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Abstract:

In laboratory bioassays, the efficacy of the entpatbogenic fungusBeauveria
bassianaagainst the yellow mealworniTénebrio molitoy was tested under various
temperature conditions. Six different strains afgusB. bassianavas investigated. The
evaluation was based on vitality bioassays inclydyermination and growth index
assessment and the bioassay of virulence basealget brganisn. molitor was also
assessed growth and yield of conidia differentirsdraf fungusB. bassianaon natural

substrates and artificial nutrient substrates.

Keywords: entomopathogenic fungiBeauveria bassianatemperature relations,

standard laboratory bioassay, in vitro assay, \no ioassay

Souhrn:

V laboratornich podminkach byla testovagaost entomopatogenni houBgauveria
bassiana proti potemniku matnému {Tenebrio molitoy v raznych teplotnich
podminkach pro#tdi. Bylo hodnoceno Giznych kmei B. bassianaHodnoceni bylo
zaloZeno na vitakt v biotestu, vetrg kliceni, hodnocenitistového indexu a biologické
virulence na zékladcilového organismii. molitor.Byl také posuzovanist a vytznost
spor fiznych kmeid B. bassianana girozenych Zivnych substratech a na &oh
Zivnych pidach.

Kli ¢ova slova:entomopatogenni houbBeauveria bassianaeplotni vlivy, standardni

laboratorni biotest, in vitro testy, in vivo biotgs
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1. UVOD

Biologicka ochrana je v séasné dob vyuzivana jiz mnohem vice, nez tomu
poli i ve sklenicich. Cilem biologické ochrany jmezeni chemické ochrany zéelem
zlepSeni kvality potravin a Zivotniho priesdi, které vede ve svéniisledku k podpie
stability ekosysteérinv kulturni krajire.

V sowasnosti pi regulaci populaci Skodlivych organignvystupuji do pofedi
principy trvale udrzitelnych systémjejichz dilezitou sodasti je respektovani ochrany
Zivotniho prosiedi a zdravi obyvatel.

PredevSim v poslednich letech se v biologické ochrgmatiuji pripravky na
bazi mikroorganisr, které reguluji populace Skodlivych organisnMezi rg pati
entomopatogenni bakterie, viry, entomopatogenstibd a pedevsim entomopatogenni
houby. Vysoky potencial entomopatogennich hub ¢isfdo predevSim v jejich
celos¥tovéemu roz&eni a pirozené pimé asociaci s mnoha druhy organisrhlavre
hmyzu. Zvlastni #etel je kladen na lokalni endemické kmeny, ktew#itprirozenou
slozku daného ekosystému. K vyhodam pouziv&titd lokalnich kmei je predevsim
jejich adaptace na osevané prosedi. K cilim biologické ochrany nepatabsolutni
odstragni Skodlivého organismu, ale jeho udrZzeni pod prabB&onomické Skodlivosti
za maximalniho vyuzivanitpozenych regulkénich faktof.

Tato diplomova prace je zatena na studium jednotlivych endemickych kiinen
entomopatogenni houtlBeauveriabassianav riznych podminkach prasdi — jeji fist
a vykznost spor naifrozenych druzich substratu a &élgch Zivnych midéach v tiznych
teplotnich podminkach;ast v riznych teplotach na larvach potemnika ®&raho

(Tenerbiomolitor).



2. LITERARNI P REHLED

2.1. Integrovana ochrana rostlin

Definice integrované ochrany podle Sfmice Evropského parlamentu a Rady
2009/128/ES:

Pod pojmem ,integrovana ochrana rostlin® se rozymilivé zvazovani vesSkerych
dostupnych metod ochrany rostlin a nasledna integrehodnych opé#tni, ktera
potlatuji rozvoj populaci Skodlivych organisma udrZuji pouzivani ffpravki na
ochranu rostlin a jinych forem zasahu na Grovnikteré lze z hospodigkého a
ekologického hlediska @astodnit a které snizujti minimalizuji rizika pro lidské zdravi
nebo Zivotni prosedi. ,Integrovana ochrana rostlin® kladdéirdz na dést zdravych
plodin pi co nejmenSim naruSeni zéddlskych ekosystéfh a podporuje firozené
mechanismy ochrany@d Skodlivymi organismy (ANONYM 2009).

2.2. Biologicka ochrana rostlin

Pojmem biologicka ochrana je obvykle chapano édewmé pouzivani Zivych
organisni (roztata, hmyzu, hlistic, vili, bakterii, hub aj.) pro pottavani Skodlivych
biologickych ¢initela (Skidci, choroby, plevelné rostliny), omezovani jejigfivoje,
Siteni a udrZeni pod urovni jejich Skodlivého mnoZstpbrostech kulturnich rostlin.

Cilem biologické ochrany je omezeni chemické ochraa (telem zlepSeni
kvality potravin a Zivotniho proidi, resp. odstti@vani nepirozenych prvk (zvlase
toxickych) z biologickych potravnich cykl ve svém dsledku vedouci k podpe
stability ekosysteérinv kulturni krajire.

Biologické metody regulace Skodlivych organiziou lidem znamé uz z davné
minulosti, ale jejich SirSimu uplaini zabranil na dlouhou dobu rozmach chemické
ochrany rostlin, zaloZzené na relatvijednoduché a snadné aplikagasto velmi
toxickych gipravka.

K vyrazrgjSimu rozvoji biologickych metod regulace populd@tiidca doSlo
zejména koncem dvacatého stoleti. K jejich SirSmplatréni v praxi gispel lepsi
piistup k informacim a novym poznétk, rovreZz ekologické zerdélstvi, které
nevyuziva klasickeé ifpravky chemické ochrany pro regulaci populacid& rostlin
(VONDRASKOVA 2008).



Hlavnim cilem biologické ochrany jegalevsim regulace, nikoli Uplné vyhubeni
Skidce. Populace Skodlivého organismu bylan byt udrZzovana pod hladinou
Skodlivosti, kdy naklady na ochranu rostlin odp@jidbjemu Skody vznikléisobenim
Skidol (NAVRATILOVA 2000).

Mezi velmi dilezité vlastnosti biologické ochrany rostlin figakeé ,konzervace
piirozenych nefatel“ pasobicich proti nefrznéjSim Skodlivym ¢initelim, coz je
vyznamny¢innost, jejimz cilem je chranit a udrzovat populgtieozenych nefatel
(JOHNSON 2000).

2.3. Entomopatogenni houby

Entomopatogenni houby jsou nejdéle znamé atas®ji determinované
entomopatogenni mikroorganismy asociované s hmypestgZe jejichiist na povrchu
téla riznych druli hostiteh je na rozdil od ostatnich skupin entomopatogennich
mikroorganisnd snadno vizuakn patrny (LANDA 1994). Porrné velkou skupinu
entomopatogennich hub t¥aruhy, které kro hmyzu rostou i na mrtvém substratu
organickych zbytik a jejich patogenita pro hmyz je jen jednou z maZingejich
existence (WEISER 1966). Zajimavym rysefthto hub je schopnost vyvolavat infekci
kontaktem, aktivni penetraci kutikuly, zatimco tstédst entomopatogénke kterym
pafi viry, bakterie a protozoa musi byt bezpodmiidepozeny, aby mohla byt infekce
iniciovana. Entomopatogenni houby jsou heterogeskuipina tvéena v sotiasnosti
témet 750 druhy, které jsou zastoupeny ve 100 rodechBEVHGAR 2002).

2.3.1. Charakteristika vztahu mezi hostitelem a emtmopatogenni houbou
Entomopatogenni houby ievaz® pasobi jako ektoparaziti hmyzu.
Endoparaziticky fisobi jen velmi #Hdka. Hmyz byva infikovan konidiemi nebo
blastosporami @euteromycoting sporamici konidiemi Zygomycoting askosporami
(Ascomycotinpa zoosporamiMastigomycotina Vyjime¢né bylo zjiS€no infikovani i
sklerociemi a sporodochii (McCOY et al. 1988). R@io pronika doéta hmyziho
hostitele kutikulou, gkdy také ustningi fitnim otvorem, nebo dychacim systémem.
Mezi negastji napadangady hmyzu entomopatogennimi houbamitiphtouci
(Coleopterd, dvoukidli (Diptera), trtasnokidli (Thysanopterg ploStice Heteropterg,
stejnokidli (Homoptera a motyli (epidopterd. Negasgji infikovanym stadiem jsou

larvy, piipadré kukly (LANDA 1998). Paraziticka valence deuterorayge velmi



rozmanita. \¥tSina druli polyfagnich entomopatogennich hulize obecw parazitovat
na Sirokém spektru hmyzich hostitel (LANDA 1998). Rizné kmeny
entomopatogennich hub mohou vykazovat i GUzkou tedsitou specializaci. Druhova
specifita €chto hub ve vztahu k hostiteli gasto podmi#éna jeho fyziologickym stavem,

vlastnostmi kutikuly a naroky patogena na vyzZivic@OY et al. 1988).

2.3.2. Taxonomicky systém entomopatogennich hub

Pro klasifikaci entomopatogennich hub se ¢katika riznych verzi ujal
predevsim systém zavedeny G. C. Aisworthem, ve ktgsémn nejvysSimi jednotkami
hub oddleni Eumycotaa Myxomycota(AINSWORTH et al. 1973). Entomopatogenni
druhy hub jsou znamy v odi@ni Eumycota zastoupeny jsou v mnolitadech éiznych
kmeni. K nejvyznamgjSim (GOETTEL et al. 2000, LANDA 1998) gatpiredevsim
entomopatogenni  houby v podkmenecMastigomycotina (Chytridiomycetes
Blastocladialey Zygomycotina (Zygomycetes Entomophthorales Mucorales,
Ascomycotina (Pyrenomycetes Spaeriales Laboulbeniales a Deuteromycotina
(HyphomycetesMoniliales). Un¢le vytvarena pomocna skupin@euteromycotinge
rozélenéna na pomocné&ady, ¥idy a celedi a rod pouze na zakkdnorfologické
podobnosti, nikoliv viak podle vyvojového systérdh VA 1998). Velmi vyznamnou a
ponerné dole znamou skupinu entomopatogennich hub, ve ktejgdgejich velky
pocet zastoupen, ipdstavuji houbyZygomycotina(ZygomyceteseEntomophthoralés
Entomopatogenni houby zastoupené v torfddu reprezentuji ipvazre obligatre
parazitické druhy, jejichz vyvojovy cyklus je vazdma Zivého hostitele. U étSiny
zastupé z fdduEntomophthoralege produkce pdebného mnoZstvi biomasy formou in
vitro kultivaci na unmdlych zZivnych midach doposud hiizcela nemozna nebo je velmi
slozita a nakladna (LANDA 1994, 1998).

Z hlediska praktické biologické ochrany majickNy vyznam zastupcigkolika
dulezitych rodi deuteromycet Hyphomycetes Moniliales). K nejznamdjSim pati
entomopatogenni houby nbdBeauveria, Hirsutella, Isaria, Metarhizium, Nomusae
Tolypocladiuma Verticillium (SAMSON et al. 1988)V téchto rodech je zastoupena
fada druli, z nichz piblizn¢ 25 je v sotiasné dob vyuzivano ve form standardnich
bioprepardt. VétSina hub této skupiny iwe realizovat vyvojovy cyklus i v
alternativnich systémech, betirmpé vazby na zZivého hostitele (itapaprofyticky cyklus
na odumirajici organické hméotraizného m@vodu). Statut fakultativnich parakit

umoziuje produkci biomasy infekich jednotek (konidii resp. blastospor) pomoci



velkokapacitnich biotechnologii, coz je zakladrchigologicky pedpoklad pro vyvoj a
trzni realizaci standardniho biopreparatu (LANDA&®

2.3.3. Vyvojovy cyklus entomopatogennich hub

Vyvojovy cyklus hub z pomocného a#ldni Deuteromycotina z hlediska
napadeni hostitele Ize rodid do tii dalezitych ¢asti, které zahrnuji primérni interakce
mezi patogenem a hostitelem a vyvoj patogena odilpovkontaktu s hostitelem do
ukonteni vyvojového cyklu: 1) Nejprve dojde kghyceni na povrchu kutikuly
hostitele a nasledné vykéni konidii patogena 2) Dojde k penetraci patoderdulou
do €Ini dutiny hostitele a vyti@ni povrchové sit mycelia 3) Patogen na hostiteli
vyvyji a produkuje noveé konidie (LANDA 1998, ZIMMBW®RANN 2007).

K rozSiovani konidii v pirodk slouzi rada abiotickych faktdr — negastji
dochazi k §eni wtrem, de&tm, vodnimi parami. Mezéasté penosy patogena [rat
kontakt zdravych a infikovanych jediinc¢i autodisseminace, ip niz dochazi
k rozSiovani infekce mezi jedinci uviiipopulace (LANDA 1998).

Povrchova struktura konidii sehravacklou roli @i vlastni adhezi konidii
k povrchu &la hostitele. Nkteré druhy entomopatogennich hub maji konidie vghg
mucilagennim¢i Zelatinovym povrchem, ktery umidje pevné fitisknuti na povrch
kutikuly hostitele (TANADA & KAYA 1993). Jiné druhyentomopatogennich hub
(nap. Beauveria bassiandsaria fumosoroseaj.) produkuji suché, siénhydrofobni
konidie s rozmanit strukturovanym povrchem. Primarni adheze takowyduanidii je
zajis€na bul’ pifimou interakci mezi dima hydrofobnimi povrchy (konidie — kutikula
hostitele) nebo prostdnictvim elektrostatickych sil,fipadré i molekularni interakci
mezi latkami, které jsoutrftomny na povrchu konidii a kutikuly hostitele. Meyto
latky pati nag. hemaglutiny, N-acetylglucosamin, glykoproteinggrsly, polarni lipidy
a jiné (McCOY et al. 1988, LANDA 1998).

S adhezi souvisi také &tini konidii. Nekteré povrchové substance na kutikule
hostitele a na konidiich s&astni jak adheze, tak i kivosti konidii (BOUCIAS et al.
1988). Kliceni konidii je prvou aktivni fazi interakce patoges hostitelem. ¥Sina
druhi entomopatogennich hub produkuje konidie, kterdi jeaergeticky dostataé
vybaveny k vykléeni, bez nutnosti absorbovat externi Ziviny. cHli konidii tak
pievazre zavisi na abiotickych faktorech, ke kterymipakedevsim relativni vzdusna
vihkost a teplota. V prvé fazi dochazi k vyraznémétSeni konidie, ktera Zama Kliit

(bobtnani) a dochazi ke komplexniegtavld stny konidie, po niZ nasleduje tvorba



primarniho kléku. Od utité faze naklieni je dalSi vyvoj patogena zavisly na externim
piijmu Zivin. Houba z&na gijimat latky, které jsou nejprve séasti kutikuly hostitele,
nasleds pak absorbuje Ziviny, které jsotifpmny v hostitelovych vnihich organech a
tkanich (BOUCIAS et al. 1988, LANDA 1998). Za timt@&elem pronika fimou
penetraci nebo prasdnictvim girozenych otvai do €Ini dutiny hostitele. B ptimé
penetraci kutikulou uplatji houby kombinaci biochemickych a fyzikéln
mechanickych prvk V prvé fazi penetrace jsou v oblasti apresorianiiajici hyfy
produkovany kutikulou degradujici enzymy - lipazhitinazy, proteadzy. Koncova
Spicka invazni hyfy tlakem pronika naruSenou kutikuloostitele a invaduje dalhi
dutiny. Castym mistem penetrace do kutikuly jsou tnéklerotizované&asti na povrchu
téla. Kromg primé penetrace kutikulou, jsou entomopatogennimbiidupronikani do
téIni dutiny vyuzivaji i pirozené otvory, ke kterym patpredevSim dychaci otvory
(LANDA 1998).

Obr. 1: Schéma vyvojového cyklu entomopatogennich hub (LAND 1998)

externi prichyceni
sporulace spor
interni kliceni
proliferace spor
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Po proniknuti patogena déld dutiny, dochazi zpravidla k rychlé kolonizaci
jednotlivych €lnich tkani a orgah V této fazi cyklu vyvoje patogen rychle kolonieu;j
téIni dutinu hostitele a vyuziv&imi latky obsazené ¥lnich tkanich (WEISER 1966).
Za timto @elem tvdi vétSina entomopatogennich hulizné typy heterogennich
tenkostnnych tlisek, ke kterym séadi blastospory, kvasma €liska, hyfalni ¢liska a
fragmenty. Tatodiska se rychle namnozZujglénym pwenim (LANDA 1998). Mimo
tyto tliska jsou v hostitelavhemolymg nalézany i volné protoplasty (SAMSON et al.
1988).

Smrti a mumifikaci hostitele kéhparazitick&ast vyvojoveho cyklu a nastupuje
findlni saprofyticka faze patogena.ciza tvorba povrchového mycelia a sporulace. Pro
tuto fazi vyvoje jsou oft typické vlaknité struktury. Patogen piistd na povrch
mumifikovaného hostitele a postupmokryva celé jehoéto husta si mycelia. V
posledni fazi, konidiogenezi, sec¢h@@a na vzdusném myceliu vyig konidiofory, na
kterych se v konmé fazi cyklu vyvoje utvigeji nové konidie. Konidie si vipozers
dormantnim stavu udrzuji vitalitu po dobgkolika tydnmi az nmésiai (LANDA 1998).
Konidie jsou produkovany v Utvarech, které usnadsiceni infekce kontaktersi Sireni
prostednictvim ¥tru a vody (nap HALL 1981, OSBORNE & LANDA 1992).
Dormance konidii je zak@ena novym $enim a adhezi konidii na povrchilat nového
vhodného hostitele (LANDA 1998).

2.3.4. Klicové faktory prostiredi na vyvoj entomopatogennich hub

Klicovym faktorem prosedi na vyvoj je pedevSim vihkost. Kéeni konidii
zpravidla vyZaduje relativni vihkost vzduchu vys&7 90%, avSak také ostatni faze
vyvoje probihaji nejrychleji ip vysSich vihkostech (LANDA 1994). Pouze v dobd
proniknuti patogena dclhi dutiny hostitele a do @pvného prolistani mycelia na
povrch €la nejsou naroky na vysokou vlhkost v okolnim predi tak vysoké. Také
v dok® sporulace patogena stoupaji naroky na vysSi valatihkost a velké mnoZzstvi
entomopatogennich hub sporuluje tbipouze f relativni vihkosti vySSi nez 92,5%
(WALSTAD et al. 1970). V fipac, Ze v prosedi nastanou néjnivé vihkostni
ponery vytvéri vétSina entomopatogennich hub uwnitla infikovaného hostitele
perzistentni hyfy a saprofytickou fazi vyvoje kompaje az g vhodnych podminkéach.
Nizka relativni vihkost je vSak vyhodn&ack pripadi, predevSim pak wth druhi hub,
které produkuji konidie s hydrofobnim povrchem az bmucilagenniho pokryvu
(GOTTWALD & TEDDERS 1982).



Tolerance k rozdilnym teplotdm je u entomopatoganrtiub dosti vysoka.
Délka vyvojového cyklu probihd v Uzké korelaci ok teplotou. Optimalni teploty
jsou v rozmezi 20 — 30°C, kratkodoimohou entomopatogenni houbigpivat i vysoké
teploty v rozmezi 40 — 45°C. KBni konidii nejlépe a nejrychleji probiha peplot
25°C. Velkécast druli entomopatogennich hub je vSak dokonale adaptav@ireziva i
dlouhodobé fsobeni velmi nizkych teplot. Ostatniigmbeni abiotickych faktér
nedosahuje tak velkého vyznamu, jako j€éddie pisobeni vihkosti a teploty (McCOY
et al. 1988, LANDA 1998).

2.4. Struény prehled nejvyznamréjSich druhé entomopatogennich hub

2.4.1.Isaria fumosoroseaVNIzE

Tento kosmopolité rozSfeny druh, znamy pod starSim jménéraecilomyces
fumoso-roseu$Wize) BROWN et SMITH, je velmi polyfagni. Na infikovaném hostiteli se
nejprve tvai bilé vatovité mycelium, které je pagd nafialowlé barvy g plné
sporulaci a vatovity charakter tohoto myceliaghazi v prasny. Konidiofory tvené na
vzdusném myceliu jsou na hyfach umiist v preslenech. Konidie majici charakter
cylindrického tvaru tvi fetizkovité utvary, kazdyetizek je tvéen az z 50 jednotlivych
konidii (SAMSON 1974). B optimalnich podminkach dokaze rychla infekce pata
zpasobit smrt molic ve vSech vyvojovych stadiich (OSBE et al. 2010).

Teploty mezi 30 az 40°C jsou velmi limitujici prést patogena nez teploty 8 —
11°C. Optimum teplot praist této houby se pohybuje v rozmezi 20 — 30°C (MIBA
al. 1997).

2.4.2.Lecanicillium lecanii R. ZARE et W. GAMS

Tento druh, poprvé popsany v roce 1861 &iveBich pracich¢asto uvadny
pod synonymickym jménenVerticillium lecanii (ZIMMERM.) VIERGAS je Siroce
polyfagni entomopatogenni, pouzivany v biologiclelraré k boji proti tasrénkam,
molicim a msicim v zahradnictvi. Druh se &irpzenych podminkach vyskytuje i jako
patogen v populacichiznych drulid brouki, motyli a dvoukidiého hmyzu (LANDA
1998).

Hlavnim determinénim znakem tohoto druhu je typicka forma sporuldda.

vzdusném myceliu v gbéhu konidiogeneze se vytkgji dlouhé typické lahvicovité

10



buiky, na jejichz konci se utvdji elipsoidni konidie. Na myceliu jsou konidiofory
utv&eny v feslenech a protilehle z jedné zoényistaji 2 az 4 konidiofory. Na konci
hyf maze byt geslen utvEen i WtSim mnoZstvim konidiofdr Now vytvoiend
konidiofora odtlguje jiz drive vytvarenou do shluku, ktera jiz drzi kompaktni tvar
(HALL 1985).

Kliceni patogena zéna pouze P vysoké relativni vzdusné vihkosti (LANDA
1994), optimum pro kéeni spor je 97%, praist pak 85-90%. Teploty by &y byt mezi
20 — 25°C (SAMSON & ROMBACH 1985).

2.4.3.Metarhizium anisopliag(M ETSCH.) SOROKIN

Tento druh entomopatogenni houby poprvé popsan Metschnikoffem v roce
1879 jako entomopatogen proti drulnisoplia austriacgdColeoptera, Scarabaeidae
(ZIMMERMANN 1993).

Vytvorené mycelium zcela pokryjéld napadeného hostitele, konidiofory jsou v
kompaktnich shlucich, jednotlivé konidiofory seoge \&tvi. Konidiofory se dostéasto
shlukuji a tvéi sporodochia, ktera jsou jednoducha nettwena (WATANABE 2002).
ZIMMERMANN (1993) uvédi, Ze tato houbatte infikovat vice nez sto drithmyzu,
piedevSim z tradi Orthoptera, Hemiptera, Coleoptera, Diptera, Lepitia a
Hymenoptera

Jednotlivé kmeny maji Sirokou teplotni valenci piist. Je udavano, Zetkteré
rostou i teplotach vysSich nez 35°C akiteré i @i teplotach nizSich nez 12°C, avSak
optimum teplot proist je mezi 25 az 30°C (BOUCIAS & PENDLAND 1998).

2.4.4.Beauveria brongniartii(SACCARDO) PETCH

Tato entomopatogenni houlpa v prirodk vzacrgjSi nez znargsi B. bassiana
avSak je rov&Z kosmopolitd rozStena na hmyzu stejnjako v mznych dalSich
prostedich. Jeji vyskyt byl zaznamenan ve vysokohorskigsmich oblastech a na
dalSich mistech (ZIMMERMANN 2007).

Pro tuto houbu je charakteristickd tvorba nejprilgch a pozdji nazloutlych,
nékdy vSak i ngervenalych kolonii. Elipsoidni konidie jsou uggdané samostatii v
malych skupinkach (ZIMMERMANN 2007).

Patogen sporuluje a rostéi peplotach 2 az 33°C, nejlépe roste v teplotnim
rozmezi mezi 22 — 33°C (MUELLER-KOEGLER 1965).
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2.5.Beauveria bassian@dBALSAMO -CRIV.) VUILLEMIN

K rodu Beauveriav sowasnosti paf tfi vyznamné druhy entomopatogennich
hub: B. bassiana B. tenella a B. brogniarti. B. bassiana pati mezi druhy
nejvyznamgjsi (ZIMMERMANN 2007).

Entomopatogenni houb8. bassiana(BALSAMO-CRIVELLI) VUILLEMIN byla
objevena ped cca 170 lety. Objevil ji v roce 1834 italskydec Agostino Bassi (1773-
1856). Jeji uteni provedl Giuseppe Balsamo Crivelli a popsakfidy jakoBotrytis
paradoxa pozdji vSak znenil jeji pojmenovani ndotrytis bassianaa p@est jejiho
objevitele (DIRLBEKOVA 1991). V roce 1912 provedl uMemin revizi
systematického #azeni a vytviil v sowasnosti respektovany rdgeauveriado nthoz
praw pati i druhB. bassiangdZIMMERMANN 2007).

Taxonomicky Ize B. bassianazaadit dwma zpisoby. Jeden na zakkad
anamorfy, neboli nepohlavniho stéddia a druhy naladdk pohlavniho stadia —

teleomorfy:

«  Taxonomické zéazeni na zakladanamorfy(VANA 1998):

Trida: Ascomycetes

Pomocné odileni: Deuteromycotina
Pomocnaiida: Hyphomycetes
Pomocnyfad: Moniliales
Rod:Beauveria

Druh: Beauveriabassiana

»  Taxonomické&azeni na zakladteleomorfy(SUNG et al. 2007):

Trida: Ascomycetes
Rad:Hypocreales
Celed: Cordycipitacea
Rod:Beauveria

Druh: Beauveriabassiana

B. bassiangati k prevazr Siroce polyfagnim drutm hub, které se velntetn

vyskytuji v pidé a parazituji na jgnim hmyzu, resp. na stadiich hmyzu, ktera se
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vyskytuji v pidé. Z hostitei houba napada redevSim dkteré zastupce zadi
rovnokidli (nag. krtonozky), brouci (nap larvy a kukly chroust a chroustg,
mandelinky bramborové, lalokondgsa mnoho dalSich drily, larvy a kukly motylh a
dvoulkiidiého hmyzu. V posledni débbyly izolovany i kmenyB. bassiana které
vykazuji vysokou virulenci naiznych druzich stejndgkdlého hmyzu (naip na molicich
a mSicich) (GOETTEL et al. 2000, LANDA 1998).

Na un®lych Zivnych midach i na infikovaném hostiteli vyttighouba mycelium,
které je mlén¢ bilé barvy. Konidie jsou globoidniho az subglolmit tvaru o velikosti
2,0 — 3,0 x 2,0 — 2,am. Konidiogenni struktury twd husté shluky. Optimalni teplota
rastu je mezi 23 az 26°C, maximalni teplota pfstrmycelia je 28 — 31°C
(DIRLBEKOVA 1991). Nastanou-li idealni podminky, &aa klieni konidii po 10ti
hodinach od dobyiirhyceni patogena k povrchu hostitele a je dékao zhruba po
20ti hodinach.

B. bassiange snadno kultivovatelna na pevnych i tekutych yompidach. Pro
masovou produkci jsokasto vyuzivany dvoufazové a submerzni kuttihidechnologie.
Pfi submerznich kultivacich vznika gmblastospor a konidii. Konidie vznikaji t&m
stejre rychle jako blastospory, ale byvaji stalejSi (FEBI&I. 1994).

Stejre jako vSechny druhy entomopatogennich hub, t& bassiananapada
svého hostitele fes kutikulu. Infekni cyklus se sklada =zkolika fazi
(ZIMMERMANN 2007): nejprve dochazi kighyceni spor na kutilule hostitele, poté
spory KIEi a dochazi k penetraci kutikuly hostitele, palekthi tlak patogenaipkona
obranny imunitni systém hostitele a dojde k prodiée (profistani) do ¢la hmyziho
hostitele, nakonec dochazi ke smrti hostitele adgemezi patogena (saprofyticka faze
cyklu vyvoje).

K uchyceni konidii k povrchu kutikuly hostitele pposazeno pomoci silnych
vazebnich sil a tento proces je pasivni. Toto uehige vytvdeno nespecifickymi
adheznimi silami mezi epikutikulou hostitele a hofdbnim povrchem konidiii
prostednictvim elektrostatickych sil. Na adhezi konikliiclu hostitele se podileji také
fady latek, zejména hemaglutiny, N-acetylglukosatiglykoproteiny (BOUCIAS et
al. 1988). Klgeni konidii, jsou-li pichyceny na povrchu hostitele, neni pateavislé na
piijmu Zivin z externich zdr@j neba@ konidie ma sama zésobnich latek dostede
mnozstvi (BOUCIAS et al. 1988).

Hostitelovou smrti zéna saprofyticka faze vyvoje cyklu patogena. Holtha

bassianavytvéi uvnitt té¢la usmrceného hostitele masu mycelia a dochazirkifikaci
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hostitele. B optimalnich podminkach dochazi na povrchila tmumifikovaného
hostitele ke sporulaci. Mycelium ¥rpronista a dochazi ke konidiogenezi. Nejsou-li
idealni podminky pro sporulaci, zvl&ge-li nizka relativni vzdusna vlhkost, patogen
muze setrvavat wte mumifikovaného hostitele v perzistentni faziodpke mycelia.
(BOUCIAS & PENDLAND 1998).

K mérg prozkoumanym oblastem je endofytick§gst mitosporickych hub, o
kterém hovéi ve vztahu ke kukiici INGLIS et al. (2001). Rostliny kukice Zeamay$
byly inokulované houbo®. bassiana dalSi studie potvrdily, Ze tato houba se dostava
do rostlinnych pletiv atstava tam po celou dobu vegetasezony (BING & LEWIS
1991). Vytv&i tak s rostlinami kuktice vztah, diky #muz mize navodit sezénni
supresi zavijge kukdicného (COOMBS & COOMBS 2003).

2.6. Biopreparaty na bazi entomopatogennich hub

Prvé masové pouZiti entomopatogennich hub sahdojitoku 1888, kdy bylo
pouzito Krassiltschikem. Jejich vyvoj, jako biopessti proti Skodlivym initelam byl
vSak velmi pomaly a objevenicianych chemickych latek v letech 1939-1945
(predevSim DDT) snizilo zdjem jejich pouzivani. Teppe prokazani negativnich
dopadi na Zivotni prosedi a vysokych zdravotnich rizik pouzivanim chematk
(predevSim syntetickych polychlorovanych) latekatkem 60. let 20. stoleti se @
biopesticidy zvysil zajem (GLARE 2004).

Konidie nebo blastospory t¥odcinnou slozku ¥tSiny bioprepardit na bazi
entomopatogennich hub. Konidie jsou produkovanynéar povrchovych kultivaci na
tekutych Zivnych pdach. Blastospory entomopatogennich hub jsou pmdrky ve
ferment&nich biotechnologiich a vyuZivaji fenoménu ¢y morfologické formy
patogena po proniknuti délni dutiny hostitele. Fes utité zasadni odliSnosti jsou vSak
biopreparaty na bazi konidii nebo blastospor stgjm@ém, Ze obsahuji konkrétni i
vitalnich, virulentnich infeknich jednotek schopnychimo vyvolat infekci, které jsou
doplrény o inertni nebo nutritivni slozky. Ngjsgji jsou tyto biopreparaty formulovany
do ve vod@ rozpustnych prask (WP) nebo granuli (WDG), v soasnosti se také
za&inaji pouzivat i olejové suspenzni koncentraty (ID¥N1998).

Biopreparaty na bazi entomopatogennich hub mugkjdgatiadu kvalitativnich
a kvantitativnich kritérii a podléhaji kompletnimegistr&nimu procesu. K hlavnim
parametim kvalitativni povahy pé&t garance druhu a kmene patogena; specifikace

podilu aktivni a dogikové sloZzky v biopreparatu a maximaldigustna kontaminace
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(zastoupeni cizorodych biotickychimési, nap. bakterii, v 1 g/ml fipravku). Mezi
hlavni kvantitativni parametry houbovych bioprepaati predevsim (LANDA 1998):

+ pacet infelkenich jednotek — tzv. titr konidii (blastospor)

« klicivost konidii (blastospor) — garantovana vitalitankdii nebo blastospor
udavanav %

« pocet kolonie tvéicich jednotek — specificky (daj kvalitativni poyah
udavajici z kolika jednotek patogenéitpmnych v 1 g/ml biopreparatu sé gultivaci
na unglé zivné mde vytvori samostatna kolonie.

Zajimavou skupinu bioprepataha bazi entomopatogennich hubitygipravky
jejichz aktivni slozku tvid bud’ neinfelkeni formy biomasy hub nebo infehki jednotky
imobilizované v organickych nebo anorganickych &iebi. Tyto formulace byly cilen
vyvinuty pro &ely aplikaci do fdy. V podstat jsou znamé dvzakladni verzeéthto
formulaci, které popisuje LANDA (1998):

« biopreparaty na bazi myceliovych grandlipatogen je finalizovan do formy
suSenych myceliovych fragmeéntkteré po aplikaci do taly jimaji vodu a postugn
regeneruji do standardni formy mycelia, na kterémt\a¥i konidie, které mohou
infikovat hmyziho hostitele

- biopreparaty na bazi alginatovych pelet smiSend biomasa patogena je
spole&né s nutritivni sloZkou imobilizovana do drobnych gteljenz po aplikaci doduoly
jimaji vodu, imobilizovana houba regeneruje a szityon Zivin, které jsou saidsti
pelety realizuje kompletni saprofyticky cyklus, ¢eh vysledkem je tvorba nové
generace konidii.

Mezi prvni registrovanéifpravky Ize pitadit pipravek MycaF, ktery byl na
bazi entomopatogenni houlbirsutella thompsoniizaregistrovan v roce 1981. Firma
Tate & Lyle v Anglii zaregistrovalaifpravek Vertale® na bazi houbyecanicillium
lacanii, ktery je pouzivany proti msicim aipravek Mycota! vyuZivany v ochrasproti
molicim ve sklenicich. Vyznamné jsou vSak také nimy&ekticidni pipravky na bazi
houby Isaria fumosorosea(syn. Paecilomycesfumosoroseys — nap. pripravek
PreFeRdl pouZivany proti msicim, molicim afdsrénkdm (GLARE 2004). Mezi
vyznamné mykoinsekticidy pattaké houbd@8eauveria bassian&e vSech biopreparat
na bazi entomopatogennich hub, Be bassianaz 33,9%ftadi mezi nejpouZivaisi
(FARIA & WRAIGHT 2007). Velmi dobrych vysledk proti lykoZroutu smrkovému

(Ips typographus je dosahovano s biopreparatem BovRroktery v laboratornich
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podminkéch v koncentraci 1,0 x ‘1Ronidii/ml a [ teplo& 25°C zpisobuje aZ? 99-
100% umrtnost brouk(KREUTZ et al. 2004).

Tab. ¢. 1: Pripravky na bazi B. bassianaregistrované v Evro@ — upraveno dle
prace FARIA & WRAIGHT (2007).

Obchodni ndzev | Zemé registrace | Propagule / Cilové skupiny organismi
pripravku pripravku formulace * Fady aceledi
Boverol® CR C/WP Coleoptera (Chrysomelidae)
Boverosil® CR C/WP Coleoptera (Curculionidae)
Ostrinil Francie C+H/TK | Lepidoptera (Crambidae)

Coleoptera (Curculionidae, Scarabaeidae),
Lepidoptera (Castiniidae, Pieridae),
Hemiptera (Aleyrodidae), Thysanoptera
(Thripidae) +Acari (Tetranychidae)
Coleoptera (Curculionidae, Scarabaeidae),
Hemiptera (Aleyrodidae, Aphididae,

Trichobass-L Spaifsko C/OD

Dansko, Italie,

BotaniGards ES éSvedsko, /oD Pseudococcidae, Psyllidae), Thysanoptera
parlsko o
(Thripidae)
Coleoptera (Curculionidae, Scarabaeidae),
Dansko, Italie, Hemiptera (Aleyrodidae, Aphididae,
BotaniGards 22WHR Svédsko, C/IWP Cicadellidae, Fulgoridae, Miridae,
Sparglsko Pseudococcidae, Psyllidae), Thysanoptera
(Thripidae)
Coleoptera (Chrysomelidae, Curculionidag,
Scarabaeidae), Hemiptera (Aleyrodidae,
Aphididae, Cicadellidae, Fulgoridae,
Mycotrol O Dansko, Italie, c/oD Miridae, Pseudococcidae, Psyllidae),

Svédsko Lepidoptera (Crambidae, Noctuidae,
Pieridae, Plutellidae), Orthoptera
(Acrididae, Tettigoniidae), Thysanoptera
(Thripidae)

Coleoptera (Chrysomelidae, Curculionidag,
Scarabaeidae), Hemiptera (Aleyrodidae,
Aphididae, Cicadellidae, Fulgoridae,
C/WP Miridae, Pseudococcidae, Psyllidae),
Lepidoptera (Crambidae), Orthoptera
(Acrididae, Tettigoniidae), Thysanoptera
(Thripidae)

Coleoptera (Chrysomelidae, Curculionidag,
Scarabaeidae), Diptera (Ephydridae,
Mycetophilidae, Sciaridae, Tipulidae),
Hemiptera (Lygaeidae, Miridae,
Cercopidae,Cicadellidae, Aleyrodidae,
Aphididae, Pseudococcidae, Psyllidae),
Hymenoptera(Formicidae), Lepidoptera
(Crambidae, Gelechiidae, Geometridae,
Noctuidae, Tortricidae), Orthoptera
(Acrididae, Gryllotalpidae), Thysanoptera
(Thripidae) +Acari (Eriophyidae,
Tetranychidae) + Crustacea + Diplopoda

Dansko, Italie,

Mycotrol WP Svédsko

Naturalis L (= Recko, Itélie,
Feromone Svycarsko, C/OD
Naturalis L-225) Sparglsko

! v sowasnosti neni biopreparaiGiR registrovan

 C+H - konidie + hyfy (formulaci tv kolonizovany pevny substrat), C — vzdusné konidie-
smaitelné prasky, OD — dispersni olej, TK — techni&oncentrat.
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2.7. Biotesty a entomopatogenni houby

Celkow se darici, Zze neexistuji zadné standardni metody bidteseba
existuje velké mnozstvi entomopatogennich hub sekyn spektrem hostitelskych
druhi. Proto je vyuzivani biotask posuzovani vlivu entomopatogennich hub na hmyz
téméf neomezené. V ramci konkrétniho patogena a hastie8bk musi byt biotest
standardizovan. Musi byt také stanoveny cile jeyymracovani. Mezi & vyznamnych
vlastnosti biotestv ramci entomopatogennich hub ifpatleterminace virulence, deni
spektra hostitél, porovnani virulence jednotlivych izolatdeterminace epizootického
potencidlu a v neposlediiact také vliv abiotickych a biotickych faktor(BUTT &
GOETTEL 2000).

Postup biotestu musi byt spolehlivy &ininy. Vystupem biotestu maji byt
objektivni a smysluplné informace. Je iedia také zvazit volbu vhodného hostitele,
infekéni propagule, inokutmi metody, podminky inkubace, formulace inokula a
metody hodnoceni Umrtnosti (mortality) hostitele.d®Sim dleZzitym aspekim
v souvislosti s vlivem witého druhu patogena ne necilové organismyki patke
hodnoceni rizika. Biologicka testovani, ktera piivde, by v sob méla zahrnovat také
tzv. neoSdenou kontrolu. Cilem této metody je monitorovaezivani hostitele
v postinokul&nim prostedi inkubace ve srovnani s hostitelem, ktery bykitovan
nami vybranym druhem cilového patogenu. Tato mejedaSetena pouze no&m,
jenz je pouzivan k aplikaci inokula. Vzdy je vSakime, & jiZ pouzivame testovani na
jednotlivych druzich vybranych hostitelnebo na necilovych organismech, aby hostitel,
u nthoz je prokazana citlivost na testovaného patogeylaparaleld oSeten spoléné
s necilovymi organismy procély pozitivni kontroly. Jinak by se negativni vydé dal
jen velmi €Zko interpretovat, neprokadzeme-li virulenci inokwgbraného druhu
hostitele za stejnych podminek biotestu (BUTT & GUEL 2000).

Ke znamym standardizovanym biotest pati nag. biotest zaréreny na
mortalitu zavijée kukui¢ného Qstrinia nubialis) pii urceni wku efektu specifické
davky entomopatogenni houBgauveria bassian@ENG et al. 1985). K dalSim pat
biotest na bazi entomopatogennich Bulibassianalsaria fumosorosea Lecanicillium
lacanii proti molicim, jenZ je zaloZzen na rychlém tempistu a vyvoje vybrané
entomopatogenni houby na nymfach hostitele (LANRAle 1994). FRANSEN et al.
(1987) zkoumal vliv entomopatogenni houlyschersonia aleyrodifAscomycota
Hypocreale} na mortalitu jednotlivych vyvojovych stadiich litsle tohoto patogena —

molici sklenikové Trialeurodesvaporarium).
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2.8. Zakladni metody v biotestu

2.8.1. Inokulace

Tato metoda (inokutai metoda) je zavisla na druhu hostitele a na &oan
piedevSim mnozstvi inokula. Inokulum byvétsinou naneseno na povrch hostitelovy
kutikuly ptfimymi metodami — nap m&enim, praskovanim, iskdnim nebo namymi
metodami s vyuzitim navnad (FARGUES et al. 1996).

2.8.2. Inkubace

P inkubani metod je hostitel po inokulaci patogena silovlivnén nékolika
pafti teplota, vihkost a zéni. Jak bylo zji$ho v laboratornich testech, tak infekci
mohou vyvolavat entomopatogenni houby v Sirokémmezi teplot (10 — 30°C),fip
cemz k optimalnim teplotam gatrozpiti mezi 20 — 25°C. &t prestava u #tSiny
entomopatogennich hulti peplo€ nizsi nez 10°C,ipteplot vySSi nez 35°C sdist uz
témef zastavuje. K dalSim vyznamnym fakior inkubace pdt relativni vihkost. Pro
Kliceni i mycelialni @ist je u ¥tSiny hub pateba, aby tato hodnota byla vysSi nez 90-
95% (BUTT & GOETTEL 2002). K dalSim nemgniilezitym podminkam inkubace
pafti z&eni. PropagulediSiny entomopatogennich hub nejsou odolné protiBJx&eni
(280 — 320 nm) a v menSi faii proti UV-A (320 — 400 nm). V rdmci jednotlivyecbda
a kmeri vSak byl pozorovan vyznamny rozdil citlivosti kabavani (FARGUES et al.
1996).

2.9. Kultivace entomopatogennich hub v in vitro pretredi

HUMBER (1997) povazuje drtivouétsinu entomopatogennich vilaknitych hub
za dol¥e rostouci na mnohasinych druzich urlych meédii, pouze malé mnozstvi z
nich nelzeci je velmi obtizné pstovat v in vitro podminkach nebo jen se zvIlaStnimi
nutri¢cnimu  pozadavky. Velka c¢ast entomopatogennich vlaknitych hub jsou
fakultativnimi patogeny a&sSinou snadno rostou v kulturach na definovanychiiole
(GOETTEL & INGLIS 1997).

Povrchova kultivace
Drtiva WtSina entomopatogennich vlaknitych hub vytv&elké mnoZzZstvi
malych hydrofobnich konidii v kompaktnich shluci§gd/RAIGHT et al. 2001).
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Mikromycety mohou kkiit, rast a produkovat mnoZzstvi konidii ifgs zn&nou
variabilitu vzhledem k velikosti kolonii a potenkidk produkci konidii (FENG et al.
1994). Pro produkci masy konidii se pouziva powéhkultivace (GOETTEL &
INGLIS 1997). Pro kultivaci hub je p@ba pevnéi tekuté mdy nebo substratu, jako je
agar,fepa, brambory, ryZze, proso, Sabouraud’s dextroae atpdinka aj. (WEISER
1991). K nejpouzivafisSim médiim paf Sabouraud’s dextrose agar, coZ je agar
obohaceny o kvasnicovy extrakte (SDAY). K dal&@sto pouzivanym pét,corn meal
agar* (CMA), ,Czapeck-Dox", ,malt extract agar* (Mg, ,nutrient agar® (NA) i
.Potato dextrose agar® (PDA). K produkcet8i masy konidii setasgji pouzivaji
substraty jako je ryze, otruby nebo obiloviny (GAEL & INGLIS 1997).

Vliv kultivace na vlastnosti spor

K dulezitym vlastnostem edevSim pdt zjistit jaké je teplotni optimum a
teplotni limity pro kultivaci hub, aby mohla bytskana poZzadovana produkce. Piexit
kultivace mohou vyznan@ovlivnit toleranciB. bassian&k teplotnimu stresu. Optimalni
teplota fistu je udavana mezi 23 — 26°C, maximalni teplotaetigniho fistu je mezi
28 — 31°C (DIRLBEKOVA 1991). Kultivace se da vyznafrovlivnit také slozenim
média. Rizptisobeni podminek pro ZzZivinyébem fGstu a sporulaceB. bassiana
ovliviuje jejich Zivotnost i Zzivotnost konidii (LANE etl.al991). K dilezitym
vlastnostem pét také mnozstvi dostupnych ndtrich latek, které vyraznovliviuji
rast kultury, sporulaci a také morfologii entomopaopgich hub. Bst a sporulaci
kultury Ize ovlivnit také objemem média v jedné et misce (KAMP & BIDOCHKA
2002).

Zivnym médiem lze ovlivnit nejerist kultur, avsak rize dojit i k negativnimu
ovlivnéni kultury. Dlouhodobou kultivaci na whgch zivnych midach niize dojit az ke
sniZzeni virulence, ffjpadré dalSich fenotypovych vlastnosti, ftapmezeni vitality,
hustoty a jiz zmi#né schopnosti napadat patogena (GOETTEL & INGLIS7)9U
n¢kterych entomopatogennich hubude vzniknout vzhledem k opakovan® i
jednorazové kultivaci na wtéem zivném médiu (BUTT 2002).fPopétovné kultivaci
nékterych kmel entomopatogennich hub na é&yth Zivhych médiich rize
v budoucnosti dojit ke snizeni virulence k hostitelbo miZze dojit az k Upl& ztrag
virulence (GOETTEL 1992) .

Rychlost snizovani virulence nebo Uplné ztraty leinge zavisi vice na

jednotlivém kmeni nez na druhu entomopatogenni o8Wboji virulenci jsou &které
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kmenyB. bassianaschopny si udrZet i po dlouhodobé opakované kudtivain vitro
podmink&ch(INGLIS et al 2001).
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3. CILE DIPLOMOVE PRACE

Cilem této diplomové prace je objektivni porovnasmiulence jednotlivych
endemickych kmaih entomopatogenni houbBeauveria bassianaa mortalitu larev
potemnika mo&ného Tenebrio molitoy v riznych teplotach prodi.

DalSim dilezitym cilem této prace je zji&ti vlivu raznych teplot (i 10°C,
20°C a 30°C) na produkci spor vybranych kineB. bassianapii kultivaci na
piirozenych substratech (ryZe dlouhozrnnéngekroupy, semena@pky olejky).

Tretim cilem je porovnaniastu a produkce sporistlovych kultur vybranych
kmeni B. bassianapii kultivaci na unglych Zivnych midach (PDA, SDA, CMA) za
rozdilnych teplot.
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4. MATERIAL A METODIKA

4.1. Endemické kmeny entomopatogenni houllyeauveria bassiana

V pokusech bylo testovanoskolik kmeni entomopatogenni houleauveria
bassiana Byly pouzivany iizné kmeny ze mykologickych sbirek Katedry rostlinné
vyroby a agroekologie ZFCU v Ceskych Budjovicich. V3echny kmenyB. bassiana
byly uschovany ve forsuchych alginatovych pelet zmrazené a skladovénégot

-20°C az -24°C. Testované kmeBybassiana viz Tab.¢. 1.

Tab. ¢. 2: Jednotlivé testované kmeny houbjeaveria bassiana.

Oznateni kmene zdroj pivod rok
B. bassiana
NP 0004 Ips typographus NP Sumava 2008
NP 0008 Ips typographus NP Sumava 2008
1101 Ips typographus NP Sumava 2004
T 08 Ips typographus SR, Tatry 2006
A32 kira Rumunsko 2006
USA 01 pida U.S.A. - Florida 2003

Pri této formulaci je biomasa patogena inkorporovéieaalginatovych pelet,
které se ziskavajiffpravou zakladni stsi biomasy patogena s nutrivniéninertnim
aditivem, do shoz se pida Na-alginat (sodnaik kys. albinové). Tato sés s Na-
alginatem se pomalu nakapava do roztoku CaCl, ldavai kulicky. Kulicky se
nechavaji 1 az 2 hodiny vydrtit. Takto vytvrzendi &y se opldchnou vodou a ususi na
malé ,alginatové pelety“, které umidi uchovavani kmen Beauveria bassiana
v mykologickych sbirkach.

Aktivace pelet jednotlivych kmeén B. bassianabyla provadna v Petriho
misk&ch na povrchu 2% vodniho agaru. Pelety, Keoé vystaveny vysoké vihkosti,
z&inaji zanedlouho bobtnat. Konidie na povrchu reaktanych pelet jsou vyt¥eny
za 5 az 7 din Konidie, které se ziskaji z vysporulovanych pskepouZziji pro inokulaci
na povrch zivného media PDA (,Potato Dextrose Apariskané médium se musi
vysterilizovat a poté se rozlije do sterilnich pbasch Petriho misek. Po vychladnuti
média byla na jeho povrch inokulovana holthaassianaHouby byly kultivovany 14

dni. Ziskané kultury testovanych knieoyly pouzity k pokugm.
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4.2. Friprava suspenze

Povrch vyspolulované kultury jednotlivych endemickykmeri B. bassianayl
pielit roztokem sterilni destilované vody 8davkem detergentu 0,05 % Tween 80.
Koncentrace konidii v ziskané suspenzi byl&i@@ma pomoci potaci komirky —
hematocytometru (Neubauerova vylepSenaidwa) (viz Graficka piloha 1). Suspenze
byly adjustovany na standardni titr 1,0 ¥ k6nidii v 1 ml adekvatnimedsnim pivodni

suspenze.

4.3. Larvy potemnika mowného (Tenebrio molito)

V pokusech byly pouzivany larvy potemnika roého {Tenebrio molitoy,
které byly pd#izovany z chou specializovanych prodejen (snadna dostupnost, neni
nutné udrZzovat vlastni chov, ékovd synchronizace larev). Larvy byly trvale
piechovavany v klimatizovanych mistnostech KRV ZRJJ Pri zakladani pokus byly
larvy vzdy sterilizovany, aby nedoslo ke kontamir@akusi. Do biotest byly vybirany

vzdy larvy bez vijSich znak poskozeni.

4.4. In vivo testy

Pro owfeni vlivu virulence itznych kmei entomopatogenni houl. bassiana
na mortalitu larevTenebrio molitor bylo vypracovano zakladni schéma biotestu.
Nejprve bylo pipraveno patebné mnozZstvi sterilnich vihkych kdnek na kazdy
jednotlivy kmenB. bassianapro 25 opakovani (pro teploty 10°C, 20°C a 30°0).
sterilnich koniirek byl vloZen sterilni filtrani papir a ijdano 150ul destilované vody.
Byly vybrany larvy stejné velikosti, které byly peye vysterilizovany v 0,05 roztoku
NaClO (1% roztok fipravku Savo, ktery obsahuje 5% zgria chemické latky) a poté
tiikrat oplachnuty ve sterilni destilované wodPak byly dany na sterilni papir
k oschnuti. Poté byly na 2 sekundy ptemy do suspenze s danymi kmeny
entomopatogenni houby. bassianaa pebytek suspenze byl vysuSen sterilnim
filtraénim papirem (GOETTEL et INGLIS 1997). Do kazdéripmmvenych konirek
byla vloZzena vzdy 1 takto o$ehd larva. Ke kazdému pokusu zvlaSyla vzdy
piipravena kontrolni varianta — larvy byly nateay pouze v 0,05 % roztoku Tween 80.
Inkubace larev probihalaigeplotach 10°C, 20°C a 30°C.

Test byl vyhodnocovan kazdy druhy den po dobu dagleich 20 dni ode dne
zalozeni. H vyhodnocovani jednotli/zaloZzenych pokusbyl kazdy jedinec zazen do
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stupnice FDI (Fungus Development Index), kterowfize popsal HORAK (2004) —
viz Graficky list 2.

4.5. In vitro testy

Kultivace a vytéZznost spor vybranych kmeni B. bassianana raznych pfirozenych
substratech za rozdilnych teplot

U vybranych kmef B. bassiana(viz vySe) byla testovana winost spor p
raiznych teplotach inkubace (10°C, 20°C a 30°C). Jpkmzenych substrat bylo
pouzito: ryZe dlouhozrnna, deé kroupy, semengepky olejky. Suspenze spor danych
kmen byly pripravena na koncentraci 1,0 x ®1Kbnidii/1 ml (kultury pro pipravu
inokula byly kultivovany na PDA po dobu 14 dni pltae 20°C).

Do Erlenmayerovych ba&k o objemu 250 ml bylo vzdy navazeno 25 g vzorku
daného substratu a nasleédoyly baiky dikladné vysterilizovany. Do kazdé z b&n
bylo odrmeieno 12,5 ml suspenze daného kmene a biifagvena 3 opakovani pro
kazdou kultivéni teplotu (10°C, 20°C a 30°C) a pro kazdy z jetimpth hodnocenych
kmeni (1 opakovani bylo&ana jako rezervni).

Pokus byl vyhodnocen za 14 dni od jeho zaloZensalobErlenmayerovych
bargk byl vymyt v 2% roztoku jaru s vodou a naslédomyla sp@itana koncentrace

konidii pomoci hemacytometru pod mikroskopem (viafgky list 1).

Kultivace spor jednotlivych kmeni B. bassianana umélych Zivnych piadach za
rozdilnych teplot

U vybranych kmef B. bassianalviz vySe) byla otestovana wnost spor P
kultivaci na unglych zZivnych substratech za rozdilnych teplot inkedd (10°C, 20°C a
30°C). Jako urého zivného media bylo pouzitéchto pid: PDA (,Potato Dextrose
Agar®), SDA (,Sabouraud Dextrose Agar“), CMA (,Cordleal Agar”). Inokulum -
suspenze spor danych kniehyly pripravena na koncentraci 1,0 x ®Uonidii/1 ml
(kultury pro gipravu inokula byly 14 dni kultivovany na PDAI peplot 20°C).

Stredoveé kultury byly fipraveny pomoci inokutani klicky nanesenim kapky
inokula daného kmenB. bassianado stedu Petriho misky diznym druhem urié
Zivné pudy (viz Graficky list 4). Bylo ppraveno vzdy 5 kultur pro jednu variantu

(kmen) a kultivani teplotu (1 kultura byla brana jako rezerva).
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Vyhodnoceni pokusu bylo provedeno po 21 dnech vadge, picemz byly
hodnoceny tyto parametry: radialist a vy€znost. Velikost kolonii (radialniist) byla
zmeéiena pod binokularnim mikroskopem. ¥¥host konidii byla pé&tana pomoci
pacitaci komirky — hematocytometru (Neubauerova vylepSenatkka) (viz Graficka

piiloha 1).

4.6.Kli ¢ivost — Gl stupnice

Kli¢ivost byla hodnocena dle vyvoje spor pomoci Glug¢&ermination Index)
(LANDA et al. 1994). Jako substratu bylo pouzito 2&gniho agaru, jenZz neobsahuje
Zadné ziviny. Hprava testu 2zdnala rozlitim sterilniho agaru na podlozni
mikroskopické sktiko, které bylo dostade¢ tlusté. Toto skiiko bylo poté vloZzeno do
vihké komirky, v niz byl navideny filtratni papir 0,5 ml sterilni destilované vody. Po
zaschnuti agaru na siiu byla na jeho povrch nanaSena suspenze spor hakib¥e se
v fadk probihajici siedem skkika naneslo inokutani klickou deset kapek suspenze,
ktera se nechalailladn® zaschnout a poté se taktbppavené skliko ulozilo do vihké
komarky, kterd se kultivovala uz&na v plastovém gku zabraujicim ztrat vihkosti
v teplot 20°C. Hodnoceni Klivosti a Gl probihalo po 24 hodinach. Hodnotilo se
minimalne 100 nahod& vybranych konidii, které byly hodnoceny pod opfick
mikroskopem. Konidie byla povazovana zaikibu pokud nabobtnala a na jejim konci
se objevil pdatek klgni hyfy. Z pongru neklgivych konidii k celkovému pgiu
hodnocenych konidii se poté stanovilatikidst v procentech. Gl index byl hodnocen

pomoci indexové stupnice od 0 do 3 (viz TalB).

Tab. ¢. 3: Stupnice pouzivana pro hodnoceni kéivosti spor entomopatogennich
hub (Gl - stupnice).

0 Na konidii nejsou viditelné Zadné morfologickéeny, konidie ve vzorku
maji uniformni tvar

0,5 Konidie je jiz retelrg protahlejsi
Jednostranny ek je v pondru priblizné 1:0,5
1,0 Velikost kléku je v pongru 1:1 k velikosti mat&né konidii
1,5 Klicek je 2-3x delSi nez mated konidie
Na mateéné konidii jsou Fejmé 2 kratSi ktiky
2,0 Klicek je vice nez 3x tak dlouhy jako méaté konidie

Sekundarni stveni

Dva dlouhé kitky

2,5 Na hyféach jsou zji&ny konidiofory bez novych konidii nebo s 1 konidii
3,0 V hodnoceném vzorku jsou z§i8y konidiofory, na kterych jsou vytvené
nové konidie, vice nez 3-5 na konidioforu
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4.7. Ostatni udaje metodiky

Ve vyhodnocovani pokus byl pouZita binokularni lupa a mikroskop Zeiss.
VSechny pouzité obrazky byly zpracovany ve formajpg“ a upraveny pomoci
programu Adobe — PhotoShop. Obrazky byly v koeforn® upraveny v programu
MS Word 2003, grafické listy byly zpracovany v praghu MS Excel 2003.
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5. EXPERIMENTALNI CAST

5.1. In vivo testy — laboratorni biotest

Porovnani pribéhu FDI kmena Beauveria bassianas rAmci riznych teplot

standardniho biotestu na larvach potemnika mo&ného (Tenebrio molito)

Z&kladni schéma pokusu:

- do 25 sterilnich kofirek byl vloZen sterilni filtréni papir

- poté bylo pidano 15Qul destilované vody

- byly vybrany larvy stejné velikosti, které bylgjprve vysterilizovany v 0,05% roztoku
NaClO a poté oplachnuty vodou

- larvy byly poté na 2 sekundy paemy do suspenze o koncentraci spor £4Ds
danym kmenenB. bassiana dany do jednotlivych kofinek

- ke kazdému pokusu zviadyla vzdy gipravena kontrolni varianta — larvy byly
namaeny pouze v 0,05 % roztoku Tween 80

- test byl vyhodnocovan kazdy druhy den po dobledégicich 20 dni

- kazdy inokulovany jedinedenebrio molitorbyl zaazen do fslusné hodnoty na
stupnici FDI

Tab. €. 4. Vyhodnoceni pribéhu testu virulence kmene NP 0004 entomopatogenni
houby B. bassiangii rozdilnych teplotach inkubace (FDI+ SE)

Den / teplota 10°C 20°C 30°C*
2. 0,00+0,00 0,44+0,50
4, 0,00+0,00 1,32+0,31
6. 0,00+0,00 2,08+0,44
8. 0,30+0,24 2,40+0,24

10. 0,66+0,23 2,70£0,24
12. 0,92+0,23 2,88+0,21
14. 1,30+0,24 3,00+0,00
16. 1,50+0,00 3,00+0,00
18. 1,62+0,21 3,00+0,00
20. 1,92+0,23 3,00+0,00

* Teplota 30°C nemohla byt u kmenu NP 0004 vyhodnacedivodu rozvinuti bakterialni infekce
v zaloZzeném pokusu.
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Graf ¢ 1. Grafické znazorréni pribéhu testu virulence kmene NP 0004

entomopatogenni houbyB. bassianave vSech hodnocenych teplotach prastdi
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Sumavsky kmen NP 0004 vykazuje v laboratornim biotg¥i teplo 20°C velmi
podobnych vysledkjako kmen NP 0008.iPteplo& 10°C je hodnoty FDI 1,5 dosazeno
jiz po 8,2 dnech,ipteplo& 20°C je hodnota FDI 1,5 dosazena jiz po 3,7 difeichTab.

¢. 10). Kmen NP 0004 velmi déd roste ve 20°C,ipteplog 10°C je rychlost vyvoje na
larvach jiz podstath pomalejSi. B teplo€ 20°C byla mortalita larew. molitor po 6
dnech biotestu jiz 100%,fipteplo€ 10°C byla mortalita larev 100% az v 16. den
pokusu. Teplota 30°C nemohla byt vyhodnocenévodu silného rozvinuti bakterialni

infekce v pokusu.

Tab. ¢. 5: Vyhodnoceni piibéhu testu virulence kmene NP 0008 entomopatogenni
houby B. bassiangpii rozdilnych teplotach inkubace (FDI+ SE)

Den / teplota 10°C 20°C 30°C*
2. 0,00+0,00 0,24+0,43 -
4. 0,02+0,10 0,94+0,45 -
6 0,06+0,22 1,22+0,47 -
8. 0,34+0,42 1,58+0,18 -

10. 0,5840,23 2,14+0,30 -
12. 0,68+0,24 2,50+0,32 -
14. 1,08+0,28 2,88+0,21 -
16. 1,64+0,22 3,00+0,00 -
18. 1,64+0,22 3,00+0,00 -
20. 2,10+0,24 3,00+0,00 -

* Teplota 30°C nemohla byt u kmenu NP 0008 vyhodnacedivodu rozvinuti bakterialni infekce
v zalozeném pokusu.
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Graf & 2. Grafické znazorréni pribéhu testu virulence kmene NP 0008

entomopatogenni houbyB. bassianave vSech hodnocenych teplotach prastdi
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Dosti podobnych vysledk pri teplog 20°C stejg jako Sumavsky kmen NP 0004
vykazuje v laboratornim biotestu i tento Sumavskyek NP 0008. Hodnota FDI 1,5 je
pii teplot 20°C dosazena jiz po 3,9 dnech, naopakgplo€ 10°C je hodnoty FDI 1,5
dosazeno az po 16,6 dnech (viz Tall0). Obdob# jako Sumavsky kmen NP 0004, tak
i kmen NP 0008 velmi ddb roste fi teplo& 20°C, @i 10°C je rychlost vyvoje na
larvach jiz podstathpomalejSi. R teplot 20°C byla 100% mortalita laréh. molitorjiz

ve 4. den biotestu,ipteplo€ 10°C byla 100% mortalita larev az ve 14. den pakus
Teplota 30°C nemohla byt vyhodnocenaizatiu silného rozvinuti bakterialni infekce

v pokusu.

Tab. ¢. 6: Vyhodnoceni piibéhu testu virulence kmene | 101 entomopatogenni
houby B. bassiangpii rozdilnych teplotach inkubace (FDI+ SE)

Den / teplota 10°C 20°C 30°C*
2. 0,00+0,00 0,0040,00 -
4. 0,00+0,00 0,0040,00 -
6. 0,00+0,00 0,18+0,24 -
8. 0,00+0,00 0,82+0,55 -
10. 0,0040,00 1,70+0,79 -
12. 0,04+0,14 2,42+0,88 -
14. 0,08+0,18 2,52+0,87 -
16. 0,3610,44 2,82+0,40 -
18. 1,04+0,69 2,90+0,24 -
20. 1,94+0,96 3,00+0,00 -

* Teplota 30°C nemohla byt u kmenu | 101 vyhodnocerdivodu rozvinuti bakteridlni infekce

v zalozeném pokusu.
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Graf ¢&.

3: Grafické znazorréni

priabéhu testu virulence kmene | 101

entomopatogenni houbyB. bassianave vSech hodnocenych teplotach prastdi
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Tento kmerB. bassiand 101, gpivodem ze Sumavy, vykazuje v laboratornim biotestu

jiz citelné rozdily nez f@deslé dva Sumavské kmeny. Ze vSech hodnocenyldt s&p

kmen | 101 vyviji na larvacfi. molitor nejlépe pi teplo€ 20°C. Ri teplo& 10°C je

rychlost vyvoje na larvach jiz podstatpomalejSi. Hodnota FDI 1,5 jgigeplot 20°C

dosazena jiz po 10,3 dnech, naopékegplo€ 10°C je hodnoty FDI 1,5 dosazeno az po
25,1 dnech (viz Take. 10). Ri teplo€ 20°C byla po 8 dnech biotestu mortalita laifev

molitor 97%. Ri teplo& 10°C byla mortalita larev 99% ve 20. den bioteStaplota

30°C nemohla byt vyhodnocena @vddu silného rozvinuti bakterialni infekce

v pokusu.

Tab. €. 7: Vyhodnoceni piibéhu testu virulence kmene T 08 entomopatogenni

houby B. bassiangpii rozdilnych teplotach inkubace (FDI+ SE)

Den / teplota 10°C 20°C 30°C*
2. 0,00+0,00 0,00+0,00 -
4, 0,00+0,00 0,00+0,00 -
6. 0,00+0,00 0,00+0,00 -
8. 0,00+0,00 0,24+0,32 -

10. 0,00+0,00 0,80+0,87 -
12. 0,00+0,00 1,50+1,18 -
14. 0,00+0,00 1,70+1,17 -
16. 0,04+0,20 1,82+1,17 -
18. 0,92+0,37 2,08+1,11 -
20. 1,70+0,66 2,32+1,11 -

* Teplota 30°C nemohla byt u kmenu T 08 vyhodnocemivadu rozvinuti bakterialni infekce

v zaloZzeném pokusu.

30



Graf ¢ 4. Grafické znazorréni priabéhu testu virulence kmene T 08

entomopatogenni houbyB. bassianave vSech hodnocenych teplotach prastdi
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Kmen T 08, fivodem ze slovenskych Tater, vykazuje v hodnocejiept# vyvoj na
larvachT. molitor pii teplo 20°C. Ri teplo& 10°C je rychlost vyvoje tohoto kmene na
larvach iz podstath pomalejSi. V teplotnim pragdi 20°C je hodnota FDI 1,5
dosazena po 14ti dnech, naopaktpplo€ 10°C je hodnoty FDI 1,5 dosaZzeno az po
dlouhych 29,5 dnech (viz Tals. 10). Ri teplo€ 20°C byla po 20ti dnech biotestu
mortalita larevT. molitor 95%. Ri teplo& 10°C byla po 20ti dnech biotestu mortalita
larev 99%. Teplota 30°C nemohla byt vyhodnocenaivodu silného rozvinuti

bakterialni infekce v zalozeném pokusu.

Tab. ¢. 8: Vyhodnoceni piibéhu testu virulence kmene A 32 entomopatogenni
houby B. bassiangp¥i rozdilnych teplotach inkubace (FDI+ SE)

Den / teplota 10°C 20°C 30°C*
2. 0,00+0,00 0,00+0,00 -
4, 0,00+0,00 0,00+0,00 -
6. 0,00+0,00 0,00+0,00 -
8. 0,00+0,00 0,08+0,32 -

10. 0,00+0,00 0,52+0,44 -
12. 0,00+0,00 1,10+0,37 -
14. 0,0040,00 1,98+0,22 -
16. 0,0040,00 2,5610,54 -
18. 0,00+0,00 2,66+0,50 -
20. 0,30+0,62 2,74+0,35 -

* Teplota 30°C nemohla byt u kmenu A 32 vyhodnocerdiivedu rozvinuti bakteridlni infekce
v zalozeném pokusu.
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Graf ¢ 5. Grafické znazorréni prabéhu testu virulence kmene A 32

entomopatogenni houbyB. bassianave vSech hodnocenych teplotach prastdi
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Rumunsky kmemB. bassiana 32 se ze vSech hodnocenych teplot na larvacholitor
vyviji nejlépe opt pri teplot 20°C. Teplota 10°C je pro rychlost vyvoje na latvgiz
limitni a vyvoj houby tohoto kmene velmi pomaly. dtwmty FDI 1,5 je v teplotnim
prostedi 20°C dosazeno po 12,7 dnech, naopakeplo€ 10°C je hodnota FDI 1,5
dosazena az po 29,8 dnech (viz Takl0). Ri teplot 20°C byla po 12ti dnech biotestu
mortalita larev 100%. V teplotnim prostii 10°C byla po 20ti dnech biotestu mortalita
larevT. molitor velmi nizk& — pouhych 18%. Podahjako vSechny fedes|é laboratorni
pokusy, byl i tento pokusipteplo€ 30°C napaden bakterialni infekci a tato teplota

nemohla byt proto hodnocena.

Tab. ¢. 9: Vyhodnoceni piibéhu testu virulence kmene USA 01 entomopatogenni

houby B. bassiangpii rozdilnych teplotach inkubace (FDI+ SE)

Den / teplota 10°C 20°C 30°C
2. 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00
4, 0,00+0,00 0,04+0,14 0,00+0,00
6 0,00+0,00 0,20+0,32 0,00+0,00
8. 0,00+0,00 0,86+0,48 0,00+0,00
10. 0,00+0,00 1,66+0,74 0,00+0,00
12. 0,08+0,12 2,06+0,71 0,00+0,00
14. 0,28+0,45 2,32+0,65 0,00+0,00
16. 0,42+0,59 2,38+0,60 0,04+0,14
18. 0,60+0,63 2,52+0,61 0,06+0,16
20. 1,12+0,74 2,72+0,45 0,30+0,49
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Graf ¢ 6: Grafické znazorméni pribéhu testu virulence kmene USA 01

entomopatogenni houbyB. bassianave vSech hodnocenych teplotach prastdi
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Tento kmenB. bassianaUSA 01, ktery je pvodem z americké Floridy, projevuje
znanou teplomilnost. Ze vSech hodnocenych ktnewstl tento i v zalozeném pokusu
pii teplo& 30°C a nebyl napaden rozvojem bakterialni infek&e larvacht. molitor se
kmen USA 01 vyviji nejlépeipteplo& 20°C. Teploty 10°C a 30°C jsou pro rychlost
vyvoje na larvach jiz limitni a vyvoj houby tohotanene je velmi pomaly. Hodnoty
FDI 1,5 je v teplotnim progdi 20°C dosazeno po 11,4 dnech, naogateplo€ 10°C

je hodnota FDI 1,5 dosazena az po 34,8 dnech teplot 30°C po 44,7 dnech (viz
Tab. ¢. 10). Po 20ti dnech biotestu byldi peplo€ 20°C mortalita larev 100%,fip
teplot 10°C byla mortalita 97% aipgeplot 30°C byla 20%.

Graf ¢. 7: Porovnani zahrantnich kmeni B. bassianalkmeny USA 01, T 08, A 32)

v priabéhu testu virulence i teploté prostiedi 10°C
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Graf ¢. 8: Porovnani zahraniénich kmeni B. bassiana(kmeny USA 01, T 08, A 32)

v pribéhu testu virulence i teploté prostiredi 20°C
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Graf €. 9: Porovnani Sumavskych kmet B. bassianalkmeny NP 0004, NP 0008, |
101) v prabéhu testu virulence @i teploté prostiedi 10°C
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Graf ¢. 10: Porovnani Sumavskych kmei B. bassianalkmeny NP 0004, NP 0008, |
101) v prabéhu testu virulence @i teploté prostiedi 20°C
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Tab. €. 10: Vyjadieni délky pribéhu biotestu virulence jednotlivych hodnocenych
kmena entomopatogenni houbyB. bassianana larvach Tenebrio molitorpotiebné k
dosazeni hodnoty FDI 1,5.

Pocet dni potebnych

. L, . 2%

Kmen Teplota inkubace Lineéarni rovnice R k dosazeni FDI 1.5
NP 0004 10°C y =0,2453x - 0,5347 0,9454 8,29
NP 0004 20°C y =0,3177x + 0,3027 0,9226 3,76
NP 0008 10°C y =0,1193x - 0,4907 0,9658 16,68
NP 0008 20°C y = 0,1254x + 1,0027 0,7556 3,96

| 101 10°C y =0,0813x - 0,548 0,5758 25,19

| 101 20°C y =0,201x - 0,5747 0,9256 10,31

T 08 10°C y = 0,0665x - 0,4653 0,4813 29,55

T 08 20°C y =0,1504x - 0,608 0,9423 14,01

A 32 10°C y =0,0670x - 0,5132 0,5327 29,89

A 32 20°C y =0,189x - 0,9147 0,9068 12,77
USA 01 10°C y = 0,0524x - 0,3267 0,7252 34,86
USA 01 20°C y =0,1743x - 0,4413 0,9292 11,13
USA 01 30°C y = 0,0351x - 0,0707 0,4917 44,74

*R?_ koeficient spolehlivosti
pozn.:U kmeri NP 0004, NP 0008, | 101, T 08 a A 32 nemohla lafadhodnocena zidodu rozvinuti
bakterialni infekce.

Vyhodnoceni pokusu:

Z grafického znazogmi a z tabulek vyplyva, Ze k nejlépe virulentnimeadm pati
piedevsim kmeny NP 0004 a NP 0008, které velmi ryobdéou na larvaci. molitor
pii teplog 20°C (FDI 1,5 dosazena za 3,76 dne u kmene NP 8004mene NP 0008
za 3,96 dne). Tyto dva kmeny rostou také dostileyahdolie i teplo& 10°C, kdy je u
kmene NP 0004 dosazeno FDI 1,5 po 8,29 dnech aan&P 0008 po 3,96 dnech.
Sumavsky kmen | 101 a kmen z Tater T 08 byly v loeéni virulence velmi podobné,
neba u kmene | 101 dochazi k dosazeni FDI libtgplot 10°C za 25,19 dna u
kmene T 08 za 29,5 dnpii teplo€ 20°C dochazi k FDI 1,5 za 10,3 dne u kmene | 101
a za 14 dtvu kmene T 08. Rumunsky kmen A 32 velmi pomaluagitteplot 10°C,
pii teplo& 20°C je u tohoto kmene FDI 1,5 dosahovano za #ing. Teplota 30°C
nemohla byt u kmenNP 0004, NP 0008, | 101, T 08 a A 32 vyhodnocerwrda v
pokusu byla velmi silé rozvinuta bakterialni infekce, byla vSak hodnocenkmene
USA 01. Floridsky kmen USA 01 gatke kmerim rostoucim v nizSich nadrkych
vySkach nez ostatni uvedené kmeny, prdtacipladreéjSich teplotach roste pomalu. FDI
1,5 je u gj dosazeno { teplo€ 10°C po 34,8 dnechfipteplo€ 20°C po 11,1 dnech,
teplota 30°C je jiz omezujicim faktorem a tento knp& ni roste jiz velmi pomalu (FDI
1,5 je dosaZzeno po 44,74 dnech). VSechny zalozemigdini varianty byly negativni.
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5.2. Kli¢ivost jednotlivych kmena Beauveria bassianéGl — test)

Z&kladni Gdaje k pokusu:

- byly hodnoceny jednotlivé endemické kmdhybassiana

- byly pripraveny standardni suspenze konidii testovanychnikni1,00 x 160 v 1 ml
suspenze)

- z kazdého kmenB. bassianabylo hodnoceno 100 konidii a byl vygtan pamérny
index kli¢ivosti se smrodatnou odchylkou

- hodnoceni kéivosti probihalo po 24 hodinach

- spory byly hodnoceny pomodtupnice pouzivané pro hodnocenicikibsti spor
entomopatogennich hub: Gl — stupnice (viz Tal3)

Tab. ¢. 11: Kli¢ivost B. bassianakmen NP 0004) po 24 hodinach

Konidie ¢islo:

1-10 | 11-20| 21-30| 31-40| 41-50| 51-60| 61-70| 71-80| 81-90 | 91-100
1 2 2 2 2 2 2 2 2 2
2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
2 2 15 2 2 2 2 2 2 2
2 2 15 2 2 2 2 2 1,5 2
2 2 1,5 2 2 2 2 2 1,5 2
2 2 15 2 2 15 2 2 15 2
2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
2 2 2 2 2 2 2 2 2 2

Kli ¢ivost (Germination): 100%

Pramérny index vyvoje: GI 1,95 + 0,17

Tab. ¢. 12: Kli¢ivost B. bassianakmen NP 0008) po 24 hodinach

Konidie éislo:
41-50| 51-60
2 2
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Tab. ¢. 13: Kli¢ivost B. bassianakmen | 101) po 24 hodinach

Konidie ¢islo:
1-10 | 11-20] 21-30| 31-40| 41-50| 51-60| 61-70| 71-80| 81-90 | 91-100
2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
2 1,5 2 2 2 2 2 2 2 2
2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
2 2 1,5 2 2 2 2 2 2 2
2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
Kli ¢ivost (Germination): 100%
Pramérny index vyvoje: GI 1,99 + 0,07
Tab. ¢. 14: Kli¢ivost B. bassianakmen T 08) po 24 hodinach
Konidie ¢islo:
1-10 | 11-20] 21-30| 31-40| 41-50| 51-60| 61-70| 71-80| 81-90 | 91-100
1. 2 2 2 2 2 2 2 15 2
2. 2 2 2 2 2 2 0 15 2
3. 2 2 2 2 2 2 2 2 2
4. 2 2 0 2 2 2 2 2 2
5. 2 2 1 2 2 2 2 2 2
6. 2 2 1 2 1,5 2 2 2 2
7. 2 2 1,5 2 1,5 2 2 2 2
8. 15 2 0,5 2 1 2 2 2 2
9. 2 2 2 2 1 2 2 2 2
10. 2 2 2 2 2 2 2 2 2
Kli ¢ivost (Germination): 97%
Pramérny index vyvoje: Gl 1,88 + 0,38
Tab. ¢. 15: Kli¢ivost B. bassianakmen A 32) po 24 hodinach
Konidie ¢islo:
1-10 | 11-20] 21-30| 31-40| 41-50| 51-60| 61-70| 71-80| 81-90 | 91-100
0 2 2 2 2 2 2 2 2 2
0 2 2 2 1,5 2 2 2 1 2
0 2 2 2 1,5 2 1 2 2 2
2 2 2 2 1,5 2 2 2 2 2
2 2 2 2 1,5 2 2 2 2 2
2 2 2 2 15 2 2 2 2 2
2 2 2 2 1,5 2 2 2 2 2
2 2 2 2 1,5 2 1 2 1 2
2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
Kli ¢ivost (Germination): 97%
Pramérny index vyvoje: GI 1,87 + 0,40
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Tab. €. 16: Kli¢ivost B. bassianakmen USA 01) po 24 hodinach

Konidie ¢islo:

1-10 | 11-20] 21-30| 31-40| 41-50| 51-60| 61-70| 71-80| 81-90 | 91-100
2 2 2 2 1,5 2 2 2 2 2
2 0,5 2 2 1,5 2 1,5 2 2 2
2 0,5 2 2 1,5 2 15 2 2 2
2 0,5 2 2 1,5 2 15 2 2 2
2 2 2 2 15 2 15 2 2 2
2 0,5 2 2 1,5 2 1,5 2 2 2
2 0,5 2 2 1,5 2 1,5 2 2 2
2 0,5 2 2 1,5 2 15 2 2 2
2 0,5 2 2 2 2 15 2 2 2
2 0 2 2 2 2 15 2 2 2

Kli ¢ivost (Germination): 98%

Pramérny index vyvoje: GI 1,79 + 0,44

Tab. €. 17: Hodnoceni klgivosti vSech kmeni B. bassiana

Kmen Gl £ STDV Klgivost v %
NP 0004 1,95+0,17 100
NP 0008 1,96 £0,22 99
1101 1,99 £ 0,07 100
T 08 1,88 £ 0,38 97
A 32 1,87 £0,40 97
USA 01 1,79+0,44 98

Graf ¢. 11: Kli¢ivost hodnocenych kmei entomopatogenni houbyB. bassiana
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Vyhodnoceni pokusu:

U v3ech hodnocenych kmihouby B bassianayla prokazana velmi vysoka &host

po 24 hodinach. V hodnoceni diiosti nejlépe dopadly Sumavské kmeny — 1 101 a NP
0004 — u kterych byla Wivost 100%. Velmi vysokou Kivost meél také Sumavsky
kmen NP 0008 — 99%. NepatrnizSi klivost byla zaznamenana u floridského kmene
USA 01, ktera byla 98%. U rumunského kmene A 32neerke z Tater T 08 byla
klicivost také nepaténizsi, a to 97%.

5.3. Kultivace na miznych pfirozenych zivnych substratech

Zakladni Udaje k pokusu:

- v pokusech bylo pouzit@thto @irozenych substrat ryZe,fepka a kroupy

- suspenze spor jednotlivych hodnocenych kimieyla gripravena na koncentraci 1,0 X
10°konidii/1 ml

- do Erlenmayerovych bak o objemu 250 ml bylo navazeno 25 g vzorku daného
substratu

- do kazdé z batk bylo odn&teno 12,5 ml suspenze daného kmene a ypagvena 3
opakovani pro kazdou kultitai teplotu

- vyhodnoceni pokusu préhlo za 14 dni od jeho zaloZeni, obsah Erlenmayetovy
barek byl vymyt v 2% roztoku jaru s vodou

- baiky byly uloZzeny do jednotlivych hodnocenych teplot

- hodnoceni probihalo na zakkadytéZnosti spor jednotlivych kmén ktera byla
piepaitena na 1g substratu

Tab. ¢ 18: VytéZznost spor houby B. bassianakmene NP 0004 z jednotlivych

Zivnych prirozenych substrati prepattenéd na 1 g substratu

substrét / teplota 10°C 20°C 30°C
kroupy 3,0620,22x10 5,43+0,43x10 1,84+0,06x10
ryze 1,24+0,02x10 4,75+0,10x10 3,38+0,08x10
tepka 5,56+0,56x 10 1,75+0,00x18 5,06+0,24x18

V tomto testu, ktery probihal po dobu 1l4adiosahly vygznosti spor kmene NP 0004
nejvyssich hodnot kroupy ve vSech hodnocenych tégtho Naopakepka se projevila

jako mér vhodny substrat, neBarytéZnost spor ve vSechipzenych substratech byla

s
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Graf €. 12: Vytéznost spor houbyB. bassianakmen NP 0004 ziskana kultivaci na

piirozenych substratech v fiznych teplotach prostedi.
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Tab. ¢ 19: VytéZznost spor houby B. bassianakmene NP 0008 z jednotlivych

Zivnych prirozenych substrati piepattena na 1 g substratu

substrét / teplota 10°C 20°C 30°C
kroupy 4,03+0,11x10 9,30+0,15x18 2,07+0,05x10
ryze 1,99+0,21x1D 7,48+0,03x10 3,86+0,16x1H
fepka 6,07+0,21x10 2,11+0,12x10 6,25+0,39x10

V tomto 14ti dennim testu dosahly ¥¥hosti spor kmene NP 0008 nejvysSich hodnot

kroupy ve vSech hodnocenych teplotach, &sjvprodukce spor bylafipteplog 20°C.

Velmi vysoka produkce spor tohoto kmene byiiatgplot 20°C také u ryze, ktera byla

velmi podobna jako ip stejné teplat u krup. Vy&znost spor na kroupachigeplo®

20°C byla 9,3 x 10spor / 1 g substratitepka je nevhodny substrat.

Graf €. 13: Vytéznost spor houbyB. bassianakmen NP 0008 ziskana kultivaci na

piFirozenych substratech v fiznych teplotach proskedi.
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Tab. ¢. 20: Vytéznost spor houbyB. bassianakmene | 101 z jednotlivych zivnych

pFirozenych substrati piepoétena na 1 g substratu

substrét / teplota 10°C 20°C 30°C
kroupy 2,47+0,25x10 7,02+0,89x10 1,8940,27x10
ryze 1,34+0,09x1D 5,58+0,57x10 6,34+0,89x1H
tepka 6,99+0,95x 10 2,28+0,40x10 6,22+0,49x1H

Ve vyhodnoceni tohoto testu kmene | 101 bylétopjvyssi vygznosti spor dosazeno
na kroupach — nejvyssi Winost byla p 20°C. Vysoka vyznost spor byla take u ryze,
kdy pii 20°C je vytznost 5,58 x 10spor / 1 g substratu. Limitujici teplotou u v&ech
hodnocenych ifirozenych Zivnych substiitse ot projevila teplota 10°C a 30°C, kdy
se produkce spor jiz zpomalujejiz Uplné zastavuje. Vyznost spor néepce byla oft
velmi nizka, pi teplot 10°C byla pouze 6,99 xi0pri teplo& 20°C byla 2,28 x 1Da

pii teplot 30°C byla 6,22 x1tna 1 g substratu, coZ je srovnatelné gXjosti spor na
ryzi, kterd byla fi teplo® 30°C 6,34 x1Bspor / 1 g substratu.

Graf €. 14: VytéZznost spor houbyB. bassianakmen | 101 ziskana kultivaci na

piirozenych substratech v fiznych teplotach prostedi.
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Tab. €. 21: VytéZnost spor houbyB. bassianakmene T 08 z jednotlivych Zivnych
pFirozenych substrati piepoétena na 1 g substratu

substrat / teplota 10°C 20°C 30°C
kroupy 7,20+0,16x10 2,99+0,29x10 1,69+0,07x10
ryze 4,70+0,17x10 1,8340,27x10 3,37+0,07x10
tepka 1,00+0,06x10 1,28+0,00x18 3,12+0,04x1H
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Kroupy dosahly oft nejvyssSi vygznosti spor fi vyhodnoceni tohoto testu ve vSech
Zivnych grirozenych substratech. Vysoka #3most spor byla také u ryze, kdii g0°C
byla vy&Znost 1,83 x 10spor / 1 g substratufil30°C dosahovala nejmensi ¥¥nhosti
spor téngt shodr fepka a ryze (depky ¢inila vytéZznost3,12 x 18 a u ryze3,37 x 18
spor / 1 g substratu).

Graf €. 15: Vytéznost spor houbyB. bassianakmen T 08 ziskana kultivaci na

piirozenych substratech v fiznych teplotach prostedi.
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Tab. ¢. 22: Vytéznost spor houbyB. bassianakmene A 32 z jednotlivych zivnych

pFirozenych substrati piepoétena na 1 g substratu

substrét / teplota 10°C 20°C 30°C
kroupy 1,55+0,26x10 1,07+0,26x10 1,01+0,01x18
ryze 1,58+0,12x1D 3,99+0,68x1H 2,55+0,05x10
tepka 5,60+0,01x10 7,10+0,11x18 7,75+0,10x10

V tomto testu, ktery probihal po dobu 14adm kmene A 32 dosahla \&#inosti spor
nejvyssich hodnot ryZefipteplot 20°C — vy&znost byla vysoka: 3,99 x 18por / 1 g
substratu. Limitujici teplotou u vSech hodnocengtihozenych Zivnych substi@atyla
teplota 30°C, kdy bylo dosahovano velmi nizkychéggosti spor — u kruginila
vytsznost 1,01 x 1%) utepky 7,75 x 10a u ryze pouhych 2,55 x16por / 1 gRepka se
znovu projevila jako nejménvhodny substrat pro winost spor, protoZze WEnost
byla ve vSech hodnocenych teplotach ze vSech siibegjnizsSi. Vhodnostepky, jako
piirozeného Zzivného substratu, je u tohoto rumunskéimene A 32 jedna

z nejnevhodgsSich moznosti.
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Graf €. 17: Vytéznost spor houbyB. bassianakmen A 32 ziskana kultivaci na

piirozenych substratech v fiznych teplotach prostedi.
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Tab. ¢. 23: VytéZnost spor houbyB. bassianakmene USA 01 z jednotlivych zivnych

pFirozenych substrati piepoétena na 1 g substratu

substrét / teplota 10°C 20°C 30°C
kroupy 5,14+0,36x10 9,77+1,19x10 1,49+0,27x10
ryze 3,88+1,07x10 8,13+0,57x18 5,87+0,65x18
tepka 6,06+0,26x10 3,06+0,40x1H 9,62+1,01x1H

U kmene USA 01 bylo nejmenSi ¥ynhosti dosazenoipteplo€ 10°C na vSech
substratech. Naopak podstatryssi vy€znost byla pi teplo& 30°C, coz zné, Ze tento
floridsky kmenB.bassianaje zn&né teplomilny. Ri teplo€ 30°C byla vy&Znost na

kroupach 1,49 x f0spor / 1 g substratu.

Graf €. 18: Vytéznost spor houbyB. bassianakmen USA 01 ziskana kultivaci na

piirozenych substratech v fiznych teplotach prostedi.
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Vyhodnoceni pokusu:

V téchto testech, které probihaly po dobu 14 donsahl nejlepSi vgEnosti spor kmen
NP 0008 pi teplot 20°C a sice na kroupach — g¥mostcinila 9,30 x 16 spor/l g.
Vytéznost i teplo€ 10°C a 30°C u ostatnichfippzenych substréat (ryze, fepka) u
tohoto kmene byla jiz nizSi. Vysokych hodnot dosté#tké Sumavsky kmen | 101, u
néhoZ byla pi teplo& 20°C na kroupéach v§Enost spor 7,02 x f0v 1 g substratu.
Rumunsky kmen A 32 rostlipteplo& 20°C velmi dobe na ryzi (vy&znost byla 3,99 x
10° spor / 1 g), na rozdil od ostatnich hodnocenyckrmkde bylo nejvyssich hodnot
pii této teplo¥ dosazeno na kroupach. Kmen z Tater T 08 vykazaealvSech
hodnocenych teplotach a na vSech hodnocenych atdxdirvelmi napadnou shodu se
vSdemi Sumavskymi kmeny. To je svysokou pegatiobnosti dadno podobnymi
ekologickymi naroky a nadniiskou vyskou jakou u kmé&rsumavskych. U kmene USA
01 bylo nejnizSich vy¥nosti dosazenoripteplo€ 10°C na vSech substratech. Naopak
nejvyssi vyEznost ze vSech hodnocenych krindayla pra¥ u kmene USA § teplot
30°C. Tento floridsky kmeB. bassiange zn&né¢ teplomilny. Jako nevhodny substrat u
vSech vyhodnocenych kménse ukazalarepka, nebt vytéZnost zde byla jedna z

nejnizsich.

5.4. Porovnani radialniho ristu u jednotlivych kmeni Beauveria bassiana

Z&kladni Gdaje k pokusu:

- v pokusech bylo pouZit@é¢hto unglych substrat: PDA, SDA, CMA

- suspenze spor hodnocenych kinéyla pipravena na koncentraci 1,0 x*knidii/1
ml

- kazda stedova kultury byla f)praveny nanesenim g@rené tyinky s gripravenym
inokulem jednotlivého kmenB. bassianalo stedu Petriho misky

- vyhodnoceni pokusu bylo provedeno po 21 dnectiMagle

- vytéZnost konidii byla p&itana pomoci hematocytometru

- vtestu byly hodnoceny tyto parametry: byla hambma plocha stdové kultury,
pramér kultury v mnf, vytsZznost spor na 1 kulturu a mnoZstvi spor, které bylo

piepaitené na 1 mMm
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Tab. ¢ 24: Jednotlivé ukazatele ziskané zradialnihoustu stredovych kultur
kmene NP 0004

Zivna teplota

pida parametr 10°C 20°C 30°C
plocha kultury (mrf) 276,17+7,36 1529,19+8,66 310,35+11,71

ppa  Pramer kultury (mm) 18,75+0,25  44,13+0,13 19,88+0,38
spor/mnf 4,03x16 2,71x16 2,83x16
spor/kultura 1,11+0,00x£0 2,07+0,00x18 8,75+0,25x10
plocha kultury (mrf) 70,88+14,72 2687,83+0,00 375,84+4,30

SDA pramer kultury (mm) 18,75+0,50 58,50+0,00  21,88+0,13
spor/mnd 3,97x16 8,12x10 2,06x10
spor/kultura 1,09+0,01x£0 2,18+0,02x18 7,75+0,25x10
plocha kultury (mrf) 261,59+0,00 1025,07+21,28 213,87+6,48

CMA pramer kultury (mm) 18,25+0,00  36,13+0,38 16,50+0,25
spor/mnd 3,94x106 1,83x10 1,73x10
spor/kultura 1,03+0,02x£0 1,88+0,01x18 3,69+0,18x10

V tomto testu, ktery probihal po dobu 21tadn kmene NP 0004 dosahla #Zmosti
nejvyssich hodnot SDAfpteplo& 20°C — vy&Zznost byla 2,18 x T0spor / kultura.
Podobnych vysledk dosahovaly p teplog 20°C i ostatni uglé zivné mdy — PDA a

CMA. Pri teplot 30°C byla zaznamenana nejnizSi &gyiost na vSech hodnocenych

umeélych padach.

Graf €. 19: Vytéznost spor houbyB. bassianakmen NP 0004 ziskana kultivaci na

umélych zivnych substratech v fiznych teplotach prostedi.
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Tab. ¢ 25: Jednotlivé ukazatele ziskané zradialnihoustu stredovych kultur
kmene NP 0008

Zivna teplota

pida parametr 10°C 20°C 30°C
plocha kultury (mrf) 291,04+0,00 1460,77+25,40 371,54+0,00

ppa  Pramer kultury (mm) 19,25+0,00  43,13+0,38  21,75+0,00
spor/mnf 8,53x16 1,33x16 3,16x10
spor/kultura 2,48+0,78x£0 1,95+0,00x18 1,18+0,05x18
plocha kultury (mrf) 283,58+7,46 2734,17+46,34 367,304,25

SDA pramer kultury (mm) 19,00+0,25 59,00+0,50  21,63+0,13
spor/mnf 6,00x16 8,35x16 3,10x1G
spor/kultura 1,70+0,01x£0 2,28+0,02x18 1,14+0,04x18
plocha kultury (mf) ~ 276,31+14,73  921,32+0,00 243,99+3,46

CMA pramer kultury (mm) 18,75+0,50  34,25%0,00 17,63+0,13
spor/mnd 5,45x10 2,02x16 1,82x10
spor/kultura 1,50+0,01x£0 1,86+0,00x18 4,44+0,06x10

U kmene NP 0008 byla nejvySSi ¥¥host pi teplog€ 20°C a to ot na SDA —
vytsznostéinila 2,28 x 18 spor / kultura. Velmi podobné hodnoty &mosti byly fi
teplo€ 20°C i na ostatnich uftych padach. Teploty 10°C a 30°C jsou pro radialistr
tohoto kmene jiz limitnim faktorem. fPteplo& 30°C byla zaznamenana nejnizsi

vytéZnost na vSech hodnocenychdijeh pidach.

Graf ¢&. 20: Vytéznost spor houbyB. bassianakmen NP 0008 ziskana kultivaci na

umélych zivnych substratech v fiznych teplotach prostedi.
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Tab. ¢ 26: Jednotlivé ukazatele ziskané zradialnihoustu stredovych kultur
kmene | 101

Zivna pida parametr teplota
10°C 20°C 30°C

plocha kultury (mrf) 283,72+14,92  669,99+62,07  233,70+0,00

PDA pramér kultury (mm) 19,0040,5 35,12+1,12 17,25+0,00
spor/mni 9,39x14 2,65x10 8,02x1¢
spor/kultura 2,65+0,12xf0  2,55+0,03x18  1,87+0,25x10
plocha kultury (mrf) 298,65+0,00 1272,44+0,00  330,06+0,00

SDA prameér kultury (mm) 19,50+0,50 40,25+0,25 20,50+0,00
spor/mni 2,86x10 8,69x10 5,49x1¢
spor/kultura 8,56+0,31x70 1,10+0,01x18  1,81+0,18x10
plocha kultury (mrf) 254,67+14,14  1304,20+0,00  93,19+10,68

CMA prameér kultury (mm) 18,00+0,50 40,75+0,00 10,87+0,62
spor/mni 1,75x16 4,06x10 8,93x10
spor/kultura 4,44+0,06x10 5,22+0,01x1®  8,31+0,81x10

Sumavsky kmen | 101 vykazuje v radialnifistu na undlych padéach i teplog 20°C
PDA pii teplog& 20°C, ¢inila 2,55 x 18. Teplota 30°C je pro radialnfist u tohoto
kmene jiz limitnim faktorem. i#Pteplo€ 10°C byla zaznamenana nejvyssiééyiost na
PDA.

Graf €. 21: VytéZnost spor houbyB. bassianakmen | 101 ziskana kultivaci na

umeélych Zivnych substratech v fiznych teplotach prostedi.
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Tab. ¢ 27: Jednotlivé ukazatele ziskané zradialnihoustu stredovych kultur
kmene T 08

Zivna pida parametr teplota
10°C 20°C 30°C
plocha kultury (mrf) 103,87+0,00 457,13+4,74 15,14+2,58

PDA pramér kultury (mm) 11,50+0,00 24,12+0,13 4,73+0,37
spor/mni 6,88x10 1,89x16 1,14x16
spor/kultura 6,9940,02x10  8,65+0,02x18  1,68+0,06x16
plocha kultury (mrf) 70,93+3,73  338,60+24,45 -

SDA* pramer kultury (mm) 9,50+0,25 20,75+0,75 -
spor/mni 3,37x16 3,51x10 -
spor/kultura 1,03+0,02x£0  1,06+0,01x18 -
plocha kultury (mrﬁ) 30,68+0,00 1121,01+£88,95 -

CMA* prameér kultury (mm) 6,25+0,00 33,75+1,50 -
spor/mni 3,11x16 5,77x10 -
spor/kultura 9,50+0,02x10  6,41+0,21x18 -

* teplota 30°C nemohla byt u SDA a CMA nebtento kmenB.bassianapii této teplo& na &chto
unelych Zivnych mgidach nerostl

~

Kmen T 08 dosahoval nejvysSi ¥¥hosti ogt pii teplo€ 20°C na SDA — vyZnost
ginila 1,06 x 18 spor / kultura. Niz$i hodnoty Wtnosti byly g teplo& 20°C i na
ostatnich urdlych padach. Teplota 30°C je pro radialrist u tohoto kmene jiz velmi
limitnim faktorem, na umlych pidach SDA a CMA tento kmenulec nerost. #

teplog 10°C byla zaznamenéna nejvyssSicéyost na CMA.

Graf ¢. 22: Vytéznost spor houbyB. bassianakmen T 08 ziskana kultivaci na

umeélych Zivnych substratech v fiznych teplotach prostedi.
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Tab. ¢ 28: Jednotlivé ukazatele ziskané zradialnihoustu stredovych kultur
kmene A 32

Zivna pida parametr teplota
10°C 20°C 30°C
plocha kultury (mrf) 210,61+3,22 1264,61+23,64  525,85+5,08
pramér kultury (mm) 16,37+0,12 40,12+0,37 25,87+0,12
PDA
spor/mni 4,90x10 1,56x16 2,73x10
spor/kultura 1,03+0,35xf0  1,9740,20x18  1,43+0,06x18
plocha kultury (mrf) 125,20+2,48 1217,78+23,19  1179,32+0,00
SDA prameér kultury (mm) 12,62+0,12 39,37+0,37 38,75+0,00
spor/mni 1,14x16 1,71x16 1,27x16
spor/kultura 1,43+0,06x10 2,09+0,18x1®  1,50+0,00x1&
plocha kultury (mrf) 151,21+2,72  1067,97+7,24  334,11+4,05
CMA prameér kultury (mm) 13,82+0,12 36,87+0,12 20,62+0,12
spor/mni 3,72x16 1,45x16 3,93x10

spor/kultura

5,62+0,37x10

1,55+0,05x168

1,31+0,06x168

V tomto testu, ktery probihal po dobu 21uaddosahla vyiZznosti u kmene NP 0004
nejvyssich hodnot PDAfpteplot 20°C — vytZnost byla 1,97 x T0spor / kultura.

Velmi podobného vysledku bylo dosazeno tgto teplo¥ i na CMA. Naopak uria

Zivna mda SDA se projevila jako mérvhodny substrat, neBasytéZnost spor zdeip

této teplok byla nejnizsi.

Graf €. 23: VytéZznost spor houbyB. bassianakmen A 32 ziskana kultivaci na

umeélych Zivnych substratech v fiznych teplotach prostedi.
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Tab. ¢ 29: Jednotlivé ukazatele ziskané zradialnihoustu stredovych kultur
kmene USA 01

Zivna pida parametr teplota
10°C 20°C 30°C

plocha kultury (mrf) 226,98+0,00 2322,15+10,68 1511,91+8,61

DA pramér kultury (mm) 17,00+0,00 54,37+0,12 43,87+0,12
spor/mni 1,76x16 2,53x10 2,06x10
spor/kultura 4,00+0,75x10 5,87+0,62x1®  3,12+0,15x18
plocha kultury (mrf) 298,65+0,00 1134,16+14,92 1272,39+0,00

<DA pramér kultury (mm) 19,50+0,00 38,00+0,25 40,25+0,00
spor/mni 1,08x16 1,16x16 5,15x10
spor/kultura 3,25+0,25x70  1,31+0,51x18  6,56+0,38x18
plocha kultury (mrf) 397,61+14,14 3447,21+26,02 1082,60+21,87

CMA pramér kultury (mm) 22,50+0,00 66,25+0,25 37,12+0,37
spor/mni 4,24x10 1,16x16 2,12x10
spor/kultura 1,68+0,18x10 4,03+0,28x1®  2,31+0,68x18

Floridsky kmenB. bassianaUSA 01 rostl ze vSech hodnocenych teplot nejléfie p
teplotach 20°C a 30°C. Teplota 10°C je pro tenpbormilny kmen jiz velmi omezujicim
faktorem. NejlepSi vy¢¥nosti spor bylo dosahovano na SDA, velmi dobré el DA.
Pii 20°C byla vy&Znost na SDA 1,31 x 20spor / kultura, u PDA 5,87 x iGpor /
kultura Ungly Zivny substrat CMA byl vyhodnocen jako néévhodny.

Graf ¢. 24: Vytéznost spor houbyB. bassianakmen USA 01 ziskana kultivaci na

umeélych Zivnych substratech v fiznych teplotach prostedi.
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Vyhodnoceni pokusu:

Pri kultivaci na unglych zivnych midach, kterd probihala po dobu 21udoyla jako
nejlépe vyhovujici vyhodnocena teplota 20°C. Ndjiepy&znosti spor fi této teplot
dosahly Sumavské kmeny NP 0004 a NP 0008 — neNgp&inost spor / kulturu byla na
SDA, u substrdt PDA a CMA pak byla vyZnost jen nepatinnizsi. Naopak kmen |
101 @i teplo& 20°C nejlépe rostl na SDA a i whost byla i této teplo¥ nejvyssi.
Slovensky kmen T 08ipteplo& 30°C rostl pouze na PDA, na CMA a SDA nerostl
vibec. U kmene A 32 se jako nejmtéwmhodného urélého Zivného substratu jevilo
pouziti SDA, neb® rast i vyttZznost na této Zivnéuplé byla vyhodnocena jako mé&n
vhodné. Teplota 30°C byla téimu vSech kmein omezujicim faktorem, radialnist byl
pii této teplot velmi maly, steji tak jako i vytznost. Bi teplo€ 30°C v3ak dosti ddb
rostl kmen USA 01, coZz znkjeho teplomilnost. Limitni teplotni prasdi u tohoto
kmene pedstavovala teplota 10°C. U kmene USA 01 se jakmaangla Zivna mda
nejlépe jevil SDA V piiméru byl u vSech hodnocenych knieB. bassiangako még
vhodné unila Zivna mida vyhodnocen CMA.
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6. DISKUSE

Studium entomopatogennich hub ziskava v posledrésetieti stale &tSiho
vyznamu. Velmicasto byvaji vyuzivany v biologické ochgamostlin k potl&eni
vyskytu fady drutii Skidci. Entomopatogenni houby maji velmi Siroké spektrum
hostitelskych druth a také maji schopnost infikovatizna vyvojova stadia. Houba
Beauveria bassiange kosmopolite rozStena a pdt k druhim, jenz byvaji s neptSi
cetnosti izolovany z hmyzu aignich vzork (ALVES 1996). Vliv endemickych kmén
entomopatogenni houlB. bassianaude v budoucnosti mit jisvelmi vyznamnou roli
predevsim k boji proti lykoZroutu smrkovémipg typographusa jeho eliminaci ve
smrkovych porostech (LANDA et al. 2007).

Pokusy provaghé v této diplomovéasti byly zantteny na studiu vitality spor,
virulenci, ristu, vyvoji a produkci spor vybranych endemickycmeni houby B.
bassianapomoci in vivo biotestu a in vitro téstv riznych teplotnich profilech a
raiznych podminkach prasdi (st na pirozenych substratech a na &gch Zivnych
pudach). Velka pozornost bylafiphodnoceni virulence a vitality spor takénevana
vyvoji B. bassiana coz ma vypovidaci hodnotu o postupu vyvoje a rosfin
potencialniho $éni infekce.

V piedkladané diplomové praci byly vyuzivany dva vyznantesty. Kléivost
spor byla vyhodnocena pomostupnice pouzivané pro hodnocenicikibsti spor
entomopatogennich hub: Gl — stupnice (LANDA etl@94). Tato stupnice ma rozmezi
od 0 do 3. Je-li index 0, znamena to, Ze hdBblassiananejevi Zadné znamky vitality.
Index 3 znai jiz pIn¢ vysporulovany konidiofor.U vSech hodnocenych kinBoubyB.
bassianabyla v tomto testu prokazana velmi vysok&ikibst. V hodnoceni ktivosti po
24 hodinach se nejlépe projevily Sumavské kmenjOll a NP 0004) u kterych byla
klicivost 100%. Velmi vysokou Klivost mel také Sumavsky kmen NP 0008, ktera byla
99%. U ostatnich hodnocenych knmigrak byla ki€¢ivost jiz nepatra nizSi (97-98%).

DalSim dilezitym testem je vyvoB. bassianana larvachTenebrio molitor
hodnoceny podle FDI indexové stupnice (Fungus adgwveént index). Obdoknjako v
predchozim stupnici ziaindex 0 u FDI n&nnost houby a larvaistava bez jakychkoli
znamek infekce. Hostitel napadeBy bassianavykazuje jako prvni ifiznaky malé
melaniz&ni skvrny na povrchu kutikuly (WEISER 1991) a je piirazen index 0,5 ve
stupnici FDI. Saprofyticka fazd®. bassianakor¢i plnou sporulaci na hostiteli. V

pribéhu biotest se v souvislosti s teplotou se objevily u jedmytth kmeri houbyB.

52



bassianavelmi vyrazné rozdily ve vyvoji. Teplota 20°C bylavSech hodnocenych
kmeni vyhodnocena praist a sporulaci houby jako nejoptim&fi. Hi teplo& 10°C se
rychlost vyvoje houby jiz zpomaluje. Vyjimku tiibteplomilny floridsky kmen USA
01, pro ktery se teplota 10°C jevila jako velmi amjéci faktor, naopakip 30°C tento
kmen rostl dote.

U rady druli entomopatogennich hub je diliost, st a produkce spor velmi
vyznamt ovlivnéna pouzitym médiem a teplotou. V prvni fazi pragetbdy zkouman
vliv pfirozenych substratna vygznost spor jednotlivych kménhouby B. bassiana
Produkce spor je realizovana na substratech, kyrkt@ati vétSinou obiloviny, ryze
nebo jiné substraty se Skrobovym zakladem (FEN@.€t994). V pokusech bylo jako
piirozenych substrétzvolena: ryZze dlouhozrnna,cjg kroupy a semerni@pky olejky.
NejvysSi vyEznost spor byla tééi u vSech hodnocenych kmierpti teplog 20°C.
Vyjimku tvotil floridsky kmen USA 01, u kterého byla nejvys§taznost spor f 30°C.
Tento floridsky kmerB. bassiangpoch&zi na rozdil od ostatnich hodnocenych kmen
Z niZiny a jevi se jako zte teplomilny. Z hlediska pouZzitého substratu bylovgéech
substrat se jevilo pouzitigaych krup, kdy vyZnost spor byla nejvyssi.

Vlastnosti radialnihoustu a vySe produkce spor jsou velmi vyraaovlivnény
vybérem vhodnych umych Zivnych substrét V laboratornich podminkach sezi¢
pouziva gkolik agarizovanych fd. V praci byly hodnocenytitumglé zivné mdy —
PDA, SDA a CMA. Radialnitst mycelia, produkce spor a &liost je v laboratornich
podminkach zavisla jak na tepiptak i na Zivné fpdé¢ (ALI-SHTAYEH et al. 2002).
V praci byla @i kultivaci na unglych Zivnych midach, ktera probihala po dobu 2lidn
jako nejlépe vyhovujici vyhodnocena teplota 20°@jl&pSi vyEznosti spor fi této
teplot dosahly Sumavskée kmeny NP 0004 a NP 0008 — néjgi&nost spor / kulturu
byla u unglé pidy SDA, u substr&tPDA a CMA pak byla v#Znost jen nepatnnizsi.
Naopak kmen | 101ipteplot 20°C nejlépe rostl na SDA a i ¥host byla g této
teplot nejvyssi. Slovensky kmen T 08 peplo& 30°C rostl pouze na PDA, na CMA a
SDA nerostl vibec. U kmene A 32 se jako nejndémhodného umého Zivného
substratu jevilo pouziti SDA. Teplota 30°C byla & vSech kmein limitni, radialni
rast byl @i této teplo¥ velmi maly, stej tak jako i vytZnost. Bi teplog 30°C vSak
dosti dolfe rostl kmen USA 01, coz z&iajeho teplomilnost. V gimeéru byl u vSech
hodnocenych kmeénB. bassianajako mér vhodna umila zivna mida vyhodnocen
CMA.
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Ze vSech provashych pokud je Zejme, Ze jednotlivé kmeny houlBy bassiana
se nejlépe vyviji v teplotnim praeti 20°C. VSechny kmeny jsou vSak schopimst I
v teplog€ 10°C, avsak jejich vyvoj je jiz razartmpomalejSi. V rychlosti vyvoje aistu
zvyhodiovala vy3si teplota (30°C) pouze floridsky kmen USIA Sumavské kmeny NP
0004 a NP 0008 #ty ze vSech hodnocenych kmewvelmi podobné vysledky, coz také
zn&i jejich geografickou fibuznost. Ze vSech hodnocenych kinelopadly také tyto
dva kmeny v pokusech nejlépe.
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7. ZAVERY

» VSechny hodnocené kmeny houBy bassianase nejlépe vyvijely ip teplog

20°C, gicemz i teplotach 10°C a 30°C byl jiz vyvoj kmeznané pomalejsi.

» Vlaboratornim biotestu bylo prokazano, ze k nejléprulentnim kmetim pati
piedevsim NP 0004 a NP 0008, které velmi rychle rogs@nlarvachr. molitor pri
teplog 20°C.

»  Schopnostirstu vSech hodnocenych kniermoubyB. bassiandyla prokazana jak
na obilovinach, tak i na olejnin (fepka). Mezi vyznostmi spor byly
v hodnocenych teplotach a pouzitim zivného suhstzagné rozdily. K nejvice
vhodnym pirozenym Zivnym substréin pro kultivaci a vyZnost spor kmeh
houbyB. bassiandyly kroupy @i teplot 20°C.

» V hodnoceni ulych zivnych meédii se umistila ve wnosti spor mezi nejlepsi
pudy SDA a PDA. NejlepSich v§Enosti spor bylo dosazendi geplog 20°C.
Naopak fida CMA se v piméru projevila jako métvhodny substrat.

»  Schopnostirstu a vyvoje jednotlivych km&nhoubyB. bassianayla zavisla na
jejich geografickém {wvodu, coz bylo nejlépe markantnifip srovnani
chladnomil@jSich Sumavskych kmé&n(NP 0004, NP 0008, | 101) a teplomilného
floridského kmene USA 01.
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9. PRILOHY

Graficky list 1

Metoda stanoveni pétu jednotek

Poéitaci komirka

o

ik
# "...II:L P 1 mm
R T
0.20mm [+ ~—| 028 mm

Y
Neubauerova pgitaci komirka

Stanoveni p@tu jednotek v poli hemocytometru:
komarka

naneseni suspenze

sedimentace

vybér vhodného pole (A - B - C)

max. cca 60 konidii v jednom @idacim poli
rozdil pa&tu mezi jednotlivymi poli max. 20%

O O0OO0OO0OO0Oo
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Graficky list 2

Stupnice FDI (Fungus Development Index) vyuzivana rp hodnoceni virulence
jednotlivych kmeni B. bassianana larvy Tenebrio molitor — upraveno podle prace
HORNAK (2004)

Larva je zZiva a nejsou na ni ¥idzadné
znamky infekce, larva je ziva

Na larvach se postupmo celém povrchu
0,5 | objevuji malé melanizai skvrny,které dosu
nejsou celistve.

Ztinaji se objevovatdtsi melanizani
1 skvrny, které se nyni Zmaji spojovat

Na hrudnich ko&etinach larev se 2ana
15 objevovat viaknité mycelium

Tvoti se vatovité struktury mycelia, dosua

2 nejsou vyvinuty fruktifik&ni organy.
Zacina sporulace - na konci hyf mycelia s
2,5 z&inaji objevovat sporulujici konidiofory
Larva je jiz cela pokryta ptnsporulujicim
3 myceliem, které vytvid nové konidie ve

vysokém potu
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Graficky list 3

Zakladani sttedovych kultur

InokulaceBeauveria bassianaa zivnou jgdu (PDA)
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Graficky list 4

Porovnani ristu stredovych kultur entomopatogenni houbyB. bassianakmene |1 101 na

raznych umélych zivnych mediich v miznych podminkach teplot.

Zivné medium PDA

20°C

Zivné medium SDA

20°C

Zivné medium CMA

10°C
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Graficky list 5

Porovnani riastu stfedovych kultur entomopatogenni houbyB. bassianakmene USA 01

na riaznych umélych zivnych mediich v miznych podminkach teplot.

Zivné medium PDA

20°C

Zivné medium SDA

10°C 20°C

Zivné medium CMA
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Graficky list 6

Porovnani ristu stredovych kultur entomopatogenni houbyB. bassianakmene A 32 na

raznych umélych zivnych mediich v miznych podminkach teplot.

Zivné medium PDA

20°C

Zivné medium SDA

20°C

Zivné medium CMA
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Graficky list 7

Srovnani riastu stredovych kultur jednotlivych kmeni entomopatogenni houbyB.

bassianana riznych umélych zivnych mediich g teploté 20°C.

Zivné medium PDA

= = - = 'v
Kmen | 101 Kmen USA 01 Kmen A 32 Kmen T 08

Zivné medium SDA

Kmen | 101 Kmen USA 01 Kmen A 32

Zivné medium CMA

‘5533__{5/’

Kmen | 101 Kmen USA 01 men A 32 Kmen T 08

67



Graficky list 8

Srovnani riastu stredovych kultur jednotlivych kmeni entomopatogenni houbyB.
bassianana riznych umélych Zivnych mediich pi teploté 30°C.

Zivné medium PDA

=

Kmen | 101 Kmen USA 01 Kmen A 32

Zivné medium SDA

AN

Kmen | 101

——

Kmen USA 01

Kmen A 32

Zivné medium CMA

men A 32

Kmen | 101 Kmen USA 01
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Graficky list 9

Standardni laboratorni biotest

Larvy Tenebrio molitorinokulované houboBeauveria bassianpo 7 dnech (teplota 10°C)

Riust houby B. bassianana prirozenych substratech

Rist Beauveria bassianaa kroupach i teplot& 30°C
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