie - nutna znalost bionomie uzite¢nych organismt a pusobeni biologickych
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ptipravkll a jejich vztahu ke Skodlivym organismim - termin pouziti, podminky, casto
omezena doba skladovani — u nékterych typli pomaly nastup U¢innosti - nutnd vcasnost.
Prvni zminka o predatorech pouzivanych jako nastroj k hubeni hmyzu byla v roce 900 n. I.,
kdy ¢insti péstitelé citrusti umist'ovali mravence (Oecophylla smaragdina F.) na stromy jako
ochranu proti jinym Skidcim (Rechcigl, 2000). Jak doplnil van den Bosch (1973) byli
mravenci pouzivani proti listozravym skiidcim. Van den Bosch (1973) také uvadi, ze prvni
zaznamenal endoparazitismus Vv sedmnactém stoleti védec Vallisnierim, ktery si vSiml
jedine¢né asociace mezi parazitickym lumc¢ikem (Apanteles glomeratus) a skiidcem, bélaskem
fepovym (Pieris rapae).

Prvnim vyznamnym uspéchem se stala introdukce australského slunécka
Rodolia cardinalis do Kalifornie, ktera vyfesila problém zavleceného ¢ervce Icerya purchasi
(Hongk et al., 2008). Rao et al., (1971) pisi, Ze proti ¢ervci, ktery byl do Indie zavleen
dovozem kvétin z Cejlonu, bylo jako bioagens pouzito slunétko Rodolia cardinalis.

Prvni registrovany mykoinsekticid byl na bazi houby (Hirsutella thompsonii) pod obchodnim
nazvem Mycar™. Jiz vroce 1920 byla H. thompsonii znama tim, e zptisobovala zavazné
nakazy u sviluSek. Registrace tohoto piipravku byla zruSena v roce 1988 (Hajek, 2004).

Biologicka ochrana rostlin je prace s zivymi organismy, a proto je ve vétSiné ptipada

slozitéj$i nez ochrana chemicka. Je tfeba pamatovat, Ze pfiroda je jedinecna a musi se dbat,

aby nedoslo k poruseni jeji biologické rovnovahy (Hofmanova, 2003).

2.1.1 Vyutziti biologické ochrany v riznych kulturach

Skleniky

Zatim je vice propracovana biologicka regulace vyskytu zivoc¢iSnych Sktdct rostlin
péstovanych ve sklenikovych podminkach (Zidek, 1992). Sklenik poskytuje ptiznivé
podminky pro pouziti biologické ochrany rostlin tj. stabilni a regulovatelné podminky
prostiedi (teplota, vlhkost vzduchu, pldy), relativné dlouhé setrvani kultury a ohraniceny
prostor, ktery brani Skidcim v migraci a bioagens opustit chranény porost (Bagar, 2011).
V CR se zadala biologicka ochrana ve sklenicich uplatiiovat zatatkem osmdesatych let
minulého stoleti v tehdejsim JZD Chel¢ice (Hofmanova, 2003). Velmi Casto pouzivanym
ptirozenym predatorem ve sklenicich proti svilusce chmelové (Tetranychus urticae Koch) je

dravy rozto¢ Phytoseiulus presimilis (Hawkins a Cornell, 1999).
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Sady a vinice

Mezi pozitiva patfi, Zze u sadll i vinic se jednad o viceleté kultury, proto mize dojit
k utvofeni rovnovazného stavu ve vztahu bioagens — hostitel. Casto je vyuzivan dravy rozto¢
Typhlodromus pyri proti fytofagnim rozto¢im (sviluska chmelova a svilucka ovocna,
hél¢ivei). Také jsou Cetné pouzivany mikrobialni piipravky proti obale¢tim a dalSim motylim
skidcim (Bacillus thuringiensis, var. kurstaki, viry granuldézy proti obale¢iim a dalSim
housenkam) (Bagar, 2011).

Polni plodiny

V soucasnych systémech hospodateni jsou populace skiidci regulovany vétSinou
chemicky. Ve skute€nosti je biologickd ochrana v polnich podminkéch pouzivana pouze proti
zavije¢i kukufiénému (Ostrinia nubilalis). V péstovani, polnich plodin a zelenin se dnes
vyznamné pouzivaji parazitické chalcidky rodu Trichogramma proti zavijec¢i kukufi¢nému,
mufe bavinikové, mife zelné aj. Z celosvétového pohledu je nejvyznamnégjsi pouZzivani
mikrobialnich preparatii na bazi riznych kmend bakterie Bacillus thuringiensis, zejména
kmene kurstaki a aizawai. Vyuziva se téz fada biopreparatt proti pivodciim houbovych nakaz
(Bagar, 2011). Lze ale podporovat piirozené nepiatele Skadcu, a tak vytvafet alespon
castecnou biologickou balanci a tim regulovat vyskyt Skodlivych organismd.
Je dulezité chranit a vytvaret pfirozené biokoridory, které jsou vhodné k piezimovani
bioagens a tato mista musi umoznovat jejich ukryti v dobé polnich praci naptiklad pti orbé

(Hofmanova, 2003).

2.1.2 Prirozeni nepratelé

Hroudova et al., (2006) uvadi, Ze se jednd o bioagens, tzv. piipravky na bazi
makroorganismul, jejichz zdkladem jsou zivé organismy tzn. predatoii
(dravi zivoc¢ichové, ktefi svou kofist ithned usmrti a poziou), paraziti (ZivoCichové,
ktefi se zivi v télech nebo na télech hostitele, pficemz jej zpravidla usmrcuji) ¢i parazitoidi
(jejich vyvoj probihd uvnitf téla hostitele a po ukonceni vyvoje parazitoida hostitel hyne).
Bagar (2011) piSe, Zze mikrobidlni pfipravky jsou zalozeny na bdzi mikroorganismu, tedy

parazitickych hub, bakterii, virt a hlistic.
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Prvni skupina pfirozenych neptatel

Makroorganismy
Bagar (2011) uvadi, Zze do skupiny makroorganismi patii predatofi a parazitoidi z celé
fady zivoCiSnych skupin. Vyuziva se rGznych typti formulaci a zptsobii aplikace. Do této

skupiny patii z hlediska biologického zatazeni cela Skala bezobratlych zivocicht.

Paraziti (parazitoidi)

Podstata parazitace spociva v tom, Ze se larvy parazitickych blanoktidlych vyvijeji
v riznych vyvojovych stadiich Skidce, ¢imz jej zahubi. OvSem také dospélci mohou
nabodévat kukly nebo larvy a sat z nich tekutiny, ¢imz bychom je zafadili asi spiSe mezi
predatory. Larva parazitoida se ke svému hostiteli dostava rliznymi cestami. NejCastéji je
samici nakladeno vajicko pfimo na vaji¢ko nebo larvu hostitele (Kocian, 1994). Larvy se zivi
tkdnémi a té€lnimi tekutinami hostitele. Pfi vyhledavani vhodného hostitele vyuziva samicka
parazitoida pfedevSim pachové signaly, v mensi mife také zrakové podnéty (Hongk et al.,
2008). Hmyzi parazitoidi se vyvijeji uvniti (endoparazité) nebo vné (ektoparazité) téla
hostitele, coz zalezi na druhu parazitoida. Vyvin parazitoidi je tuzce spojen s jednim
hostitelem a nemtZe se z jednoho hostitele pfesunout na jiného. Parazitoidi jsou obvykle
mensi nez jejich hostitelé a volné Zijici jsou pouze jako dospélci. Nejcastéji pouzivanymi
parazitoidy ve sklenicich jsou vosi¢ky (Hymenoptera), zahranujici Encarsia formosa,
Eretmocercus eremicus, Aphelinus abdominalis, A. Alemani, Aphidius ervi, Dacnusa sibirica,

Diglyphus isaea a Leptomastix dactylopii (Heinz, 2005).

Predatofti

Predatofi jsou volné zijici organismy, které musi pro své pieZiti zabijet kofist a to jako
dospélci nebo jako nékterd vyvojova stadia. Predatofi jsou obvykle vétsi nez jejich kofist.
Komeréné dostupni predatofi zahrnuji hmyz a roztoce, tfasnénky (Thysanoptera), plostice
(Hemiptera, Orius spp.), zlatoocka (Neuroptera, Chrysoperla spp.), brouky (Coleoptera,
rizna slunécka), dvoukiidli (Diptera) a dravé roztoce (Heinz, 2005). Predatofi mohou byt
polyfagni coz znamena, ze maji Siroké spektrum hostiteld (Chrysopa carnea Stephens),
oligofagni, ktefi maji omezené spektrum hostiteli (mSicozravd slunécka nebo pestfenky)

nebo monofagni, ktefi jsou vazani na jeden druh kofisti. (Rodolia cardinalis, ktera se zivi

14



pouze sktidcem bavlniku Icerya purchasi a jeho blizkymi piibuznymi) (Quezada a DeBach,
1973).

Druha skupina ptirozenych neptatel

Mikroorganismy

Jako mikroorganismy jsou brany organismy, které jsou dobie viditelné pouze
pod mikroskopem. Tvofi velmi rozmanitou skupinu, do které patii viry, bakterie, sinice,
prvoci a také mikroskopické houby a tfasy. Nékteré mikroorganismy jsou schopny vyvolat
hromadné nékazy Skiidct doprovdzené zhroucenim jejich populaci, a proto jsou jiz mnoho

desitek let uméle kultivovany a pouzivany pti biologickém boji proti sktidctim (Ticha, 2001).

Entomopatogenni viry

Nejvyznamnéjsi ¢eled” v biologické ochrané asociovana s hmyzem je Baculoviridae
(tzv. bakuloviry). Viry v této skupiné zpusobuji infekce jen u hmyzu a jsou biochemicky
i geneticky velmi odlisné od vird, které napadaji obratlovce, a proto jsou povazovany
za bezpecné pro lidi (Bailey et al., 2010). Prvni zminka o infekci zptusobené bakuloviry
pochézi ze starovéké Ciny, kdy virus napadl bource morusového (Bombyx mori).
Prvni zdznam zapadni civilizace pochazi z basn¢ italského biskupa z 16. stoleti. V 19. stoleti
byly mikroskopicky detekovany vysoce reflektivni krystaly, plujici v ,,rozpusténych” zbytcich
mrtvych housenek ¢i jiném hmyzu (Rechceigl, 2000).

Pti potlacovani skidct v ptirod¢€ hraji prim zejména entomopatogenni viry, z nichz
nejznaméjsi jsou viry polyedrické, napf. Borrelina napadajici mniSky nebo rod  Birdia
patogenni pro housenice nékterych hiebenuli (Ticha, 2001). V porovnani s parazitoidy,
predatory a patogeny nejsou cCasto pouzivany v klasické biologické ochrané.
Nicméné Vv nékolika piipadech jejich pouziti dosdhlo ohromujicich tspéchii (Hajek, 2004).
Virové epidemie doprovazeji masova pfemnozeni hmyzu, obvykle konci tak, Ze vSude visi
za posledni par nozek mrtvé housenky a jejich télni obsah je Sedava tekutina, kterd tfisni vétve
a kmeny stromd.

U polnich, jednosezonnich rostlin toto potfisnéni nepiecka zimu a musi se nahradit
umélym namnozovanim a vysevem virového materialu (Hrdy et al., 1991).

Tyto ptirodni fenomény se vyuZivaji pro umélé namnoZovani a nasledny vysev virézniho

materialu. Jde 0 vyuziti virG jaderné polyedrie a granulozy (Zidek et al., 1992).
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Entomopatogenni bakterie

Celed Bacillacea je nejvyznamngjsi entomopatogenni bakterie pouzivana v biologické
ochrané. Obzvlasté rody Clostridium a Bacillus. Druh Bacillus thuringiensis je pro své
vlastnosti vyuzivany jako biopesticid (Landa, 2002). Jesté specifi¢téjsi je Bacillus sphaericus,
ktery napada pouze komary (Ticha, 2001). Bakterie pomahaji regulovat rizné druhy Skadcia
jesté ucinnéji nez viry. Proto se tak vyznamné podileji na udrzovani ptirodni rovnovahy.
Nekteré druhy jsou jiz po desetileti uméle mnozeny a pouzivany k vyrobé biopreparatt
(Ticha, 2001).

Nejznaméj§i a  nejvyznamngj§i  je sporulujici  tyCinkovita  bakterie
Bacillus thuringiensis. Bacillus thuringiensis (Bt) je v piirodé¢ Siroce rozsifeny muize
se vyskytovat v pud¢, na povrchu rostlin a v prachu ze skladovaného obili (Bailey et al.,
2010). V ty€inkach pfi sporulaci vznikne krystal, ktery obsahuje prototoxin, ten umoznuje
bakterii proniknout do téla hmyzu. Ve stfevni travici §tave se rozpousti, pfiCemz se uvoliuje
toxin, ktery vyvolava rozpad stfevnich bunék. Mezerami, které tim vzniknou, bakterie
pronikaji do té€la hmyzu a zabijeji jej. Ve stfevé jiného hmyzu neZ housenek se krystal
na toxické produkty nestépi nebo jen nepatrné, takze pro jiné organismy vcetné Clovéka je
neskodny (Zidek et al., 1992). Endotoxin po pozifeni vnimavym druhem hmyzu pusobi
okamzité ochrnuti stfeva, béhem 1-2 hodin zastaveni pfijmu potravy a nasledné celkové
ochrnuti a thyn organismu (Hluchy et al., 2008).

Doposud bylo izolovano vice nez 1000 kment této bakterie, mezi nimiZz nachazime
skupiny zvlasté ucinné vu¢i urCitym hostitelim. Existuje vice nez 25 sérotypu
Bacillus thuringiensis, kazdy s jinymi vlastnostmi. Preparaty na bazi B. thuringiensis aktivni
na komary nejsou G¢inné na housenky (Zidek et al., 1992). Je n¢kolik dulezitych poddruha
B.t, které jsou registrovany, uvadény a prodavany jako produkty proti rGznym Sktdcim.
Patii sem Bacillus thuringinesis subs. aizawai (B.t.a.) proti skiidcim rodu Lepidoptera ktefi
jsou méné nachylni vici Bacillus thuringiensis subs. kurstakii, Bacillus thuringinesis subs.
israelensis proti moskytim a muchni¢kam a Bacillus thuringinesis subs. tenebrionis proti

mandelinkam z ¢eledi Chrysomelidae (Rechcigl, 2000).

Entomopatogenni hlistice

Vyskytuji se témet ve vSech typech biotopl, vcetné poli, sadli a zahrad. Jde vSak
0 ptidni organismy a tak jejich pfitomnost byva lidskému oku skryta. Potenciadl masového
mnozeni déla z hlistovek vhodny prostiedek pro boj s hmyzimi skiidci (Nermut’ et al., 2012).
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Hlistovky jsou sice ptidni organismy, ale jedinym stadiem vyskytujicim se volné¢ v pidnim
prostfedi je larva tietiho instaru — invazni larva. Invazni larvy hlistic 3. stadia se vyskytuji v
pudé, ve vode i na rostlinach. Ta mé za kol nalézt nového hostitele a proniknout do jeho téla
a pro tuto ¢innost je nalezit¢ vybavena. Pred vnéjSim prostiedim ji chrani zesilena kutikula
a uzavieni travici soustavy. Invazni larvy tudiz nepfijimaji potravu, ale diky zna¢nym
Vv laboratorni kultufe v chladovém boxu i nékolik let a stdle si zachovavaji schopnost
napadnout hostitele. Do téla hmyzu se dostavaji s potravou, ustnim ustojim nebo Fitnim
otvorem, dychacimi otvirky nebo pies tenkou pokozku mezi télnimi segmenty. Po proniknuti
do téla hostitele se symbiotické bakterie uvolni z téla hlistice a rozmnoZi se. Pti tom vylucuji
jed a béhem 24 — 48 hodin hostitele zabijeji.

Nekteré druhy hlistic z rodu Heterorhabditis a Steinernema jsou laboratorné mnozeny
a aplikovany proti pidnim larvam lalokonosct ¢i smutnic (Nermut’ et al., 2012, Hluchy et al.,
2008). Experimentalni nakaza se provadi na larvach zavijece voskového (Galleria mellonella)
(Hyrsl, 2012). Pultar (2003) napsal, ze hlistice H. megidis a H. bacteriophora jsou aplikovany
formou zalivky zahradnického substratu nebo piimou zalivkou rostlin. Jsou U¢inné proti
larvam lalokonoscti na hrnkovych rostlinach, zahradnickych sSkolkdch a na jahodéch.

Phasmarhabditis hermaphrodita.je pouzivana proti plzim.

2.2. Strategie v biologické ochrané

2.2.1 Inokulativni introdukce — klasicka biologicka ochrana

Biologicka ochrana vyuziva zivé organismy k omezovani populace Sktdct
jiz od starov€ku. Avsak v roce 1889, A. Kobele zamérné introdukoval slunécko australské
Z Nového Z¢landu do kalifornskych pomerancovych plantazi v roce 1889. Slunécko vyborné
hubilo perlovce zhoubného (Pericerya purchasi).

Tento meznik znaéi poc¢atek moderni klasické biologické ochrany — dovoz a vypusténi
organismll mimo svilj ptivodni aredl, za Gcelem ochrany proti jednotlivym druhiim Sktdct
(Howarth, 1991). Landa (2002) doplnil, ze se jedna o druh parazita, parazitoida, predatora
nebo patogenniho mikroorganismu, ktery je v malém mnoZstvi zdmérné introdukovan
do nového areadlu rozsifeni Skodlivého organismu. Bioagens zredukuje vyskyt $kodlivého
organismu na nizkou, hospodaisky akceptovatelnou uroveil a ndsledné se mezi nimi vytvoii
dlouhodob4d rovnovaha. Takto vyrovnany systém dlouhodobé zabrafiuje namnoZeni
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Skodlivého organismu, které by se mohlo stat kalamitnim. Typickym pfikladem inokulativni
reintrodukce je zavadéni (rezistentnich) populaci dravého roztoce Typhlodromus pyri
(Acarina; Phytoseiidae) do ovocnych sadi a vinic (Landa, 2002).

Ekologicky proces inokulativni introdukce umoziuje minimalni  vstupy
technologickych prvki jako je biotechnologie. Introdukce umoziuje nizkokapacitni chovy pro
naslednou introdukci malého mnozstvi jedinct, odbér a introdukci v misté jejich piirozeného

vyskytu (Pultar, 2003).

2.2.2 Strategie augmentativni introdukce - (augmentace — zvétSeni, zesileni, rozsiieni)

Sezonni inokulativni introdukce

Jedna se o opakovanou introdukci ptirozenych neptatel a bioagens, jejimz cilem je
dosaZzeni jak okamzitého, tak 1 dlouhodobéjSiho potlaceni Skodlivych organismii, béhem
péstebniho cyklu. Rozdil pfi porovnani inokulativni introdukce s inundativni metodou je,
7ze ochrana neni smérovana pouze na jednorazové potlaceni vyvojového cyklu
fytopatogenniho mikroorganizmu, ale na navozeni ucinnosti, u které nedojde k piekroceni
tolerovatelné urovné (ekonomicky prah Skodlivosti), ani pii vice infekénich cyklech
fytopatogenni houby. Tato metoda je vyuzivana v ramci efektivnich prgramti, pro ochranu
riznych druhii zelenin (zeyjména plodovych) péstovanych ve sklenicich a foliovnicich (Bagar,
2007). Napiiklad proti Skidcim molici sklenikové a molici bavinikové v systému sezonni
inokulativni introdukce pouziva paraziticka vosicka Encarsia formosa. Dale se proti
sviluskam vysazuji dravi rozto¢i z ¢eledi Phytoseidae a proti regulaci mSic ve sklenicich
parazitické vosicky Aphidius colemani (Van Lenteren et al., 2000). Heinz (2004) uvadi,
ze uméla produkce makroorganismii a kultivace mikroorganismii jsou nedilnou soucasti

téchto zasahu.

Inundativni introdukce

Jiz existujici populace je posilena vysazenim pfirozenych neptatel, coz je podstatou
této metody. Vysazeni ptirozenych nepiatel probihd ve velkém mnoZzstvi aby v obdobi
rychlého naristu populace skodlivych agens véas zasahli (Bale et al., 2008).
Naptiklad vyuzivani parazitickych vosic¢ek rodu Trichogramma (napi. vosic¢ka Trichogramma
evanescens x zavije¢ kukuticny Ostrinia nubilalis) patfi mezi Gspé$né modely této strategie.
Nebo vyuzivani biopreparatii na zakladé entomopatogennich mikroorganismut (napt. Bacillius
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thuringiensis nebo Beauveria bassiana x mandelinka bramborova Leptinotarsa decemlineata)
(Landa, 2002). Ptikladem mtize byt také biologicka ochrana pied houbovym organismem
(Phyllachora huberi) napadajici listy fikovniku a to pomoci hyperparaziti Cylindrosporium
concentricum a Dicyema pulvinata (Junquiera a Gasparotto, 1991).

2.2.3 Strategie podpory a konzervace prirozenych nepratel

Princip této strategie je soucasti integrované ochrany rostlin, strategie je zejména
vyuzivana v ekologickém systému hospodafeni a v jinych alternativnich typech hospodateni.
Ke strategii podpory a konzervace ptirozenych nepiatel patii fada agroekologickych
a agronomickych opatieni (napt. zamérné zakladani stabilnich biokoridort, diverzifikace
hostitelskych rostlin péstovanych v polnich podminkach, minimalizace agrotechnickych
zéasaht, atraktance ptirozenych neptatel) (Landa, 2002). Ochrana ptirozenych neptatel zavisi
vice méné na zménach ptirozeného prostredi, hlavnim krokem je soudné pouZivani

chemického oSetfovani (DeBach, 1964).

2.3. Entomopatogenni houby

V druhé polovin€ 19. stoleti zaCaly byt entomopatogenni houby pouzivany jako
prosttedek k ochrané proti hmyzim Skidcim (Woods, 1974). Sewify (2014) dodava,
ze entomopatogenni houby patii k prvnim objevenym, nejcastéji popisovanym a tim padem
I nejznamnéj$i entomopatogennim mikroorganismim, které jsou v interakci s hmyzem.
K jejich objeveni doslo ziejmé proto, ze rist téchto hub na povrchu tél hostitelii je na rozdil
od jinych skupin entomopatogennich organismii snadno vizualné patrny. Butt et al., v roce
2001 doplnuji, ze kvili své UcCinnosti proti Sirokému spektru hmyzich Skidct byly
entomopatogenni houby tolik zkoumany. Roku 1888 Krassilstchik zapocal pouzivani
entomopatogennich hub jako biopesticidii (Glare, 2004). Nejrozsahlejsi skupinu hmyzich
patogent tvofi obligatni nebo fakultativni entomopatogenni houby. OvSem nékteré druhy
mohou za ur¢itych podminek ptsobit jako symbionty (Landa, 1994). Entomopatogenni houby
se fadi do skupiny vyznamnych organismi, které reguluji populace hmyzu, jsou plvodci
ptirozenych epizootii. Pravé tyto organismy jsou pouzivany v ochranég rostliny jako bioagens
(Butt a Goettel, 2000). Meyling a Eilenberg (2007) dodavaji, Ze entomopatogenni organismy
v agroekosystému jsou pfirozenymi nepiateli hmyzich skiidct. Zvlastni skupinou jsou druhy
hub, které mohou vyvolavat urGznych vyvojovych stadii hmyzu primarni onemocnéni
(Landa, 1998). Ainsworth (1968) dopliuje, ze houbové nakazy hmyzu, které jsou bézné
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rozsitené, Casté a v nekterych ptipadech tak zdvazné, ze v dané lokalité téméf vyhubi hmyzi
populace. Houby mohou rlst i na mrtvém substratu organickych zbytki, patogenita vici
hmyzu je jednou z moznosti existence (Weiser, 1966). Bakterie a viry musi proniknout ptimo
do téla hmyzu, aby doslo k propuknuti ndkazy narozdil od této skupiny agens staci k vyvolani
nakazy entomopatogenni houbou pouze pifimy kontakt a prunik pies pokozku hmyzu
(Leger a Wang, 2009). Mineraly, lipidy, katecholaminy a hlavné chitin a proteiny tvofi
exoskeleton hmyzu. Zejména chitindzy a protedzy umoziuji napadeni hostitele
entomopatogennimi houbami jako jsou jsou Metarhizium anisopliae, Beauveria bassiana,
Nomuraea riley  aAspergillus  flavus  (Kramer a  Muthukrishnan,  1997).
Rod entomopatogennich hub Metarhizium a Beauveria produkuje slouceniny, které jsou
toxické pro zavije¢e voskového (Galleria mellonella) (Burges a Hussey 1971). Podle Weisera
(1966) hraje vyznamnou roli u houbovych nakaz vliv vnéj$iho prostiedi, stav hostitele
a davka houbového inokula coz jsou odliSné podminky od ostatnich entomopatogennich
organismu. Nielsen et al., (2007) pisi, ze hub, které jsou schopny zpusobit infekci hmyzu
a jeho nasledny thyn je znamo vice jak 750 druhti. V soucasnosti je v biologické ochrané

komercné vyuzivano zhruba 25 druht hub (Charnley, 1997).

2.3.1 Vyvojovy cyklus entomopatogennich hub

Vlastnosti patogena a hostitele ovlivni vznik a pribéh infekce. Konidie podnécuji
houbové onemocnéni a piedpokladem vzniku tohoto onemocnéni je piichyceni konidi
na povrch téla hostitele. Pfi prvnim kontaktu vytvari konidie ne€kterych druhii hub pevnou
vazbu s kutikulou hostitele, pro tento proces jsou vybaveny adhezivnimi latkami. Nékteré
druhy houby jako je Isaria fumosorosea produkuji hydrofobni konidie, které jsou silné, suché
srozdiln¢ usporfddanym povrchem. Prvotni pfilnuti konidii probihd pomoci pusobeni
elektrostatickych sil pfitomnych na povrchu hostitele a molekularnich interakci nebo
vzadjemnym pusobenim mezi kutikulou hmyzu a konidiemi. Houba se za¢ne vyvijet v misté
doteku (Samson et al., 1988). Konidie, které jsou energeticky dostate¢né vybaveny
k vykli¢eni, produkuje vétSina entomopatogennich hub. Proto nemusi dojit k absorbci
externich zivin. Abiotické faktory jako relativni vzdu$nd vlhkost a zejména teplota,
tak prevazné ovliviiuji prabéh kli¢eni (Landa 1994, Boucias et al., 1988).

Z apresoria (tzv. ter¢iku) rostou infekéni klicky, které do téla hostitele proniknou pies
kutikulu (Roberts a Yendol, 1971). Weiser (1966) dodava, Ze nakaza je ve vétSiné piipadi
spojena s penetraci houbovych vlaken kutikulou, coz je podobné jako cesta nakazy
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kontaktnich insekticidd. Konidie mohou pronikat do hostitele také pies fitni otvor, dychaci
otvory, otvor pohlavniho apardtu ¢i pfes riiznd poranéni hmyzu (Zimmermann, 2007).
Houba pronika do téla hostitele pomoci penetra¢niho hrotu. Po priniku dojde k tvorbé
invazivnich hyf, které rychle kolonizuji télni dutinu. Uvniti télni dutiny se zainaji vytvaret
hyfova téliska (blastospory), kterd se mnozi pu¢enim v hemocelu. Organismus houby musi
po proniknuti do téla hostitele piekonat jeho imunitni systém pomoci produkce riznych
toxini a jinych sekundarnich metabolitti (Inglis et al., 2001). Ziviny obsaZzené v kutikule poté
ziviny z vnitfnich organt a tkani hostitele slouZzi jako zdroj Zivin pro houbu (Landa, 2002).
Castrillo et al., (2005) dopliuji, Ze blastospory v kratké dobé vypliuji a mumifikuji télo
hostitele. Faze saprotrofni za¢ina po skonceni parazitické faze po usmrceni hostitele (Inglis et
al., 2001). Toxiny hub rodu Entomophtora, jsou bilkovinného charakteru. Pravdépodobné
enzymy zpusobuji barevné zmény napadeného hostitele. (Burges a Hussey, 1971).

Osborne, Landa (1992) a Tanada, Kaya (1993) dopliuji, Ze za vhodnych podminek
dochazi k tzv. proliferaci, tedy k proristani houby na povrch téla hostitele. Sporulaci tedy
tvorbou novych ,,sekundarnich” konidii je ukoncena saprotrofni fize a nové konidie si jsou
schopny v dormantnim stavu udrZet Zivotnost az po dobu nékolika mésict. Sifeni patogena je
umoznéno pasivnim prenosem konidii pomoci hydrochorie nebo anemochorie. Landa (1994)
dodéva, ze kontakt zdravych jedinct s napadenymi je Castym zpiisobem, jakym se houbové
nakazy $ifi. Entomopatogenni houby mohou pietrvavat i v ptidnim prostiedi, ale Sifeni konidii
je omezenéjsi, nez Sifenim konidii na migrujich jedincich, ktefi zemfou na jiném misté nez
v misté infekce (Meyling a Eilenberg, 2007). Bailey et al., (2010) tvrdi, Ze k tomu,
aby se konidie 1épe Sifily, dokazi nékteré entomopatogenni houby ovlivnit chovani hostitele
tak, aby uhynul v exponované pozici, mimo jiné houby dokézi uvolnovat své spory v urcitou

v

denni dobu, ktera je nejptiznivéjsi pro napadeni potencialniho hostitele.

2.3.2. Faktory ovliviiujici vyvoj nakaz entomopatogennich hub

Za ptiznivych podminek prostfedi, zejména vlhkostnich, se pfirozené epizoocie
vyskytuji nejcastéji. Také pudni struktura je mimo teploty a vlhkosti velice dilezitd pro §ifent
infekce, zejména u pidnich Skiidci. Vyhubeni populaci mSic, larev dvoukiidlého hmyzu
Skodicich na kotenech, housenky, populace tfasnének a konikii. Entomopatogenni houby jsou
proto potencialné dilezitym a pfirozenym faktorem v populacich Skidcti (Coombs a Coombs,

2003). Houbovy organismus muize béhem 3 — 5 dnil prodélat ve sklenikovych podminkach
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cely vyvojovy cyklus. Béhem vegetaéniho obdobi v podminkach mirného pasma prodé¢la

houbovy organismus béhem 7 - 21 dnt vyvoj od kli¢eni po sporulaci (Hall, 1981).

Vnéisi vlivy ovliviiujici vyvoi a uéinek entomopatogennich hub

Jak bylo jiz vySe zminéno, ptisobeni a pribéh infekci entomopatogennich organismi
ovliviiuje nejvice teplota, vlhkost a slune¢ni zafeni. Drummond et al., (1987); Tanada a Kaya
(1993); Inglis et al., (2001) dodavaji, ze uvedené faktory ptisobi na kli¢eni konidii, prunik
invazni hyfy pfes kutikulu do hostitele, proliferaci na povrch hostitele a nasledné Sifeni hub
v prostiedi. Entomopatogenni organismy zesynchronizuji svlij Zivotni cyklus podle
vyvojovych stadii a podminek prostiedi (Shah a Pell, 2003). VétSingé druht
entomopatogennich hub vyhovuje teplota v rozmezi 20 - 25°C. OvSem infekce a onemocnéni
mize probéhnout i pti teploté 15 — 30°C, ale pfti teploté nad 30°C mycelium miize zpomalit
svij rust a pii teploté nad 37°C muze dojit az k celkovému zastaveni rustu (Inglis et al.,
2001).

Dal§im dualezitym faktorem nezbytnym pro kli¢eni konidii hub je dostatecnd vlhkost
nad 90 %, pfi této vlhkosti rostou konidie a dochazi k rozvoji ndkazy v populaci Skidce (Hall,
1981). Odolnost a piezivani hub je téz zavislé na vlhkostnich podminkach (Drummond et al.,
1987). Zamérné 1ze ovlivnit vyvoj houbovych organismli a to pfidanim olejovych substanci
do kapalného prosttedi konidi. Olej umozni leps$i prilnavost k télu hostitele a tim vytvoii pro
konidie ptiznivé podminky a omezi jejich rychlé odumirani (Butt, 2002). Vyznamnym vlivem
pro prezivani konidii a jejich uvolilovani je slune¢ni zafeni. Zejména ultrafialové zafeni maze
poskodit houbové organismy, toto zaieni je ale Skodlivéjsi nez viditelné infraCervené zaieni
(Fargues et al., 1997). Odolnost entomopatogennich hub je zavisla na mnoZstvi pigmentu,
protoZze pigmentované konidie jdou odolngjs$i vici zafeni nez konidie s menSim obsahem

pigmentu (Ingoffo, 1992).

2.3.3. Nejvyznamnéjsi zastupci entomopatogennich hub

Metarhizium anisopliae (Metschnikoff) Sorokin

Roku 1878 byl poprvé popsan druh Metarhizium anisopliae, popsal jej Metschnikov,
ktery tento druh objevil na vrubounovitém broukovi z ¢eledi Scarabeidae Anisopliae
austriaca (listopas pseni¢ny). V Rusku se roku 1878 provedla studie této houby za Gi¢elem
kontroly larev broukti na cukrové fepé (Bischoff et al., 2009). Do systému tento druh
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organismu zatadil o rok pozdé&ji Sorokin. V soucasné dobé je druh M. anisopliae bran jako
polyfyleticky druh. Kmeny jsou ¢lenény do 4 poddruhti: M. anisopliae var. anisopliae,
M. anisopliae var. majus, M. anisopliae var. lepidiotum, M. anisopliae var. acridum (Driver et
al., 2000). Organismus zpusobuje nakazy u vice nez 200 druhti a fadd hmyzu, zejména
u Orthoptera, Hemiptera, Coleoptera, Diptera, Lepidoptera a Hymenoptera. M. anisopliae je
ptirozenou soucasti padni mykoflory (Inglis et al., 2001). Toto tvrzeni podporuje i Bruck
2005, ktery piSe, ze tento houbovy organismus se beézné vyskytuje v zeméd€lskych
I nezeméde¢lskych padach a lesnich ekosystémech mirného pasma. Studie prokazaly, Ze rod
Metarhizium Zije v asociaci s rhizosférou na kotenech rostlin, navic v jejich blizkosti piezivaji
lépe, nez kdyz se vyskytuji jen volné v pidé. Houby rodu Metarhizium se pouzivaji jako
bioagens hmyzu zejména ve Spojenych stadtech americkych, Brazilii, Austrédlii a Filipinach
(Bischoff et al., 2009).

Houbovy organismus M. anisopliae produkuje dva typy spor, vzdusné dlouhé
tyCinkovité konidie, které vytvaieji kompaktni sloupce fetizkti (Humber, 1997). Phialidy jsou
kratké sporogenni hyfy, které jsou béhem saprofytické faze oznaCovany jako asexudlni spory.
Druhym typem spor jsou blastospory, které jsou produkovany v hmyzi hemolymfé (Leland,
2001). Stadium teleomorfy nebylo doposud u rodu Metarhizium objeveno (Driver et al.,
2000). Ovsem Kalina a Vana (2005) uvadéji, ze velké mnozstvi druhti se diky modernim
metodam piefazuje do taxnonomie pravych hub (teleomorfni ,,pohlavni* stddium), pficemz
tyto druhy byly zatazeny do pomocného oddé¢leni Deuteromycotina. Houbovy organismus
M. anisopliae vyvola nakazu u nachylného jedince pfimym prinikem pies jeho kutikulu.
Jiz n€kolik dni po smrti hostitele jsou patrné ptiznaky napadeni. Zpocatku je zietelné bilé
mycelium, které se postupné zbarvuje v zavislosti na stupni sporulace do zeleného odstinu
(Weiser, 1966). Infikovany jedinec houbou M. anisopliae portstd hustym, tmavé zelenym
myceliem, ndkazy jsou proto oznacovany jako ,,zelend muskardina“ (Hajek, 2004).
Konidiofory houby jsou vétvené a tvofi utvary, které jsou podobné cetnym mnohoramennym
sviecnim. Hydrofobni vlastnosti a ochranu konidii v pfirozeném prosttedi poskytuje
monoamin  zvany  hydrophobins, ktery maji  konidie na svém  povrchu.
Kombinace biochemickych (enzymy) a fyzikalné mechanickych vlastnosti (mechanicky tlak
penetrujici hyfy) zajistuje M. anisopliae penetraci do hmyzi kutikuly (Wang et al., 2002).
Optimalni teplota pro Zivotni cyklus vétSiny kment je 25°C, ovSem optimum miiZe byt pro

jednotlivé kmeny rozdilné (Bailey, 2010). Baileyho tvrzeni dopliuji Boucias a Pendland
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(1998) kteti pisi, ze n€které kmeny hub rostou pfi teplotach pod 12° C, jiné pfi teplotach
nad 35° C.

Variety entomopatogennich hub M. anisopliae var. anisopliae a M. anisopliae var. majus,
produkuji toxicky sekundarni metabolit zvany destruxin. Tento metabolit byl poprvé izolovan
z entomopatogenni houby Oospora destruktor, nazev se zachoval do dnes (Pedras et al.,
2002). Destruxin je latka s insekticidnimi a fytotoxickymi ucinky, zéroven je destruxin
urychluje smrt napadeného jedince, proto je dilezitou podporou virulence (Hu et al., 2006).
Jinymi sekundarnimi metabolity, které byly izolovany z tohoto houbového organismu jsou
swainsonin a cytochalasin. Ob¢ tyto latky maji medicinsky vyznamnou roli, zejména v oboru
onkologie (Zimmermann, 2007). Metody, které se pouzivaji pro izolaci M. anisopliae jsou
dvé a to metoda vyuzivajici selektivni média a metoda vyuzivajici zivé navnady. Pro tento
ucel slouzi naptiklad larvy kvétilek rodu Delia, potemnika mouéného (Tenebrio molitor)
a zavijeCe voskového (Galleria mellonella) (Klingen et al., 2001; Zimmermann, 2007).
Monitoring pfirozeného vyskytu M. anisopliae v riznych typech ptd, oblastech ¢izemich
provadi metodou navnady (Vénninen, 1995; Klingen et al., 2001; Zimmermann, 2007).
Konidie houby M. anisopliae slouzi k vyrob¢ biopreparati. V in vitro systémech povrchovych
kultivaci na tekutych zivnych pudéach ¢i na piirozenych substratech je provadéna produkce
Jako substrat zajistujici ziviny jsou vhodné jecné kroupy, vlocky, ryze, proso, kukutice nebo
psSeni¢né otruby (Goettel a Inglis, 1997). Pii prvnich pokusech byly jako substrat vyuzivany i
pivni mlato, nakrajené sterilizované brambory, mrkev, cukrovka, fepa a nakli¢ena kukufice
¢irozdrcené zrno kukutice (Weiser, 1966). Dulezitym pilifem vyroby preparatu je zajisténi
dobfe udrzovaného kmene houby, pficemz matecné¢ kultury musi byt cCisté a dokonale
uchovavané, aby nedo$lo k poklesu zivotaschopnosti a virulence konidii (Jackson et al.,
2010).

Na etiketach biopreparati jdou uvedené podminky, které musi vysledny preparat spliiovat.
Nejvétsi vyznam nese parametr CFU ,,Colony Forming Units“ (pocet jednotek tvoficich
kolonie) v 1 gramu produktu. Jinymi sledovanymi parametry v kontrolnich laboratofich jsou
garance druhu/kmenu, Zivotaschopnost konidii, virulence kmene, obsah vlhkosti biopreparatu

a velikost ¢astic formulace (Jenkins a Goettel, 1997).
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Beauveria bassiana

Tyto entomopatogenni organismy se vyskytuji v pidé, kde zaujimaji roli cizopasniku
pudniho hmyzu a to pfevazné na prezimujicich stadiich. Do spektra hostitelli se fadi zastupci
z tadu rovnoktidlych (krtonozky), broukt (larvy a kukly chroustd, mandelinky bramborovg),
dvouktidlych, larvy a kukly motyld (Humber, 1997). Roku 1834 byl tento druh houby
objeven Agostinem Bassim. Vega a Posada (2005) dopliuji, ze rod Beauveria hral
vyznamnou roli ptfi devastovani populaci bource morusového (Bombyx mori) v Evropé v 18.
A 19. stoleti, coZ bylo impulzem pro vznik studia hmyzi patologie. Tento druh organismu
se vyskytuje ptirozené na nékterych rostlinich a v pudé (Aleshina, 1980). Nakaze zptisobené
houbou Beauveria bassiana se piezdiva ,,bila muskardina“ protoze infikovaného jedince
prorusta bilym myceliem (Weiser, 1966). Nazloutlé az nacervenalé kolonie s bezbarvou
az narizovélou spodni stranou jsou typickymi znaky pro organismus B. bassiana.
Celé tada faktort plsobi na infekci a kliceni naptiklad teplotni optimum a vlhkost, staddium
a vnimavost hostitele ale 1 kutikularni lipidy (Zimmermann, 2007). Pfes mista s méné
sklerotizovanou pokozkou pronikd houba do téla hostitele, pficemz v misté kontaktu dochéazi
k vyvoji houby. Spora v misté¢ doteku nabobtna a vykli¢i, klicek pronika do téla hostitele.

DalSimi misty pro prinik infekce je ustni otvor a stievo, stigmata hmyzu a pohlavni
organy. B. bassiana produkuje nejméné dva enzymy, které jsou nezbytné pro vyvoj nakazy.
Nejdiive produkuje po proniknuti do téla hostitele druhotny metabolit beauvericin, ktery
oslabuje imunitni systém hostitele. Nasledné po smrti hostitele produkuje houba antibiotikum
(oosporein), ktery konkuruje stievnim bakteriim (Weiser, 1966). Preparat na bazi B. bassiana
je nejéast&ji aplikovan formou postiiku konidiovou suspenzi. U¢inky tohoto organismu byly
zkoumany v laboratornich i polnich podminkdch na rGznych druzich Skiadct jako jsou
tiisnénky, molice a mSice (Legaspi et al., 2000). Watson et al., 1995 dopliuji, Ze testovani
tohoto druhu houby bylo Uspé$né provadéno i na zastupcich fadu Diptera (Muscidae)
coz urcuje potencial k vyuziti v biologické ochrané proti mouchiam. Navic je tento druh
organismu neskody pro necilové organismy (Goettel et al., 1990). Biopreparat na bazi
B. bassiana je vyuzivany vboji proti lykozroutu smrkovému (Ips typographus).
Uvedeny zpiisob ochrany je vyuZivan zejména v Némecku, Svycarsku a Rakousku.
Ovsem s timto preparatem experimentuje i Ceska republika, v roce 2007 byl tento houbovy

organismus pouzit ve vybranych lokalitich NP Sumava (Landa et al., 2007D).
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2.4. Mykoparazitické houby

Mykoparazitické organismy vyvoldvaji rizné ndkazy u fytopatogennich hub, které
jsou puvodci riznych infekci rostlin a jsou jejich pfirozenymi nepiateli. Pouze V tésné
asociaci hostitele a mykoparazita projevi svou aktivitu, na vét§i vzdalenost aktivni nejsou
(Okrouhla, 1993). Roku 1800 byly tyto organismy popsany mykology, ktefi studovali
choroby rostlin (Veseld, 1986). V soucasnosti je popsano zhruba 1000 - 2000 druht
mykoparazitickych hub, které parazituji na 2500 jinych druhti hub (Prokinova, 1996).
Zajem o prostudovani problematiky vztahli mikroorganismii a patogend zacal pomérné
nedavno, ackoli tyto vztahy byly zndmy jiz ve tficatych letech. Zajem o tuto problematiku
nastal az v poslednich letech, divodem bylo neuvazené pouzivani chemickych pesticida.
V sedmdesatych  letech propukl ,boom” biologické ochrany (Nesrsta, 1991).
Piesto, ze existuje cela fada houbovych organismi, houby rodu Trichoderma nepochybné
zaujimaji dominantni postaveni mezi prosttedky biologické ochrany rostlin. Diivodem je fakt,
ze houby rodu Trichoderma mayji nepieberné spektrum hostitel, které i snadno kolonizuji.

Diivodem pouzivani mykoparazitickych hub jako bioagens, je ten, Ze narozdil
od pudnich bakterii, maji mnohem vé&t$i schopnost Sifit se v pidé a v rhizosféie, coz je
umoznéno aktivnim ristem hyf (Whipps a Lumsden, 2001). Pro rlst a vyvoj rostlin maji
ne¢které druhy mykoparazitickych hub pozitivni G¢inky. Tyto organismy lze kategorizovat
na parazity napadajici padni patogeny, zvlasté druhy rodu Fusarium, Pythium, Rhizoctonia
ana parazity hub infikujici patogeny na nadzemnich castech rostlin, naptiklad

Ampelomyces quisqualis, ktery je ptivodcem padli rostlin (Sejketov, 1982).

2.4.1. Vyvojovy cyklus mykoparazitickych hub

Podle mechanismu ucinku se mykoparazitické houby dé€li na biotrofni a nekrotrofni
(destruktivni) mykoparazity. Na zivych buiikach parazituji biotrofni mykoparazité, narozdil
od nekrotrofnich mykoparazit,, kteti bunky hostitele napfed usmrti. Pribéh infekce
nekrotrofntho mykoparazita se mize projevovat bud’ pifimou penetraci do hostitele
¢t omotavanim infekéniho mycelia kolem jeho hyf (Woods, 1974). Hostitel se nckdy mtize
branit pronikani invazni hyfy parazita ¢i haustoria vytvafenim pifepazek ve svém myceliu
(napf. u druhti rodu Pythium). Hostitel se timto pokousi oddélit jiz napadené ¢asti mycelia od
nenapadenych (Ambrozova, 2004). Ve vodé klici mnohé spory mykoparazitickych hub,
zatimco nékteré druhy k vykliceni potfebuji pfitomnost specifickych latek, které produkuje
hostitel nebo tyto latky uméle piidané (Verma a Brar, 2007).
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Antagonisticky vztah houba — patogen je podstatou mechanismu pisobeni téchto hub.
Dle principu mechanismu mezidruhové interakce se antagonistické projevy déli na uvedené
skupiny:
Kompetice — piikladem tohoto vztahu je pusobeni Pseudomonas patida vaci
Pythium ultimum (pivodce padani rostlin). Principem je antagonismus projevujici se
,,soutézi” o ziviny a prostor. Introdukovany organismus rychle kolonizuje prostredi, je vitalni,
rychle roste a nedovoli patogenu se pfemnozit.
Antibioza — houby rodu Trichoderma jsou nejznaméjs$imi predstaviteli tohoto konkuren¢niho
vztahu.

Konkurenéni vztah mezi dvéma organismy nebo mezi jednim organismem
a metabolickym produktem jiného organismu ke $kod¢ jednoho z téchto organismii.
Hyperparazitismus — predstavitelé tohoto vztahu jsou houbové organismy Pythium
oligandrum, Ampelomyces, Conyothyrium minitans a rod Trichoderma. Vztah, kde je jeden
organismus (mykoparazit) potravné vazan na jiny zivy organismus (hostitel), ze kterého Cerpa

vyznamnou ¢ast zivin a energie K zajisténi své existence (Landa, 2004).

2.4.2. Nejvyznamnéjsi zastupci mykoparazitickych hub

Trichoderma virens

Synonymem pro nazev této mykoparazitické houby je Gliocladium virens.
Jedna se 0 mykoparazita, ktery byl izolovan ze sklerocii fytopatogena Scleroinia minor
Vv Beltsville ve Spojenych statech americkych (Hebbar a Lumsden, 1999). Trichoderma virens
byla jako jedna z prvnich mykoparazitickych hub pouzita jako bioagens v biologické ochrané
rostlin. Houba tlumi rast riznych fytopatogennich organismu, vcetné rodu Pythium,
Rhizoctonia solani a Sclerotium rolfsii. Pohlavni forma tohoto organismu neni znama, mnozi
se pouze nepohlavni formou (Véna, 1996). Ptitomnost této saprotrofni a mykoparazitické
houby v pudé¢, zvySuje jeji ptirozenou supresivitu. T. virens je béZznou soucasti pudni
mikroflory vSech typt plid, zejména téch, které jsou bohaté na organické latky.
Tento houbovy organismus parazituje na fytopatogennich organismech, které jsou pticinou
padani kli¢nich rostlin. Vyznamnymi hostiteli této skupiny patti Fusarium spp., Sclerotinia
spp., Verticillium spp., Botrytis spp. (Dennis a Webster 1971; Howell et al., 2000, Howell
2002). Mycelium houby T.virens je vlaknitého charakteru, hyfy jsou cetné vétvené,
piehradkované z vétsi miry tvofeno jednojadernymi buiikami. V horni ¢asti se vétvi septické
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konidiofory, jenz se vytvaieji na myceliu. Kulovité, jednobunétné konidie se vytvareji
na konci konidioforti a to v hyalinnich ¢i jasné zbarvenych masach. Konidie se tvofi postupné
za sebou ve vrcholové ¢asti a vSechny drzi pohromadé, coz jim zajistuji mucilagenni kapénky
sekretu. Bilé vatovité mycelium, které T. virens vytvaii se pozdé€ji méni v zelenou barvu.
Stupenn sporulace kultury piimo koreluje se zbarvenim mycelia, pficemz tmavé zelené
zbarveni maji pIn¢ sporulujici kultury (Vana, 1996). Produkci svych antibiotickych
metabolitt gliovirinu a gliotoxinu ptsobi T. virens na své potencialni hostitele (Howell et al.,
1993; Howell a Puckhaber 2005; Hanson a Howell, 2004), tyto metabolity maji
antibakteridlni a fungistatické ucinky (Samuels a Rehner, 1993).

Spory kmenu GL 21 izolované z T.virens tvoii aktivni slozku biopreparatu
SOILGARD™ 12% G, ktery je registrovan ve Spojenych statech americkych (Wilhite et al.,
1994).

Coniothyrium minitans

Roku 1947, Campbell ve spojenych statech americkych jako prvni izoloval tuto
mykoparazitickou houbu ze sklerocii fytopatogenni houby Sclerotinia sclerotiorum.
Poté byl tento organismus izolovan z pudnich sklerocii ze v§ech kontinentti vyjma Antarktidy
(Bennett et al., 2006; Sandys-Winsch et al., 1993.; Whipps a Gerlagh, 1992). Proti chorobam
zpusobenym patogenem S. sclerotiorum vykazuje velky potencial vyuziti tohoto
mykoparazitického organismu jako bioagens Vochran¢ rostlin (Yang et al. 2007).
Mykoparaziticky organismus C.minitans je schopen infikovat také dalsi druhy
fytopatogennich hub jako Sclerotinia trifolium, S. minor a S. cepivorum, nicmén¢ neni shopna
napadat sklerocia hub patticich do odd¢leni Basidiomycota (Chitrampalam et al., 2010;
Whips a Gerlagh 1992). OvSem Gerlagh et al., (1996) prokazal, Ze mykoparazit C. minitans je
schopen napadat i sklerocia houby Botrytis cinerea. McQuilken a Whipps (1995) ve své studii
uvadi, ze organismus C.minitans dokaze v pudé piezit vice nez rok po jeji aplikaci.
V piipadé, ze je pida vysoce kolonizovana sklerocii patogena S. sclerotiorum je houba
C. minitans schopna v pudé piezivat po dobu delsi nez dva roky. Bennett etal., (2006)
doplnil, Ze napadena sklerocia maji funkci ptirozeného rezervoaru houby C. minitans.
Prostfednictvim druhotnych kolonizatorG mohou byt pyknospory z degradovanych sklerocii
roznaseny do okoli. Houbovy organismus se v ptidé miiZe §ifit prostfednictvim ristu svého
mycelia (Jones a Stewart, 2000). Po napadeni hostitele houbou C. minitans se nejprve tvofi
chomackovité, slabé mycelium, které se diky pocatku tvorby pyknid stava koncentrovanéj§im
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a granulovitéjSim. Kultura C.minitans je z pocatku svétle zluté barvy a poté prechazi pies
svétle hnédou az do olivové barvy. Vysporulovana kultura ziskdva tmaveé hnédou az cernou
barvu (Jones a Stewart, 2000; Bohata et al., 2006). Béhem zimy, kdy teplota klesa pod 0°C je
mykoparazit C.  minitans  schopen  pteziti (Huang a  Erickson, 2002).
Pravdépodobnost, ze houba pfezije v laboratornich podminkach na ptfirozeném médiu je vétsi
pii teploté¢ 5 a 15°C nez pii 30°C (McQuilken a Whipps, 1995). Bennett et al., (2006)
dodavaji, Ze veétsi ¢ast konidii vylouc¢enych z pyknid C. minitans ztraci v suchych podminkach
zivotnost po 10 mésicich.

Houbovy organismus C. minitans pronika do sklerocii bud’ pfimo pies uroven
pigmentu, ¢1 nepfimo v misté kde je sklerocium poSkozeno.

Poté organismus pronika do nepigmentované kiry a diené¢ sklerocia. Pomoci
mechanického tlaku penetra¢niho hrotu a lytickych enzymu penetruje houba do hostitele. Po
uplné kolonizaci hostitele patogenem dochézi k celkové degradaci sklerocia. Vici pisobeni
mykoparazitické houby se vnéj$i pigmentova vrstva chova houzevnatéji, proto si degradované
sklerocium zachovava tvar. Pyknospory se nachédzeji uvnitt degradovaného mycelia

(Bennett et al., 2006).

Pythium oligandrum

Druh  Pythium oligandrum je vyznamnym zastupcem fadu Oomycetes
(Brozova, 2004). Tento agresivni organismus parazituje na Siroké Skale ptidnich patogend.
Hostitelské spektrum P. oligandrum je zaméfeno zejména na druhy fytopatogennich hub,
které parazituji na semenech a semenaccich (Lewis et al., 1989). Houbovy organismus
P. oligandrum pieziva v pud¢ jako saprofyt, zaroven ¢asteéné parazituje na ostatnich druzich
rodu Pythium (P. ultimum, P. debaryanum aj.) (Rod et al., 2005). Pomoci zoospor
¢isporangii, které wvyrustaji na sporangioforech dochazi k nepohlavnimu rozmnozovani
(Zvara a Taborsky, 1985). Pii teploté¢ 18 - 20°C dochazi k tvorbé zoospor. Oospora vznika
je vysledkem splynuti saméiho Utvaru anteridia a sami¢iho utvaru oogonia pii pohlavnim
rozmnozovani (Cliquet a Tirilly, 2002). Druh P. oligandrum se pifednostné vyskytuje
na povrchu radixu v oblasti mezi hypokotylem a kofenovou S$pickou ve spoleCenstvi
s rostlinnymi patogeny (Martin et al., 1999). Antagonismus houby P. oligandrum s jinymi
fytopatogeny, ktery je zprostfedkovany jednim antimikrobidlnim metabolitem, neni
jednoduchy proces. Nasvédcuji tomu rozdilné interakce. Ur€ity cilovy druh ovliviiuje
antagonismus jakoZto mnohostranny proces, coZ je patrné z rozsahu ultrastrukturdlnich
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a cytochemickych zmén. P. oligandrum znasobuje svij rist na hyfach rostlinnych patogent
a kolonizuje zivny substrat. Pokud je mykoparazit prenesen do Cerstvého substratu, pokracuje
jeho mycelium v ristu, zatimco hyfy fytopatogennt stagnuji v ristu (Benhamou et al., 1999).
Piima parazitace organismu P. oligandrum je hlavni podstatou ucinku této houby.
Omezeny vyvoj mycelia fytopatogennich hub zptsobuje ovijeni hyf P. oligandrum.
Mykoparazit kolonizuje ekosystém rhizosféry a rozviji zde své mycelium, jesté pred
tim, nez dojde k infekei fytopatogeny. Indukce obrannych mechanismti oSetfenych plodin je
nasledkem pfitomnosti tohoto mykoparazitického organismu. Rostlina spusti své obranné
mechanismy jesté diive, nez dojde k samotnému napadeni rostliny patogenem, v ptipad¢, Ze
je oSetfena preparatem obsahujicim spory P. oligandrum (Rod et al., 2005). Biopreparat na
bézi P. oligandrum, Polyversum je od roku 1992 registrovan v CR. Preparat obsahuje oospory
mykoparazitického organismu P. oligandrum v poméru 1 x 10° spor v 1g. Biopreparat ma
celkem Siroké spektrum uplatnéni, jak v zemédé€lstvi, tak v zahradni¢eni (Kopftiva, 1997).
Brozova (2002) dopliuje, ze aplikace biopreparatu na bdzi tohoto mykoparazita je spise

preventivniho nez kurativniho charakteru.

2.5. Adheziva pouzivana v biologickém moreni osiva

Pazdera (2004) uvadi, ze jako adheziva (pojidla) v biologickém moieni osiva slouzi
napiiklad arabska guma, Zelatina, methylceluloza nebo polyvinylalkohol. Ptiaplikaci spor
na osivo se doporucuje osivo nejprve zvlhcit vodou s ptidavkem adheziva (lepidla) na bazi
polyvinilacetatu poté zaprasit preparatem a promichat. Pro tento zpiisob moieni je vhodné
pouzit moficku s davkovacem praskovych piidavkl. Preparat je také mozné rozmichat
v daném mnozstvi vody s adhezivem a posléze aplikovat na osivo, tato moznost je uréena pro
piipad, Ze mofici zafizeni neni ktomuto tucelu wuzplsobené. Aplikace ptipravku
prostiednictvim moticky udrzi vice Zivotaschopnych spor. Obvykla davka je 400 g preparatu
na 100 kg osiva (Ondrackova, 2014).

Ve vodé rozpustné polymery slouzi jako zhuStovadla, které vykazuji ve vodném
prostifedi pseudoplastické vlastnosti. Piikladem je guma karaya, arabskd guma, tragant,
guarova guma, guma karob, xantanova guma, karagenan, alginitova sul, kasein, dextran,
pektin, agar, 2- aminoethyl celuléza, 2-hydroxyethyl celuloza, methylceluloza,
karboxymethylcelul6za, solny sulfat celulozy. Zhustovadlo mizZe byt ptidavano jako pojivova
formulace, naptiklad v koncentraci od 1 do 25 % hmotnosti semene (Hendrix a Turnbull,
2014).
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Defang a Yafei (2009) uvadéji podstatu své studie, kterda spociva v pouzivani
bezpecnéjsich, levnéjSich a k zivotnimu prostfedi SetrnéjSich adheziv, které jsou na bazi
polymerti. Pomoci chitosanu jako hlavni suroviny s modifikovanym hydroxidem sodnym,
jsou tyto slozky slouceny s regulatory rustu ¢i jinymi pfisadami. Jako vhodné adhezivum
pro biologické mofeni osiva rajcete (Lycopersicum esculentum) byla vyzkousena arabska
guma spolu s kaolinem jako nosi¢em spor Verticillium chlamydosporium. Mofené osivo rajcat
bylo po 12 mésicich skladovani ve vhodnych podminkach zaseto ve sklenicich.
Zavér studie dokazal, ze mofené osivo sporami V. chlamydosporium napomaha regulaci
populace karanténniho had’atka Meloidogyne javanica. Prvni generace vaji¢ek had’atek byla
infikovana z 37 — 82 % touto nematofagni houbou (Stirling et al., 1999).

Guarova guma, jakoZto pojivo na gelové bazi, byla Gspésné pouzita v experimentu
S tkanovymi kultiva¢nimi médii. Vhodnost pojiva byla testovana na semenech Inu setého
(Linum usitatissimum) a brukve sitinovité (Brassica juncea). Pfedmétem hodnoceni bylo
zjisténi  arovné mnozeni axilarnich vyhonki, rhizogenli a embryondlni odezvy.
Tyto parametry dosahly podstatné lepSich vysledkti nez osivo kultivované pouze na agaru
(Babbar et al., 2005).

Elzein et al., (2006) popisuji studii, ve které bylo namoieno osivo ¢iroku (Sorghum)
sporami Fusarium oxysporum (Foxy2) za ucelem regulace plevelt druhu Striga parazitujicich
na kotenech ¢iroku. Jako testovana adheziva byla pouzita arabskd guma (10%, 20% a 40%),
karboxymethylceluléza (1% a 2%) a pektin. Vysledky studie prokazaly, Ze osivo ciroku
motené¢ho F. oxysporum, za pouziti uvedenych adheziv, mélo i po vice jak 8 meésicich
skladovani vynikajici vitalitu. Navic, osivo namoifené 40 % arabskou gumou v kombinaci
s vysuSenymi chlamydosporami prokéazalo nejvétsi schopnost kolonizovat vSechny koteny,

véetné vlascitych kotinki hostitele (¢iroku).

Vybrana adheziva

Vyuziti nékterych nize zminénych adheziv pouzitych pro biologické oSetfeni osiva
je jiz patentovano.
Xantanova guma (E415) — latka piirodniho puvodu, polysacharid, ktery je produktem
specifické bakterie Xanthomonas campestris (Anonyml). Tato latka ma hydrokoloidni
vlastnosti, proto na sebe dobfe vaze vodu, ¢ehoz se vyuziva predev§im pii ndhradé lepku

(Anonym2).
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Guarova guma (E412) — galaktomannan, vyskytujici se v semenech rostliny druhu
Cyamopsis tetragonolobus, ktera se péstuje predevsim v Indii.

Jedna se 0 rozemlety endosperm semen této rostliny, guarovd guma je ziskdna po loupani
a mleti téchto semen (Anonym3). V Evropé je guarova guma v potravindiském pramyslu
vyuzivana jako piidatna latka. Nutricni hodnoty guarové gumy: energie 794 kJ, 190
kcal; tuky: 0,99 — z toho nasycené 0,8¢g; sacharidy: 0,79 — z toho cukr 0,1g; bilkoviny: 5,0 g;
sil: 0,03g; vlaknina: 82g; vlhkost 3,5g (Anonym4).

Karboxymethylceluloza (CMC) (E466) — derivat celulozy s karboymethylovymi skupinami
navazanymi na nékteré z hydroxylovych skupin glukopyran6zovych monomert, které tvoii
kostru polymeru. CMC se pouziva v potravinafstvi ke zméné viskozity (k zahustovani) a ke
stabilizaci emulzi v fad¢€ vyrobkl (Baker, 2011).

Arabska guma (E414) - pryskyfice, ziskavana z mizy nékterych druhd akacii (akacie
senegalska Acacia senegal a akacie arabska Acacia seyal), které rostou v Severni Africe.
Jedna se o dobfe stravitelnou smés sacharidii a glykoproteind, ktera se pouziva
V potravinafstvi jako stabilizator (Anonymb).

Polyvinylacetat (PVAC) — synteticky polymer. Pfipravuje se polymeraci vinylacetatu
(VAM). Césteénou nebo uplnou hydrolyzou polymeru se piipravuje polyvinylalkohol.
Polyvinylalkohol ( PVA) — synteticky polymer, ktery je rozpustny ve vodé. Tento polymer se
vyrabi alkalickou hydrolyzou polyvinylacetatu napt. v methanolu (Fikr a Kahovec, 2008).

2.6. Biologické moreni osiva

Osivo ovliviluje vynos trzniho produktu, ma tudiz vliv na zalozeni optimalniho
porostu urcit¢ plodiny a ovliviluje vykonnost porostu, proto je osivo vyznamnym
intenzifika¢nim faktorem (TeKrony a Egli, 1991). Evropska komise zakédzala od 1. 12. 2013,
po vice nez deseti letech pouzivani neonikotinoidnich motidel s u¢innou latkou klothianidin,
imidakloprid a thiamethoxan (Hnizdil, 2015). Jiz diive pfed ustanovenim evropské komise
pisi Warren a Bennett (2000), ze snahou o sniZeni nadmérného pouzivani syntetickych
chemickych ptipravkd, které maji negativni vliv na zivotni prostfedi, dochazi k rozvoji
biologickych uprav osiv. VyuZzivani hub ¢i bakterii na misto mofidel na chemické béazi slouzi
k regulaci pudnich patogenli a patogenii ptenosnych osivem. Pouzivané bioagens jsou
schopny v pudé¢ pretrvavat po celé vegetacni obdobi a ne jen v dobé vzchazeni kli¢nich

rostlin, na rozdil od chemickych piipravki. Sirokospektré pesticidy nejsou na rozdil
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od biologickych tprav nesSetrné k pidnimu eckosystému a nedokazi pisobit pouze proti
jednomu konkrétnimu patogenu v porovnani s bioagens, které jsou druhové specifické.

Proces moteni osiva je chemicky, biologicky, mechanicky, fyzikalni a nebo proces
utvoren kombinaci téchto zptisobt, ktery zmirnuje skodlivé pisobeni vnéjsich nebo vnitinich
vlivll a podporujici kli¢ivost, nasledné tvorbu zdravé rostliny se zvySenym produkénim
potencialem (Khazanda et al., 2002). Prochazka et al., (2015) dodavaji, ze oSetieni biologicky
aktivnimi  latkami se provadi pro podporu zdravotniho stavu a vitality osiva.
Mofeni osiva podporuje rychlejsi a uniformni vzchazeni rostlin iV nepfiznivych ptdnich
podminkach (Callan et al., 1990).

Hnilicka (2006) piSe, Ze pokud jsou semena obalovana tenkou vrstvou polymeru
s u¢innymi latkami, jedna se o inkrustaci, snahou je aplikovat vzdy ekologicky vhodné latky.
Taylor et al., (1991) dodavaji, Ze pfi inkrustaci nedochazi k vyrazné zméné tvaru semene.
Pouzivany material pro inkrustaci je kombinace polymeru a aditiva (napf. mikroprvky,
insekticid, fungicid) a barviva. Misto fungicidii se muize ptidavat mykoparazitickd houba
Trichoderma harzianum a ostatni druhy bioagens. Roztok polymeru s rozpusténym aditivem
je na semeno aplikovan nastfikem ¢i ponofenim semene do roztoku. Po aplikaci polymeru
dojde k okamzitému vysuSeni semene. Inkrustaci se na povrchu semene vytvari
n¢kolikanasobny film, tento proces miize byt opakovan s riiznymi aditivy.

Pti biologické upravé je nutné zachovani sterilnich podminek jako prevence pied
kontaminaci semen nezadoucimi mikroorganismy. U konven¢ni Gpravy osiv nejsou z tohoto
hlediska podminky tak ptisné. Bioagens pouzité pro aplikaci na semena je obvykle pfipraveno
ve form¢ mikrogranuli, vdzané na konkrétni nosi¢. Jako nosi¢ muze byt pouzit napiiklad
kaolin nebo vermikulit. Smés bioagens, Zivin a pojidla, ktera se na semeno nanasi je nanesena
formou inkrustace. Bioprimingem je nazyvan proces mofeni osiva, ve kterém jsou pouzity
bioagens spolu s konkrétnim nosi¢em (primerem), tento proces potlacuje mnoho ptvodci

chorob vyskytujicich se v pidnim prostiedi a puvodct infekce osiva (Callan et al., 1990).

Proces bio — primingu:
piredmaceni osiva na 12 hodin
smichani bioagens (Trichoderma harzianum) s pifedmacenym osivem (10 g/ 1 kg osiva)
nahromadit osivo
nahromadéné osivo pokryt vlhkymi jutovymi pytli - udrzeni vysoké vlhkosti
inkubace osiva pii vysoké vlhkosti 24 hodin pfi teploté pifiblizn€ 25 — 32 °C
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pfi vysoké vlhkosti prostfedi vytvoii pfilnuté bioagens ochrannou vrstvu kolem celého
kli¢iciho semene zasit semena na kli¢idla biologické mofeni osiva zajisti ochranu pited
infekcemi vyskytujicimi se vV ptidé a napadajicimi osivo, podporuje kliceni a rast klicni

rostliny (Reddy, 2012)

Biopriming osiva pomoci bakterii mnohonasobné zvySuje mnozstvi antagonistti
na mofenych semenech ¢imz chrani rhizosféru pted vniknutim patogeni (Callan et al., 1990).
Ovsem Mathre et al., (1994) pisi, ze osivo namoifené houbami ma pii teploté pady 10° C
0 néco vysSSi vzchazivost nez osivo namofené bakteriemi. Schopnost bioagens regulovat
konkrétni patogen, mnozstvi jednotek bioagens na semeni, zpusob aplikace a omezeni
pritomnosti patogenti v aplikaénim procesu urCuje efektivitu biologickych uprav.
Pokud mnozstvi jednotek bioagens zajisti adekvatni ochranu klic¢iciho semene, neni nutny
vysoky pocet jednotek bioagens k regulaci patogenu (Nancy, 1997). Weller (1983) dodava, ze
uspésni antagonisté kolonizuji rhizosféru béhem kliceni. Shukla et al., (2015) popisuji studii,
jejimz  cilem bylo prozkoumat ucinek potencionalné odolnych izolath kment
entomopatogenni houby Trichoderma harzianum vuéi nepiiznivym abiotickym podminkam
zpusobujici stres u plodin. Pokus byl zaméfen na odolnost pSenice seté viici stresu
vyvolanému nepfiznivym vlivem sucha. Testy byly zaméfeny na zjisténi relativni vlhkosti
zrna, osmotického potencidlu, transpirace, indexu stability membrany, osmotické regulace
a chlorofylové fluorescence. Negativnim faktorem, ktery ovliviiuje rostliny béhem plisobeni
stresovych  podminek, je nahromadéni toxického reaktivniho kysliku (ROS).
Studie byla zaloZzena na hypotéze, Ze biologicky namoiené osivo snizi nasledné poskozeni
rostliny. Vysledky vyzkumu potvrdily hypotézu, Ze biologicky oSetiené osivo psSenice kmeny
houby Trichoderma harzianum prokazuje vyss§i toleranci vi¢i suchu a ma pozitivni vliv
na silu kofenového systému. Zvysi se tolerance rostliny vii¢i abiotickym strestim.
Junges et al., (2016) uvadi, ze dle provedené studie, kterou popisuje, vykazovalo biologicky
motené osivo fazolu lepsi ristové schopnosti diky namofeni osiva sporami hub a bakterialni
buné¢nou suspenzi.

Kombinace Trichoderma spp. a Bacillus subtilis podporuje rust kliéni rostliny fazolu
i po té, co rostlina vyCerpa zasobni latky ulozené v semenu. Toto tvrzeni podporuje i Wharton
(2014), ktery napsal, ze prostfednictvim bioagens Bacillus subtilis a Trichoderma harzianum
je dosazeno vyssi ochrany osiva pfed hnilobou a rozkladem zpisobenym Fusarium
sambucinum. Za optimalnich podminek oSetfeni pomoci B. subtilis snizuje vyskyt hniloby
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arozpad semen Vv priméru o 66 — 84 % a oSetfeni pomoci T. harzianum v pruméru o 70 —
81%.

2.7. Biopreparaty

Utinnost prostiedkti pouzivanych v biologické ochrand zavisi na biotickych
a abiotickych podminkéch prostiedi zaroven tyto prostiedky piisobi pomaleji nez chemické
prostiedky. Jednim z nejvétSich omezeni zavedeni biologickych pfipravki do praxe
je nevyrovnanost v ucinnosti téchto pfipravkd. V soucasné dobé se jedna o metodu Cisté
preventivni (Prokinova, 2015).

Pomoci in vitro produkénich systémut vyuzivajicich substraty a to nejcastéji semena
ruznych druhti rostlin (ryze, proso, kukufice, pSenice, je¢men) je vyprodukovan nejvétsi pocet
biopreparatti. Produkce Dbiopreparati je technologie dvoufizovd, v prvni fazi
je vyprodukovano ¢isté, koncentrované inokulum, kterym je ve druhé fazi oSetfen substrat,
ktery je sterilni ¢i semisterilni. Po 2 — 3 tydnech kultivace je produkt pfipraven k finalizaci
ave vysledné formulaci je rtizn¢ upraveny (napi. mlety) komplex ,,patogen - substrat”
(Grimm, 2001).

Vynosy se zvySuji pouzitim biopreparati maximalné¢ o 5 — 15 % a kromé toho neni
dosud zndma presna specifikace vyuziti mnoha biopreparatd (Hysek a Vach, 2014).
Naproti tomu Abbas et al., (2014) pisi, Ze¢ kombinace ,,biohnojiva”, jehoZ zakladem jsou
hlizkaté bakterie, a bioagens dosdhne kumulativniho ucinku, coz vede ke zvySeni vynosu
0 25 % oproti kontrolnimu vzorku.

Okrouhla (1993) dodava, ze pouze preparat, ktery je dostupny veiejné¢ ma cenu pro
praktické vyuziti. Vypracovani komplexnich metodik a jejich nasledné propojeni
s technologii péstovani je cesta k uCelnému vyuziti, zvlasté pak u jednotlivych druhi

okrasnych a dalSich plodin.

CONTANS" WG

Contans® WG je biologicky fungicid, ktery obsahuje 100 gkg® aktivnich spor
Coniothyrium minitans. Houba je vysoce specializovany mykoparazit, ktery v pidé napada
pouze sklerocia patogenti Sclerotinia sclerotiorum a Sclerotinia minor. Piipravek Contans®

WG je uréen pro dekontaminaci pidy od sklerocii, které zcela parazituje a degraduje

(Toussaint, 2015).
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Svoboda (2007) dodava, ze piipravek je schopen zlikvidovat az 95 % sklerocii v ptidnim
profilu do hloubky 10 cm béhem jedné vegetacni sezony. Spory C. minitans pronikaji malymi
praduchy ¢i trhlinami ptfes povrchovou vrstvu do vnitinich ¢asti sklerocia, jehoz bunécny
obsah vyuziva prostiednictvim parazitace jako zivny substrat a vytvaii zde pyknidy a konidie.
Nésledkem ptisobeni je totalni destrukce celého sklerocia, které neni jiz dale schopno

infikovat kulturni rostliny. Po dobu 1 — 2 let ptezivaji pyknospory C. minitans na sklerociich.

SUPRESIVIT®

Supresivit® je pripravek na bazi mykoparazitické houby Trichoderma harzianum,
kteréd kolonizuje svymi vyklic¢enymi konidiemi a ndslednym myceliem povrch kofenti trav
a indukuje vznik rezistence vuci rostlinnym patogenim. Po celou dobu vegetace zlstava
mycelium aktivni na kofenovém systému rostliny a svou schopnosti aktivni parazitace
fytopatogenli zabranuje jejich rozvoji. Komplexni plisobeni houby ma za nésledek vyvoj
zdravé a odolné rostliny viici stresu (Straka, 2007). Nesrsta (2002) dodava, ze zakladem
komer¢niho preparatu SUPRESIVIT, je kmen houby T. harzianum, ktery nese oznaceni
SMTN/RH/Su. Kmen je uéinny proti celé fadé fytopatogennich hub vcetné Pythium spp.,
Rhizoctonia solani, Sclerotinia spp., Verticilium spp. a dals$im. Janauer (2007) dopliiuje,
ze technologie pouziti tohoto pfipravku pouziva maceni semen v suspenzi a vhodné je
I provadét mofeni suchou cestou. Supresivit je mozné pouzivat jako preventivni opatfeni pii
piipravé substratl, jeho zapravenim do zeminy. Bézné davkovani ¢ini 400 g ptipravku
na 1 ha, nejlépe v dobé pred vypuknutim infekce (Straka, 2007). Komercni druhy produktt
nabazi hub rodu Trichoderma, pouzivané v zahrani¢i jsou Trichodex, RootShield
a Binab TF WP.

2.8. Semenarské parametry

V zivotnim cyklu rostlin jsou kliceni a vzchazeni kritickymi etapami, pii€emz
V obdobi sucha. MozZnostmi jak zvySit a zlepSit uniformitu a rychlost kliceni je vyuziti
biologického mofeni osiva nebo dalsi pokrok v rozvoji riznych druhti inokul (Singh, 2015).
Poskliziiové upravy jako jsou cisténi a kalibrace, sjednocuji fyzikalni charakteristiky, které
dociluji uniformity vykonu semen u vétSiny plodin. Pfi vyuZivani téchto uprav hraje zdsadni
roli znalost vitality osiva, mimo rutinné stanovovanou kli¢ivost, protoZze pouze vitalni osivo je
zarukou rychlého a uniformniho kliceni a vzchazeni. PouZiti kvalitniho osiva k témto
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nestandardnim upravam je nutnosti (Pazdera, 2002). Gan, Stobbe a Moes (1992) dopliuji,
ze vitalita osiva vyznamné ovliviiuje prubéh a intenzitu odnozovani tj. pocatecni rast a vyvin.
Problematika dlouhodobého skladovani osiva souvisi s nizkou vitalitou semen a rychlym
poklesem kli¢ivosti coz utvaii ekonomicky problém. Neznalost objektivnich metodik
k vyjadieni vitality tézko skladovatelnych druhd plodin je pfi¢inou mnoha problému
(Hosnedl a Honsova, 2004). Dormantni a neziva semena jsou z pohledu fyziologl pfi¢inou
snizen¢ kli¢ivosti osiva.

Z biochemického hlediska se zpravidla jedna o nevyrovnanou bilanci latek podporujici

klicené a latek kliceni potlacujicich (Copeland a McDonald, 1995).
Laboratorni testy kli¢ivosti jsou cilen¢ vedeny za optimalnich podminek pro semena kazdé¢ho
botanického druhu. Diivodem je stanoveni absolutniho poctu klicivych semen ve vzorku,
opakovatelnost a reprodukovatelnost (Hosnedl, 2003). Nelze opomenout ani technické
podminky pfti kliceni, pfesnost definice vadnych klickii a zkuSenosti pracovnika semenaiské
laboratote (subjektivni vyhodnocovani kli¢nich rostlin) (Gan, Stobbe a Moes, 1992). Zakladni
déleni partii osiva dle kvality je dano daji o kliivosti osiva, které je zdsadnim kritériem
(Copeland a McDonald, 1995).

Zda je klicni rostlina ,,normalni” (vykazuje-li potencial pro dal$i vyvoj v pozadovanou
rostlinu) nebo anomalni (nevykazuje-li potencidl pro vyvoj v normalni rostlinu) rozhoduje
pracovnik semenaiské laboratote.

Dobra vysvétlitelnost, ucelenost, reprodukovatelnost, objektivita, nizka cena a rychlost
jsou zakladnimi pozadavky na test kli¢ivosti. V praxi test kli¢ivosti tyto podminky nespliuje,
nebot’ pribéh testu vyzaduje presnou regulaci teploty, kontrolu vlhkosti, obcas svétlo, vhodné
substraty pro kliceni semen, vhodnd zatizeni pro odstranéni dormance semen a zpisobilé

pracovniky (Pedersen, 1993).

OSetrovani semen obilovin pomoci plazmy

V posledni dobé se zacala pozornost védcti zaméfovat smérem k oSetieni semen
polnich plodin pomoci plazmy. Cilem je deaktivace a ni¢eni nebezpecnych latek.
Plazma je indukovana mikrovlnami a vybuzena elektromagnetickym zafenim s rozsahem
frekvenci 300 MHz az 10 GHz. Modifikace povrchu se vyuziva k ovlivnéni vlastnosti semen
pfizasazovani (smacivost a rychlost kliceni). Pomoci studen¢ho plazmového vyboje
Gliding Arc a vzduchového plazmatu je oSetfovano osivo, a toto oSetfeni vede k vyraznému
poklesu kontaktniho uhlu kapky se semenem. CozZ znamend, ze kapka je vstfebavana vétSim
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povrchem semene, semeno je tedy Iépe zavlazovano (Boromashenko, Grynyov,
Boromashenko a Drori, 2012). Krmenéik a Kysilka, 2001 uvadéji, Ze podstatou oSetieni osiva
plazmatem je rozklad tfi zakladnich a vysoce rozsifenych mykotoxint, které kontaminuji jidlo
a krmivo. Jedna se o mykotoxiny Aflatoxin, ktery je produktem plisni rodu Aspergillus,
Deoxynivalenol (Vomitoxin) a Zearalenon, ktery je produktem plisni Fusarium. Ctyfi
zakladni faktory plazmového vyboje a jejich kombinace vedou k destrukci bun¢k bakterii.
Faktory jsou ultrafialové zateni, teplota, nabité a reaktivni ¢astice. Tento proces je ovlivnén
volbou pracovniho plynu a rychlosti jeho pratoku (Laroussi a Leipold, 2004). Studii, kterou
provedli Selcuk a Basaran (2008) byl prokazan vysoky potencial vyuziti plazmatu k degradaci
mykotoxint, ktery mize byt u¢inné zuzitkovan v osetfovani potravin a krmiv.

Pracovnim plynem byl vzduch ¢i fluorid sirovy (SF6). Pro experiment bylo pouzito osivo
nékolika druhti obilovin a lusténin, naptiklad pSenice, je¢men, oves, ¢ocka, zito, kukufice
acizrna. Védci se zaméfili zejména na destrukci patogennich hub rodu Aspergillus
a Penicillium, nejéastéjsi pivodce kazeni skladovanych semen. Uvedené mykotoxiny snizuji
kvalitu semen tim, Ze snizuji nutricni hodnoty a vytvaii zabarveni a uporné zapachy.
Vysledek oSetteni osiva zavisi nejen na pracovnim plynu a dob€ oSetfovani, ale také na druhu
a morfologii semen. Pouziti fluoridu sirového jako pracovniho plynu pii dobé oSetfovani
15 minut, bylo dosazeno nejlepsich vysledkt, pficemz bylo dosazeno snizeni obsahu plisni
0 3log. V celkové mite dosSlo ke snizeni obsahu plisni pod 1 % od pocate¢niho stavu

V z4vislosti na kontaminaci.
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3. CILE DIPLOMOVE PRACE
Nasledujici pasaz ,,CILE DIPLOMOVE PRACE* o rozsahu 1 strany je vypusténa z diivodu

podévani patentové piihlasky a je obsazena pouze v archivovaném originale diplomové prace

ulozeném na Zemédélské fakulté JU.
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4. MATERIAL A METODIKA
Nasledujici pasaz ,MATERIAL A METODIKA® o rozsahu 11 stran je vypusténa z diivodu

podévani patentové piihlasky a je obsazena pouze v archivovaném originale diplomové prace

ulozeném na Zemédélské fakulté JU.
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5. EXPERIMENTALNI CAST A VYSLEDKY
Nisledujici pasaz ,,EXPERIMENTALNI CAST A VYSLEDKY® o rozsahu 50 stran je
vypusténa z divodu podéavani patentové piihlasky a je obsazena pouze v archivovaném

originale diplomové prace ulozeném na Zemédélské fakulte JU.
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6. DISKUSE

Nasledujici pasaz ,,DISKUSE® o rozsahu 7 stran je vypusténa z divodu podavani patentové
prihlasky a je obsazena pouze v archivovaném origindle diplomové prace ulozeném na

Zemédeélské fakulté JU.
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7. ZAVER

Nasledujici pasaz ,,ZAVER® o rozsahu 3 stran je vypusSténa z divodu podavani patentové
prihlasky a je obsazena pouze v archivovaném origindle diplomové prace ulozeném na

Zemédeélské fakulté JU.
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