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1. Uvod

Mezi hlisty se nachazi celd tfada parazitl, parazitoidi a patogenti obratlovcl i
bezobratlych, ale i veliké mnozstvi voln¢ zijicich druhi, které se zivi bakteriemi,
houbami, nebo jsou dokonce dravé a napadaji ostatni hlisty a jiné organismy. Tti druhy
z Celedi Steinernematidae (Steinernema feltiae), Heterorhabditidae (Heterorhabditis
bacteriophora) a Rhabditidae (Phasmarhabditis hermaphrodita) jsou v CR registrovany
jako bioagens k ochran¢ rostlin (pfipravky Larvanem, Entonem a Nemaslug).

P. hermaphrodita, kterému se vénuje tato prace, je parazitem mnoha druhi mekkysu z
tiidy plzi (Gastropoda). Napada piedevsim zastupce Celedi slimakoviti (Limacidae),
plzakoviti (Arionidae), slimackoviti (Agriolimacidae), plzicoviti (Milacidae) a
Vaginulidae, ktefi jsou zavaznymi S$ktdci ovoce, zeleniny a okrasnych rostlin
péstovanych na polich, v zahradach i ve sklenicich. Regulace populaci téchto skliidch
byla dlouhou dobu zalozena jen na chemickych metodach vyuZzivajicich pozerové
navnady v podobé¢ granuli, které obsahuji metaldehyd, methiocarb, nebo fosfat zeleza.
necilovych, mnohdy uzite¢nych, organismi. A to je pravé jeden z argumentli pro snahu
vyuzivat i proti $kodlivym plzim metod biologické ochrany. P. hermaphrodita je pak
jednim z moznych feSeni.

PredloZena disertacni prace se snazi piedstavit P. hermaphrodita v celé $ifi vSech dosud
znamych poznatkli o jeho ekologii 1 zplisobech praktického vyuziti a zaroven piinasi
nékteré nové informace o Zivoté tohoto parazita. Pfedev§im se prace zabyva orientaci P.
hermaphrodita v prostiedi, reakci na rizné zivné substraty, vnitrodruhovou konkurenci

a perzistenci hlistice v riiznych prosttedich.



2. Phasmarhabditis hermaphrodita

2.1. Historie

Druh Phasmarhabditis hermaphrodita (Schneider 1859) Andrassy 1983 byl poprvé
objeven v roce 1859 v téle rozkladajiciho se terestrického plze a byl nazvan Pelodytes
hermaphroditus (Schneider 1859). Tentyz druh izoloval Maupas (1900) ze stieva plzaka
cerného (Arion ater) nalezeného v Normandii a pojmenoval ho jako Rhabditis
caussaneli (Maupas 1900). V roce 1987 zacalo ve Velké Britanii v Long Ashton
Research Station hledani vhodného bioagens pro kontrolu $kodlivych slimaki. O rok
pozd¢ji pak byly z plastové dutiny nakaZzené¢ho slimécka sitkovaného (Deroceras
reticulatum) izolovany P. hermaphrodita a také P. neopapillosa (Mengert in Osche
1952) Andrassy 1983. Phasmarhabditis neopapillosa, a¢ parazituje v meékkysich
naprosto shodnym zptisobem jako P. hermaphrodita, vsak zistal stranou zajmu, ktery
vyustil v dlouhodoby vyzkum, jehoz vysledkem byl nejen patent chranici technologii
masového mnozeni, ale predev§im uvedeni pfipravku Nemaslug® na svétovy trh. V
soucasné dobé je piipravek produkovan pouze britskou firmou Becker Underwood
(dtive MicroBio Ltd) a vyzkum parazitickych hlistic mékkyst, nejen P. hermaphrodita,
pokracuje dal (Rae et al. 2007).

2.2. Systematické zarazeni

Rod Phasmarhabditis (Andrassy 1976) nalezi do fadu Rhabditida, nadceledi
Rhabditoidea, ¢eledi Rhabditidae (Orley 1880), pod¢eledi Peloderinae (Andrassy 1976).
Podle Andrassyho (Andrassy 1984) je znamo celkem pét druht rodu Phasmarhabditis.
Jsou to P. nidrosiensis (Allgén 1933) Andrassy 1983, P. papillosa (Schneider 1866)
Andrassy 1976, P. valida (Sudhaus 1974) Andrassy 1983, P. neopapillosa (Mengert in
Osche 1952) Andrassy 1983 a P. hermaphrodita (Schneider 1859) Andrassy 1983.

2.3. Morfologicka a molekularné biologicka charakteristika

2.3.1. Rod Phasmarhabditis

Tento rod zahrnuje druhy velké 0,9 az 3,4 mm. VSechna vyvojova stddia maji hadovité
télo a hladkou nebo jemné krouzkovanou a podélné ryhovanou kutikulu. Hlavova cast je
kratka, s oddélenymi pysky a drobnymi labidlnimi papilami. Amfidy jsou malé

Vv lateralni pozici. Stoma byva 1,2 az 2 krat delSi nez primér hlavy. Cheilostom



kutikularizovany, promesostom prismaticky. Metastom isoglotoidni, kazdé rozsifeni
nese tfi nepatrné zoubky. Jicnovy (nervovy) prstenec je pomérné vysoko. Jicen
proximalné zduiely. Samié¢i gonady jsou parové a vulva se nachazi ve stfedu téla.
Spikuly jsou oddélené a mirné obloukovité prohnuté. Bursa je peloderanni, na ventralni
strang, stfedné vyvinutd, oteviend a s deviti pary genitalnich papil. Ocasni ¢ast samic
kuzelovita, nebo kulovitd, klasovitd, ostfe zaspicatéld. Ocas samci je kratsi a
kuzelovity. Phasmidy jsou velké, papiliformni a vycnivajici. Larvy byvaji stoCené.
(Andrassy 1983)

2.3.2. Phasmarhabditis hermaphrodita

Samice

T¢lo je témét rovné, robustni, postupné se zuzujici k zaoblenému hlavovému konci.
Ocas je konicky, pfiblizné tfi analni Sitky dlouhy a zuzujici se do filiformniho konce.
Ptiblizn¢ v poloving ocasu jsou na kazdé strané viditelné phasmidy. Ocas asi tii analni
Sitky dlouhy a zuzujici se do filiformniho konce. V poloviné délky ocasu na obou
stranach ndpadné phasmidy. Anus je kratky a zahnuty, rektum trochu nafouklé.
Kutikula je podéln€ i pfi¢né€ ryhovand, vytvati Sachovnicovy vzor. Lateralni pole maji
obycejné 4 linie. Vulva je ventralni, pfiblizn€ v poloving délky téla. Ovaria jsou parova,
ohnutd zpét a dosahujici témét k vulve. Oblast pyski je asi 18 pm Siroka. Pysky jsou
uspofadany do tii part. Kazdy pysk nese napadnou vnitini a méné napadnou vné&jsi
labialni papilu. Amphidy jsou viditelné na vnéjsi strané¢ kazdého lateralniho pysku.
Stoma je v pricném prifezu trojuhelnikovité, priblizné stejné délky jako Sitka pyskd.
Promesorhabdiony jsou patrné, 10 - 12 pm dlouhé. Jicnovy prstenec obycejn¢ dosahuje
az k ptrednimu konci promesorhabdion. Metarhabdiony dobfe vyvinuté, okrouhlé,
kazdy se tfemi nendpadnymi hrbolky. Jicen vyvinuty cylindricky, uprostted mirné
zdutely. Isthmus s nervovym prstencem dobie patrny. Vyrazny terminalni bulbus se
zietelnou valvularni strukturou typickou pro Rhabditida. Exkre¢ni porus se nachazi
mezi nervovym prstencem a terminalnim bulbem. Deiridy patrné v laterdlnim poli,
obycejné naproti exkrecnimu poru.

Samci

Samci nejsou u tohoto druhu popsani.



Invazni larvy

Invazni larvy jsou uzaviené v kutikule pfedchoziho instaru. Stievni obsah maji tmavy.
T¢lo je kratsi a ten¢i nez u dospélcii. Pysky jsou asi 11 pm Siroké. Pohlavni primordia
jsou patrna jako svétlé skvrny pfiblizn€ uprostied téla. Ocasni ¢ast je prodlouZena,
konicka s filiformnim koncem. Na kutikule jsou pfitomné jemné podélné i piicné ryhy.
Na bocich je 10 az 12 lateralnich linii, které se vyskytuji pfiblizné€ na tietin¢ délky téla v
jeho stfedni ¢asti. Ustni otvor je trojithelnikovity. Vnitini kutikula ma p#iéné pruhovéni.
Piitomny jsou pouze 4 lateralni linie. Pyskil je Sest, lateralni maji patrné amphidy. Ustni
dutina se zda delsi nez u dospé€lct. Promesorhabdiony jsou 13 - 15 um dlouhé, na konci

zahnuté dovniti. Metarhabdiony jsou redukované. Telostom je isoglotoidni, jicen bez

zfetelné medialni zdufeniny. Exkre¢ni porus je obycejné naproti bazalnimu bulbu.

(Hooper et al. 1999)

Nemaslug | Nemaslug Bl Bl
samice larva samice larva

L 21002464 778978 21212626 808 — 960
2323+£759 8984604 2383+128,3 882434
16,1-37,7 26,3-470 1413-20,0 27,3-450
194445  33,1£50 164+ 1,5 343+57
87-104  49-63 84-104  47-57
9,7+0,5 56+04  916+£06  51+03
. 145-172 66-121 129-212 80-11,6
162+09  87+14 16,722  90+08
N 459 558 . 46,2 57,1 _
51,9421 514430
Si¥ica téla 61— 141 20 - 30 121 - 162 20— 30
124+£173  28+3,1 146 £10,6  26+39
Deélka ii 222263 152168 242283 156180
SN 41 211,00 159447 261+102 172465
Dk 133-156  78-125 117168  78-106
CLSRULE 144481 104+12,5 144+147 98469
1131 - 1273 1131 - 1273
Vulva 1204337 - 1221 + 41,2 )
Anilni sitka TG 1623 43 - 67 1218
59+ 6,8 20+2.5 57+6.4 15+1,5

Tabulka 1: Morfometrie Phasmarhabditis hermaphrodita (v§echny rozméry v um, n =
20): L - celkova délka téla, a - celkova délka téla / Sitka téla, b - celkova délka téla /
délka jicnu, c - celkova délka t€la / délka ocasu, V - vzdalenost od hlavy k vulvé v
poméru k celkové délce téla v %; Nemaslug - komer¢ni kmen, B1 - kmen z BeneSova u
Prahy.
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Obrazek 1: Phasmarhabditis hermaphrodita: Samice. A: stoma a dorsalni
metarhabdion, B: stoma a subventralni metarhabdiony, C: jicen, lateralni rovina; D:
ocas, lateralni rovina; E: ocas ventralni rovina; G: pfedni gondda mladé samice. Invazni
larva. F: stoma; H: jicen; I: lateralni linie ve stiedu téla na vnéjsi kutikule; J: lateralni
linie na vnitini kutikule; K: ocas, lateralni rovina. - P. neopapillosa: L: ocas samce,

lateralni rovina. (Hooper et al. 1999)



2.3.3. Molekulirné biologicka charakteristika

Pro béznou druhovou determinaci (Stock 2009) a fylogenetické studie (Ross et al.
2010a) se vyuziva piedev§im chromozomalni DNA (ITS respektive 18S rRNA), nebo
mitochondrialni DNA (COI), kterou je mozné pouzit k rozliSeni jednotlivych populaci
(Nermut' et al. 2010). Kromé metod zalozenych na izolaci DNA a amplifikaci
specifickych tseku 1ze vyuzit i gelovou elektroforézu proteint, ktera nam muze pomoci
s rozliSenim morfologicky identickych druht, jako jsou Phasmarhabdits hermaphrodita
a P. neopapillosa (Hooper et al. 1999). Veskeré dostupné sekvence pro P.
hermaphrodita je mozné najit on-line v genové bance

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

2.4. RozSifeni a monitoring vyskytu

cey

Zastupci rodu Phasmarhabditis jsou suchozemské druhy Zijici v pidnim prostiedi v
Evropé, Asii, Africe a v Australii. Larvy nékterych druhti parazituji v mékkysSich
(Andrassy 1983). P. hermaphrodita podle dosavadnich poznatkt preferuje predev§im
vlhéi lokality s plidou, kterd ma vysoky obsah organickych latek a ptipadné vrstvu
¢astecné rozlozené organické hmoty na povrchu (MacMillan et al. 2009, Nermut’ et al.
2012a).

P. hermaphrodita je v Evropé Siroce rozsiteny druh (Rae et al. 2007). V Evropé byl
nalezen napiiklad ve Velké Britanii (Wilson et al. 1993a), Francii (Maupas 1900),
Némecku (Mengert 1953) a Norsku (MacMillan et al. 2009). Nalezy jsou vsak hlaseny i
ze zemi jako jsou fran (Karimi et al. 2003), Egypt (Saleh MME, ustni sdéleni v Rae et
al. 2007), Chile (France & Gerdin 2000) nebo Novy Zéland (Wilson et al. 2012). V
USA byla izolovana hlistice povazovana za rod Phasmarhabditis (Zaborski 2001), ale
soucasné studie ukazuji, ze P. hermaphrodita se v USA nevyskytuje (Ross et al.
2010b). Podobny prazkum vyskytu se stejnym, negativnim, zavérem byl proveden i v

Australii (Charwat & Davies 1999).

V Ceské republice byl tento hlist pravdépodobné poprvé izolovan z blize neuréeného
mrtvého slimédka nalezeného v Chel&icich v jiznich Cechach. Bohuzel kultura byla
ztracena, a tak neni zcela jisté, zda se o P. hermphrodita skutecné jednalo. Nicméné v
roce 2010 byl v rybizovné nedaleko ChelCic tento hlist izolovan a jednoznacné urcen.

Dalsi Geské izolaty pochéazi napiiklad z Ceskych Budgjovic, Chrudimi a z Bene$ova u



Prahy, kde doSlo k pomérné¢ vzacnému ndlezu napadeného hostitele, ze kterého se

uvoliovaly nové invazni larvy a dospé€lci.

Monitoring vyskytu je vzhledem k pravdépodobné nizkym abundancim ponckud
problematicky, a tak vyuziti Baermanovych nalevek, které se bézné pouzivaji K izolaci
hlisti, nema valného uspéchu. Velmi dobrou, i kdyZ dosti pracnou metodou je tak sbér
slimakt v pfirodé nebo v pastech (Wilson et al. 1994a), jejich nasledna karanténa a
pitva, kterou se zjist'uji vSichni pfitomni zastupci tiidy Nematoda, kteti v téle mekkyse
Ziji. Alternativou je nami vyvinuta laboratorni metoda, ktera je jakousi obdobou

Galleriovych pasti pouzivanych k izolacim entomopatogennich hlistic (Nermut’ 2012).

Kromé zminénych postupti je také mozné vyuzit molekularn€ biologickych metod. Ty
nam sice neumoziuji ziskat zivé jedince, ale naptiklad pomoci real time qPCR a
specifickych primerd je mozné vycislit pocet hlistic uréitého druhu (vcetné
Phasmarhabditis hermaphrodita) ve vzorku ptudy, z n¢hoz byla extrahovana DNA
(MacMillan et al. 2006). Podobn¢ je mozné stanovit i to, zda P. hermaphrodita nebo
jina hlistice byly v nedavné dobé& soucasti potravy urcitého predatora napt. roztoce ¢i

chvostoskoka (Read et al. 2006).

2.5. Ekologie

2.5.1. Zivotni cyklus

P. hermaphrodita ma tfi zZivotni cykly nebo strategie (Rae et al. 2006, Mengert 1953).
Jednotlivé Zivotni cykly mezi sebou nemaji jasné hranice ani ndvaznost a mohou se
vzajemn¢ prolinat podle momentalni situace, kterd v prostiedi nastava.

Prvni, nejzndmé;jsi, je paraziticky cyklus, kterého se s tspéchem vyuZziva v ochrané
rostlin pted Skodicimi plzi. V tomto ptipad¢ larvy tietiho instaru ziji v pudé, kde se
aktivné pohybuji a vyhledavaji vhodného hostitele. Pokud takového najdou, pronikaji
do jeho téla, a to zpravidla dychacim otvorem. Nasledné se dostavaji do plastové
dutiny, kde dojde k uvolnéni "symbiotickych" bakterii a vzniku septikémie. Disledkem
toho je vyrazna zmeéna chovani napadeného plze, ktery pfestdva pifijimat potravu,
vyhledava vhodny ukryt, obvykle hloubéji v ptid€ a v tomto tkrytu pak hyne. V pud¢ je
mrtvola vystavena mens$imu tlaku mrchozrouti nez na povrchu (Pechovd & Foltan
2008) a zaroven takové prostiedi poskytuje lepsi podminky pro pieziti a Sifeni novych
larev. Jesté pied thynem vSak muZe dochazet k hromadéni tekutin v téle, coz ma za

nasledek napadny otok predev§im v oblasti hlavy a Stitu. Nékdy mize dochazet i k



prasknuti. Hlisti se pak uvnitf i na povrchu uhynulého hostitele vyviji v hermafroditni
dosp€lce a mnozi se az do doby, nez dojde k Gplnému vycerpani substratu. Pak vznika
nova generace voln¢ Zijicich larev tietiho instaru a cyklus se muze opakovat (Wilson et
al. 1993a).

Jak jiz bylo ptedeslano vyse, neni parazitismus jedina strategie, kterou Phasmarhabditis
hermaphrodita ke svému pieziti vyuziva. Phasmarhabditis hermaphrodita je
fakultativni parazit, ktery mtze Zit saprofagné na nejriznéjsi odumielé organické hmoté
(Rae et al. 2007). Tou muze byt napiiklad tlejici bukové nebo dubové listi (MacMillan
et al. 2009), zahradni kompost, rizné savéi organy, mrtvy hmyz (Nermut et al. 2012a)
nebo mrtva a homogenizovana téla plza a jejich vykaly (Rae et al. 2006; Nermut’ et al.
2012a). Zivotni cyklus v téchto podminkich pak probihd naprosto identicky s
parazitickym cyklem s tim rozdilem, ze zde jako substrat slouzi jiz mrtva organicka
hmota. AvSak urcité rozdily v zavislosti na zdroji potravy je mozné pozorovat v
rychlosti rozvoje populace, produkci potomstva a velikosti hlisti a do ur¢ité miry i v
energetickych zasobach (Hooper et al. 1999, Rae et al. 2006, Nermut’ et al. 2012a).
Tteti nejméné prozkoumany zivotni cyklus je nekromenicky (Maupas 1900, Mengert
1953). V tomto piipad¢ larvy infikuji hostitele, ale z néjakého dtvodu (napf.: imunitni
systém, nevhodny symbiont ap.) nejsou schopné vyvolat septikémii a zacit se mnozit.
Proto setrvaji ve stfevé nebo plaStové dutiné v neaktivnim stavu a ¢ekaji na vhodnou
prilezitost, kterd povede k oslabeni imunitniho systému nebo smrti hostitele. V tu chvili

za¢nou rast a mnozit se. Tak je zajiSténo nejen zachovani, ale i Sifeni druhu v prostiedi.



Invazni larvy pronikaji
do.zdravého slimacka
dychacim otvorem.

Po vycerpani vsech Zivin Infekce se projevi
se do prostredi uvolni typickym otokem stitu a
nové invazni larvy. hlavy.

Za 4 az 21 dni slimacek
hynea'dospélci se
mnozi na povrchu

mrtvoly.

Po.nékolika dnech dojde
k uplnému rozkiadu
mrtvoly.

Obrizek 2: Zivotni cyklus Phasmarhabditis hermaphrodita.

2.5.2. Orientace a pohyb v prostiredi

Zpusob orientace v prostiedi a lokalizace hostitele jsou stejné jako u hlistovek. Hlavové
papily a také amphidy jsou citlivé smyslové organy, které mohou zachytit slouceniny
vylu¢ované vhodnym hostitelem. Mohou to byt napiiklad kyselina moc¢ova, amoniak,
arginin (Schmidt & All 1979), nebo CO, (Gaugler et al. 1980) a mnohé jiné, které

slouzi k vyhledani vhodného hostitele nebo substratu.

P. hermaphrodita vyuziva pti orientaci predevsim atraktanty asociované s vhodnymi
hosteli. Hlistice je tak napfiklad siln¢ pfitahovana do prostfedi, kde se vyskytuje sliz
z povrchu téla slimaka (Rae et al. 2006, Hapca et al. 2007, Small & Bradford 2008).
Infekéni larvy jsou ale pfitahovany vyrazné silngji k zivému jedinci nez k samotnému
slizu z povrchu téla (Rae et al. 2006). Velmi zajimava je vSak informace, Ze mrtvy
jedinec je pro napadeni invaznimi larvami atraktivnéj$i nez zivy. Toto zjisténi potvrzuje
hypotézu, ze P. hermaphrodita je fakultativni parazit, ktery se mize vyvijet i na mrtvém
rostlinném a Zivo¢isném materialu ptitomném v pudé (Rae et al. 2006, MacMillan et al.
2009). Tim jsou napf. vykaly slimackt (Deroceras sp.) nebo plzaka (Arion sp.), které
jsou nejen siln¢ atraktivni (Rae et al. 2006, Nermut’ et al. 2012b), ale zaroven jsou i

vhodnym substratem k Zzivotu a reprodukci (Nermut et al. 2012a). Silna atraktivita



vykali a slizu je pak ddvana do souvislosti s chovanim slimaku, ktefi pravidelné
vyuzivaji tytéz ukryty kazdy den (South 1965, Newell 1966a, 1966b), pticemz se do
nich vraci po své slizové stopé (Wells & Buckley 1972). Své ukryty brzy znecisti
vykaly a slizem (Ingram & Adolph 1943), a tak schopnost vyhledat takova mista dava
invaznim larvam vyhodu v podobé vétsi Sance potkat se s hostitelem (Grewal et al.
2001).

2.5.3. Hostitelské spektrum

Phasmarhabditis hermaphrodita je parazitem mnoha plzii (Gastropoda) z celedi
slimakoviti (Limacidae), plzakoviti (Arionidae), slimackoviti (Agriolimacidae),
plzicoviti (Milacidae) a Vaginulidae (Rae et al. 2007).

Mezi nejcitlivéjsi  hostitele patii bezesporu zastupci Celedi  slimackoviti
(Agriolimacidae). Mnoho problematickych Skodlivych druhG plzG vsak neni k P.
hermaphrodita citlivych. Jsou to kupiikladu slimak nejvétsi (Limax maximus), plzak
zahradni (Arion hortensis) nebo plzak hnédy (A. subfuscus). V nékterych ptipadech
(plzak Spané€lsky A. lusitanicus) jsou napadani jen mladsi jedinci cca do 1 g vahy
(Speiser et al. 2001, Rae et al. 2007). Vaci P. hermaphrodita jsou citlivé i nékteré
druhy ulitnatych plzt, jako napiiklad hlemyzd kropenaty (Helix aspersa) (napadani
jsou jen mladi jedinci), tmavoretka kentska (Monacha cantiana), paskovka kefova
(Cepaea hortensis) a vodni plz plovatka bahenni (Lymnaea stagnalis). Posledni tfi
jmenované druhy byly vSak infikovany pouze v laboratornich podminkéach, a to
davkami nékolikandsobné vétSimi nez jaké se pouzivaji pfi polnich aplikacich (Wilson
et al. 2000, Morley & Morritt 2006). V polnich pokusech, kde se vyskytovaly pocetné
populace deviti druhti plzi, nebyla pii standardni davce 300 000 larev/ha zjisténa
redukce pocetnosti u Zadného druhu. V nasledném laboratornim testu pak pfi standardni
davce byla prokazana vysokd mortalita jen u slimacka sitkovan¢ho (Deroceras
reticulatum), ktery je cilovym organismem a necilové tmavoretky kentské (M.
cantiana). Pti pétinasobku doporucené standardni davky se mortalita projevila u obou
predchozich a jesté u paskovky kefové (C. hortensis), ostatni druhy vsak byly odolné
(Wilson et al. 2000).

Pomérné Casto studovanym necilovym organismem je kromé plzh také zizala obecna
(Lumbricus terrestris). Divodem by mohla byt zprava o pravdépodobné izolaci P.

hermaphrodita z Zizaly obecné (L. terrestris) (Zaborski 2001). Zadna z dosavadnich
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studii vSak nedokazala zvySenou mortalitu zizal plsobenim Phasmarhabditis
hermaphrodita (Grewal & Grewal 2003a, De Nardo et al. 2004, Rae et al. 2005). Stejné
negativni vysledky byly zaznamenadny pii sledovani vlivu P. hermaphrodita na
mortalitu mnoha druht hmyzu, napf. stfevlicek (Pterostichus melanarius), potemnik
mouc¢ny (Tenebrio molitor), potemnik brazilsky (Zophobas morio) (Wilson et al.
1994b) nebo zavije¢ voskovy (Galleria mellonella) (Wilson nepublikovano) jsou zcela
odolni, i kdyz na mrtvych jedincich hmyzu (naptf. moucha domaci (Musca domestica),
nebo zavije¢ voskovy (Galleria mellonella)) se P. hermaphrodita mtze mnozit
(Nermut’ et al. 2012a) stejné jako na jiné organické hmoté¢ (Rae et al. 2006, MacMillan
et al. 2009, Nermut et al. 2012a).

AZ na nékolik vyse popsanych vyjimek nebyl v polnich podminkach nikdy prokazan

vliv na zZadnou ze slozek ptidni fauny, plZze nevyjimaje.
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Ulitnati plzi

Tabulka 2: Vnimavost nékterych plz

Slimackoviti

(Agriolimacidae)

Slimakoviti
(Limacidae)

Plzakoviti
(Arionidae)

Plzicoviti
(Milacidae)

Vaginulidae

Hlemyzdoviti
(Helicidae)

Plovatkoviti
(Lymnaeidae)
Levatkoviti
(Physidae)

Pomatiasidae

Zemounoviti
(Zonitidae)
Zavornatkoviti
(Clausiliidae)
Vrasenkoviti
(Endodontidae)

Deroceras agreste
(L. 1758)

Deroceras reticulatum
(Miiller 1774)
Deroceras panormitanum
(Lessona & Pollonera 1882)
Deroceras laeve
(Miiller 1774)
Limax maximus

(L. 1758)

Arion ater

(L. 1758)

Arion silvaticus

(L. 1758)

Arion intermedius
(Lohmander 1937)
Arion distinctus
(Mabille 1868)
Arion lusitanicus
(Mabille 1868)
Arion subfuscus
(Draparnaud 1805)
Arion hortensis
(Férussac 1919)
Milax gagates
(Draparnaud 1801)
Tandonia sowerbyi
(Férussac 1823)
Tandonia budapestensis
(Hazay 1881)
Leidyula floridana
(Leidy & Binney 1851)
Helix aspersa
(Miiller 1774)
Monacha cantiana
(Montagu 1803)
Cepaea hortensis
(Miiller 1774)
Cepaea nemoralis
(L. 1758)

Theba pisana
(Miiller 1774)
Cochlicella acuta
(Miiller 1774)
Cernuella virgata
(Da Costa 1778)
Lymnaea stagnalis
(L. 1758)

Physa fontinalis

(L. 1758)

Pomatias elegans
(Miiller 1774)
Oxychilus helveticus
(Blum 1881)
Clausilia bidentata
(Strém 1765)
Discus rotundatus
(Miiller 1774)

Slimacek polni

Slimacek sitkovany

Slimacek sttedomorsky

Slimacek hladky
Slimak nejvetsi
Plzak cerny
Plzak hajni
Plzak nejmensi
Plzéak obecny
Plzak Spanélsky
Plzak hnédy
Plzék zahradni
Plzice tmava
Plzice

PlZice stihla

Hlemyzd’ kropenaty
Tmavoretka kentska
Paskovka kefova

Péskovka hajni

Suchomilka
Plovatka bahenni

Levatka ri¢ni

Zavornatka ¢ernava

Vrasenka okrouhla

ano
ano
ano

ne

jen mladi
jedinci
ne

ne

ne

jen mladi
jedinci
ne

ne

ano

ano

ano

ano

jen mladi
jedinci
ano
ano

ne

ano
ano
ano
ano

ne

ne

ne

ne

ne

u k P. hermaphrodita, podle Rae et al. (2007).
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2.5.4. Obranné reakce a chovani napadenych plzi

Optimalni teplota pro infekci slimacka sitkovaného (Deroceras reticulatum) je 15°C az
17°C. Pti teplotach pod 5°C a nad 35°C dochazi k rychlému uhynu invaznich larev
(Wilson et al. 1993b). K infekci v laboratornich podminkach dochazi béhem 8 az 16
hodin po vystaveni mekkyst Phasmarhabditis hermaphrodita. Slimak poté zpravidla
zahyne do 4 az 21 dni po infekci (Wilson et al. 1993a). Jesté pred thynem vsak dochazi
k napadnym zménam v chovani, jako jsou napiiklad razantni sniZeni pfijmu potravy
(Glen et al. 2000a), tendence zalézat do riznych ukryti (Wilson et al. 1994a, Pechova
& Foltan 2008) a omezeni pohybové aktivity (Bailey et al. 2003). Zmény v chovani
slimakt je vSak mozné pozorovat i u zcela zdravych jedincu, ktefi jsou prokazatelné
schopni detekovat pfitomnost parazita v prostfedi a takovym plochdm oSetfenym P.
hermaphrodita se pak vyhybaji (Wilson et al. 1999). Dokonce i stievlicci Pterostichus
melanarius se vyhybaji konzumaci mrtvol slimackt napadenych P. hermaphrodita
(Foltan & Puiza 2009).

Znacnou mortalitu a snizeni piijmu potravy slimacka sitkovaného (D. reticulatum) a
plzice tmavé (Milax gagates) potvrdili Rae et al. (2008) vramci studie sledujici
vnimavost a imunitni odpovéd’ slimacka sitkovaného (D. reticulatum), plzice tmavé (M.
gagates) a slimaka pestrého (Limax pseudoflavus) na vystaveni hlistici P.
hermaphrodita. Avsak u druhu L. pseudoflavus toto potvrzeno nebylo. Naopak pii pitvé
prezivsich jedinct byl v jejich téle nalezen znaény pocet enkapsulovanych jedinct P.
hermaphrodita. Autofi se tak domnivaji, Ze slimak s rostouci velikosti téla (starnutim)
ziskava schopnost takto ,,vychytat™ invadujici larvy. Toto je prvni zprava o takovémto
obranném mechanismu u plzt. Enkapsulace je vSak dobie popsana u hmyzu a spoéiva v
tom, Ze pii invazi vétSich objekti, jakymi jsou 1 hlistice, dojde k jejich obaleni n€kolika
vrstvami plasmatocytli a granulocytii. Nasledné se uplatni profenoloxiddzy, které
katalyzuji vznik melaninu. Jde tak 0 komplexni proces, na jehoz konci je melanizovana

a nekrotizovana kapsule (Kodrik 2004).

2.6. Asociace s bakteriemi

P. hermaphrodita nema, jako napftiklad entomopatogenni hlistice rodu Steinernema a
Heterorhabditis, pouze jednu symbiotickou bakterii, nybrz v pfirozenych podminkach
Zije v asociaci s mnoha druhy bakterii, které nijak neovliviiuji jeho virulenci (Rae et al.

2010). Symbiotickou bakterii, kterou je v piipadé komeréné dostupného kmene
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bakterie Moraxella osloensis, si neni schopen trvale udrzet (Rae et al. 2010). Dosud
bylo izolovano mnoho bakterii, na kterych je Phasmarhabditis hermaphrodita schopen
rist. Jsou to napiikald bakterie roda Pseudomonas, Providencia, Serratia a dalsi
(Wilson et al. 1995a) nebo Stenotrophomonas maltophilia (rhizophila) a Bacillus cereus
(Nermut’ et al. 2010). Duvod, pro¢ byla jako symbiont vybrana pravé bakterie M.
osloensis, je ten, ze poskytuje nejlepsi vysledky jak v oblasti patogenity vuci hostiteli,
tak v oblasti produkce a kvality potomstva hlistice, 1 kdyz v jednotlivych dil¢ich
oblastech by ji daleko predCily jiné bakterie. Naptiklad Providecia rettgeri je pro P.
hermaphrodita podstatné lepSim zivnym substratem, na kterém byla pozorovana
mnohem vyssi produkce potomstva, ale vysledky v testech patogenity vii¢i hostiteli jsou

uz znaéné nejisté (Wilson et al. 1995b).

M. osloensis je Q- aerobni bakterie tfidy Moraxellaceac z gama pododdéleni
purpurovych bakterii. Je citlivd na penicilin, mize rist na minerdlnich médiich
S obsahem acetatu a amonnych soli a jednd se o piilezitostny lidsky patogen (Tan &
Grewal 2001). M. osloensis produkuje termostabilni endotoxin (aktivnim endotoxinem
je lipopolysacharid) odolny ptisobeni proteaz, ktery je sam o sob¢ toxicky pro slimaky
po injekéni aplikaci, ale nikoliv oraln¢ nebo kontaktn¢ (Tan & Grewal 2003). Kromé
toho endotoxin ze starSich bunék stejné jako z bunck oSetfenych tepeln€ a pridanim
protedzy vykazuje vysSi aktivitu. Tato skuteCnost je pfisuzovana mozné vazbé
endotoxinu na jiny strukturni protein, ktery snizuje aktivitu toxinu z mladSich a

proteazou neosetienych bunék (Tan & Grewal 2002).
2.7. Masova produkce a skladovani

P. hermaphrodita je mozné v laboratornich podminkach chovat na zivych nebo nejlépe
mrazem zabitych jedincich slimacka sitkovaného (Deroceras reticulatum) (Wilson
osobni sdéleni), ptipadné monoxenicky in vitro v tekutych médiich nebo na agarovych
plotnach (Wilson et al. 1995b). Pocate¢ni pokusy s mnozenim in vitro byly provadény s
xenickymi kulturami s nedefinovanym poctem druhd bakterii (Wilson et al. 1994c).
Takovato technologie vsak neumoziuje dosahovat stabilnich vysledkt, a proto bylo
nezbytné ziskat monoxenické kultury schopné rozvoje v tekutém médiu (Wilson et al.
1995b). Za timto ucelem byly provadény experimenty s izolaci riznych bakterii ptimo z
invaznich larev i napadenych hostiteld. Nakonec byla jako vhodny "symbiont" vybrana

M. oslensis (Wilson et al. 1995a).
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Phasmarhabditis hermaphrodita je komer¢né produkovan v monoxenické asociaci s
Moraxella osloensis ve fermentorech v tekutém médiu, které je predmétem patentové
ochrany. V téchto podminkach je produkovano na 1 ml média asi 100 000 larev (Glen et
al. 1994), které jsou z vyCerpaného média separovany centrifugaci a naslednym
promyvanim (Young et al. 2002) a filtrovanim pfes sita o velikosti ok 75 az 106 um, na
kterych dojde k separaci dospélct a larev (Wilson et al. 2001). Pro separaci se daji
vyuzivat i vibraéni memebrany (Wilson et al. 2003). Po separaci a vycCiSténi larev
nasleduje kone¢na formulace. Larvy jsou Smichany s montmorillonitem nebo
vermikulitem, produkt je zabalen a ukladnén (Glen et al. 1994).

Takto formulované larvy vydrzi zivotaschopné az 6 mésict, pokud je produkt skladovan
v chladnicce pifi 5°C (Grewal 2001). V laboratornich podminkdch se larvy P.
hermaphrodita bézné skladuji v nizkém sloupci vody pii teploté 15°C (kratkodobé
uskladnéni) nebo pro dlouhodobé uskladnéni pii 5°C ve vlhké molitanové drti (Wilson
et al. 1993b). V molitanu pii 5°C jsou larvy schopné piezit bez vétsich problému 1 rok,
i kdyz s pribyvajicim ¢asem pochopitelné roste jejich mortalita. Ptezivani pii
extrémnich teplotach, které mohou nastat béhem transportu lze zvysit oSetfenim larev
10% roztokem glycerolu, které ndm zajisti mensi mortalitu pti teplotach -20 az +35°C

(Grewal & Grewal 2003b).
2.8. Ochrana proti Skodlivym plzim

Nazi plzi zpisobuji znacné Skody v kulturach péstovanych rostlin okusem klickd a
kli¢icich semen, stonkt, lodyh, plodt, hliz i duznatych kofend a listd. Tim rostlinu
znaén¢ poskozuji a v ptipadé¢ mladych rostlin, pfi soucasném premnozeni plzl, miize
dojit k holozirim a uplnému zniceni porostu. Jelikoz jsou plzi obecné Siroce
polyfagnimi organismy, je ochrana proti nim, zvlasté na vlh¢ich lokalitach, aktualni
tém&f ve viech bé&Zné péstovanych plodinach. Skodlivi plzi v nasich podminkach
pochazeji predevsim ze tii Celedi: plzakoviti (Arionidae), slimackoviti (Agriolimacidae)
a slimakoviti (Limacidae). Zvlasté¢ pak slimacek sitkovany (Deroceras reticulatum),
slimacek polni (D. agreste) a plzak zahradni (Arion hortensis) zptsobuji zna¢né skody
(Kazda et al. 2003).

Ochrana proti plziim spociva predev§im ve spravné agrotechnice a také aplikaci
nejruznéjSich piipravkti na bazi metaldehydu (Vanish slug pellets®), fosfore¢nanu

zelezitého (Ferramol schneckenkorn®) nebo methiocarbu (Mesurol 50 WP®, Mesurol
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schneckenkorn®). Dalsimi osvédéenymi zpusoby regulace populaci slimaki, slimackt a
plzdki je aplikace granulovaného dusikatého vépna nebo paleného vapna. A
V neposledni fad¢ je mozné vyuzit pro boj stémito Skadci také Phasmarhabditis
hermaphrodita. Kromé zminénych metod regulace plza se nabizi dal§i minoritni, né¢kdy
az kuridzni, zpisoby feSeni problému, jako je na ptiklad vyuziti plastovych plitkd,
pivnich pasti, kuchyiiské soli, kachen, kdvové sedliny, dievénych pilin, rozdrcenych
vajeCnych skotfapek, lavovych kamenti, vyluhu z Cesneku nebo dokonce poprasku
kokainu, ¢i robota pro sbér slimaka (SlugBot), ktery ulovené sliméky pouziva jako
substrat pro vyrobu bioplynu slouziciho k pohonu celého mechanismu (Anonym 1
2012).

2.9. Metody aplikace Phasmarhabditis hermaphrodita a jejich u¢innost

Hlistice P. hermaphrodita (Nemaslug®) je pouzivana pro regulaci populaci slimakd a
plzéaki skodicich na mnoha polnich, zahradnich a okrasnych rostlinach, jako jsou fepka
(Speiser & Adermatt 1996), kapusta (Ester et al. 2003a), ozima psenice (Wilson et al.
1994a), jahody (Glen et al. 2000b), hlavkovy salat, zeli (Grubisis et al. 2003) nebo tieba
lilie rodu Hosta (Grewal et al. 2001) a orchideje (Ester et al. 2003b). Ve Velké Britanii
je P. hermaphrodita pouzivan i v porostech rostlin rodu Asparagus a celeru (Grewal et
al. 2001, Ester et al. 2003a). Standardn¢ se aplikuje celoplosné na vihkou nebo piedem
provlhéenou pudu v davee 300 000 jedincd na 1 m2 Po oSetieni je vhodné zalit porost
vodou, aby byly hlistice zaplaveny do pidy. Maximalni pfipustny tlak pti aplikaci je 5
bara a otvory trysek a filtrd by mély mit velikost minimalné 1 mm. Pfipravek je vhodné
aplikovat navecer pii optimalni teploté pudy 5 az 20°C, neaplikuje se za intenzivniho
slune¢niho svitu (pfibalovy letak pfipravku Nemaslug®).

O uspesich nebo neuspésich riznych aplikaci P. hermaphrodita byl napsano mnoho.
Faktem ziistava, Ze pouziti v praxi je pon¢kud problematické ve vztahu k nékterym silné
Skodlivym druhtim, které nejsou vaci P. hermaphrodita citlivé. Kazdopadné vysledkem
polnich pokust bylo zji§téno, Ze plochy osetfené P. hermaphrodita v davce 3 a 10 mld.
larev/ha mély vyrazné méné napadenych rostlin nez plochy neoSetiené. U ploch
oSetfenych granulemi s uc¢innou latkou methiocarb vSak signifikantni rozdil nebyl. Na
téchto plochach ale bylo vyrazné méné slimaki. Na plochiach oSetfenych P.
hermaphrodita sice ani po 27 tydnech pocet slimaki neklesl, av§ak Skod bylo vyrazné

méné, nebot’ jak je psano vyse P. hermaphrodita ovliviiuje chovani slimaku, ktefi se
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méné¢ pohybuji a nepfijimaji potravu (Wilson et al. 2004, Glen et al. 2000a). Tyto
vysledky potvrzuji i pokusy provadéné v CR (Senoldova in preparation). Velmi dobrych
vysledkii je dosahovano 1 s opakovanymi aplikacemi nizSich déavek, které vedou k
vyraznému snizeni poétu pouzitych hlistic (Ester et al. 2003a), nebo aplikaci ptimo do
ukrytd (Grewal et al. 2001)

Nekteré aplikacni strategie vychazi ze znalosti chovani Phasmarhabditis hermaphrodita
a cilovych organismu, tedy skodlivych slimacku (Agriolimacidae) a plzakua (Arionidae).
Slimacek sitkovany (Deroceras reticulatum) se prokazatelné¢ vyhyba plocham, kde se
na 1 cm? vyskytuje 38 az 120 jedinct P. hermaphrodita (Wilson et al. 1999). Tento
poznatek vedl k mySlence o aplikacich na okrajich pozemkt nebo individualné v okoli
jednotlivych rostlin, coz by mohlo ptispét k vyznamné Gspoie finan¢nich prostiedki ve
srovnani s celoplosnou aplikaci. OvSem pokusy v ozimé pSenici prokazaly, ze ve
skuteCnosti mezi lokalni a celoplosnou aplikaci neni rozdilu, nebot na oSetienych
plochach dochazi postupné ke sniZeni hustoty populace P. hermaphrodita pod uroven

majici repelentni G¢inek (Hass et al. 1999a, Hass et al. 1999Db).
2.10. Vyuziti Phasmarhabditis hermaphrodita v integrované ochrané

Entomopatogenni hlistice, ale i P. hermaphrodita jsou velmi citlivé na vyschnuti a
pusobeni ultrafialového zafeni. Proto jednim ze zékladnich opatieni pii aplikaci a po ni
neni jen vySe zminénd zalivka, ale i1 zapraveni hlistic do plidy vlacenim nebo
rotavatorem, ¢imZz je dosahovano prokazateln¢ lepSi Ucinnosti aplikovanych hlistic
(Wilson et al. 1996, Hass et al. 1999b).

Poméme slibna je kombinace chemické ochrany a hlistic. Phasmarhabditis
hermaphrodita totiz vzhledem ke svému zptisobu zivota 1épe napada mekkyse, ktefi se
vyskytuji pod povrchem pudy, zatimco aktivni jedinci na povrchu jsou Iépe likvidovani
pomoci pozerovych moluskocidd na bazi metaldehydu (Rae et al. 2009, Iglesias et al.
2001, Iglesias et al. 2003). Moluskocidy na bazi methiocarbu neni mozné pouzit, nebot’
karbamaty jsou nematocidni (Gordon et al 1996, Nermut’ & Mracek 2010).

K lepsimu vyuziti hlistic a vyssi G¢innosti 1ze vyuzivat nejen vyse nastinéné metody, ale
1 matematické modely, které nam dovedou piedpovédét mortalitu a miru redukce piijmu
potravy slimakl v zavislosti na pouzité davce P. hermaphrodita (Glen et al. 2000a).
Tento model vSak nebere v uvahu Cas, jednd se jen o predikci na zéklad¢ davky.

Dlouhodobé pusobeni hlistic na pozemku zde neni zohlednéno. Prvek casu vnesli do
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modelovani Hass et al. (1999a). Ti vysli z dlouhodobych pokusi, pfi kterych sledovali
mortalitu a omezeni piijmu potravy v Case pii pouziti jedné pocate¢ni davky. Takovéto
modely vSak neberou v uvahu pocetnost populace slimaki a jeji dynamiku, kterézto
v potaz i poCetnost populace slimacka sitkovaného (Deroceras reticulatum) (Wilson et
al. 2004). Sice neni snadné stanovit pocetnost populace piesné a rychle, ale takovyto
model uz poskytuje docela kvalitni odhad (Rae et al. 2007). ldealni by ovSem bylo
vnést do modelu jesté dynamiku rozvoje populace cilového organismu (Choi et al.
2004), nebot’ i ta mize zcela zasadné ovlivnit Gspéch aplikace (napt. rozdil vyskytu a
Skodlivosti slimakt v suchych a vlhkych, nebo teplych a chladnych obdobich). A na
zaver je treba si uvédomit, Ze populaci slimdka neovlivituje pouze pocasi a lidské snaha
regulovat slimdky chemicky nebo biologicky, ale i spousty piirozenych neptatel, jakymi
jsou naptiklad stfevlici (Coleoptera: Carabidae), nebo mouchy rodu Tetanocera
(Diptera: Sciomyzidae) a mnoho dalsich.

18



3. Cile prace

Cilem ptedlozené disertaéni prace je studium ckologie hlistice Phasmarhabditis
hermaphrodita a jeji celkova charakteristika v kontextu vSech dosavadnich poznatkd.
Prace zkouma zplsob orientace P. hermaphrodita v prostfedi a reakci na pfitomnost
ruznych potencidlnich hostitelti ¢i zivnych substrati. Déle se prace zabyva reakci P.
hermaphrodita na rizné zivné substraty, hlavn¢ pak tim, jak tyto rtzné substraty
ovlivituji rozvoj populace a kvalitu i kvantitu potomstva. Tteti oblasti zajmu je
vnitrodruhovd konkurence a zavér tvori studie zabyvajici se perzistenci hlistice v

ruznych prostiedich.
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4, Experimentalni ¢ast a vysledky

4.1. Reakce Phasmarhabditis hermaphrodita (Nematoda: Rhabditidae) a
Steinernema feltiae (Nematoda: Steinernematidae) na riizné atraktanty

Nermut’, J.; Piiza, V. & Mracek, Z. 2012. The Response of Phasmarhabditis hermaphrodita
(Nematoda: Rhabditidae) and Steinernema feltiae (Nematoda: Steinernematidae) to different
host-associated cues. Biological Control 61: 201-206.

V této studii byla sledovana odpovéd’ P. hermaphrodita na rizné atraktanty asociované
s Deroceras reticulatum. Pozorovani probihalo na agarovych plotnach a v
olfaktometrech vyplnénych piskem. Jako reference byly pouzity hlistovka S. feltiae a
atraktanty asociované s Galleria mellonella. Pohyb P. hermaphrodita byl ve srovnani se
S. feltiae mnohem intensivnéj$i v olfaktometrech i na agaru. Na agaru byl P.
hermaphrodita ptitahovan k mrtvému a k homogenizovanému D. reticulatum. Vykaly a
sliz z D. reticulatum a vykaly G. mellonella vyvolaly velkou, nikoliv vSak jasné
orientovanou reakci. V olfaktometrech vyvolaly atraktanty z D. reticulatum vyrazné
vyssi reakei nez jiné, ackoliv v piipad¢ zivého slimacka a jeho vykalt nebyla tato
reakce nijak orientovana. V ptipadé mrtvého nebo homogenizovaného slimacka se
jednalo dokonce o reakci negativni. Vysledky této prace demonstruji, ze P.
hermaphrodita je schopné velice dobie detekovat volatilni latky asociované s hostitelem
a zaroven je schopné se pohybovat v Cist¢ mineralnim substratu. S. feltiae byla
ptitahovana jak ke hmyzim, tak mékkySim atraktantim a jeji silnd reakce na mrtvého
slimacka naznacuje, Ze by hlistovky mohly pro sviij vyvoj vyuZzivat i jiné nez jen hmyzi

mrtvoly a hmyzi hostitele.

4.2. Vliv ruznych Zivnych substrati na vyvoj a kvalitu Phasmarhabditis
hermaphrodita (Nematoda: Rhabditidae)

Nermut’, J.; Piza, V. & Mracek, Z. 2012. The effect of different growing substrates on the
development and quality of Phasmarhabditis hermaphrodita (Nematoda: Rhabditidae). Under
review in: Biological Control.

Vliv riznych zivnych substrati na vyvoj P. hermaphrodita byl sledovan v nékolika
laboratornich pokusech. Komeréni, laboratorni a "divoky" kmen P. hermaphrodita byly
chovany na agarovych plotnich na  homogenizované prase¢i ledviné,
homogenizovanych télech D. reticulatum, Arion lusitanicus a G. mellonella, vykalech
D. reticulatum, A. lusitanicus a G. mellonella a na zahradnim kompostu. Sledovany

byly doba vyvoje, produkce potomstva, tukové rezervy a délka téla samic a invaznich
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larev. Vsechny kmeny byly schopné ristu a reprodukce na vSech testovanych
substratech, ackoliv produkce potomstva byla vyznamné vys$S§i na substratech
zivoc¢isného puvodu. Tukové rezervy a velikost t€la byly proménlivé napii¢ substraty,
nicméné¢ 1 na rostlinnych substratech byla pozorovdna normalni velikost a tukové
rezervy. To tedy znamend, ze kvalita zivného substratu ovlivituje nejvice produkci
potomstva. Vysoka a stabiln&jsi produkce potomstva a rychlejsi vyvoj divokého kmene
by mohly byt zplsobeny bakteriemi asociovanymi s timto kmenem. U komer¢niho
kmene byla izolovana pouze Moraxella osloensis. Laboratorni a divoky kmen
obsahovaly vétsi mnozstvi druhti bakterii. U obou kmenti byly izolovany Acinetobacter
sp., Alcaligenes faecalis, Stenotrophomonas sp. a Bacillus cereus, zatimco druh
Pseudomonas putida byl izolovan pouze z divokého kmene. Vysledky této prace
podporuji tvrzeni, Ze Phasmarhabditis hermaphrodita je fakultativnim parazitem a
saprobiontem. Zna¢ny rozdil v produkci potomstva na zivoCiSnych a rostlinnych

substratech ilustruje evolu¢ni vyhodu asociace nematodu s bezobratlymi zivoc€ichy.

4.3. Vliv vnitrodruhové konkurence na vyvoj a kvalitu Phasmarhabditis
hermaphrodita (Rhabditida: Rhabditidae)

Nermut, J.; Piza, V. & Mracek, Z. 2012. The effect of intraspecific competition on the
development and quality of Phasmarhabditis hermaphrodita (Rhabditida: Rhabditidae). Under
review in: Biocontrol Science and Technology.

V této studii byl sledovan vliv vnitrodruhové konkurecne na vyvoj, reprodukei a kvalitu
P. hermaphrodita. Pro vlastni experimenty byl pouzit divoky kmen P. hermaphrodita
izolovany v BeneSové u Prahy. Hlisti byli chovani na homogenizovaném téle Deroceras
reticulatum na agarovych plotnach v multiwellech s 24 jamkami. Pouzito bylo celkem 8
ruznych pocatecnich davek. (1, 10, 25, 50, 100, 250, 500 a 1000 invaznich larev na
jednu jamku). Stejn¢€ jako v predchozi studii byla sledovana doba vyvoje, produkce
potomstva, tukové rezervy a délka téla samic a invaznich larev. Velikost a tukové
rezervy samic klesaji s rostouci pocate¢ni davkou. Velikost a tukové rezervy invaznich
larev byly stabilni (okolo 900 um respektive index 7) az po davku 250 larev. Pti vysSich
davkach dochazi k poklesu. Produkce potomstva rostla s rostouci pocatecni davkou az k
optimu 100 larev pocatecni davky (produkce cca 200 000 larev na 1 g substratu) a poté
op¢t klesala. V ptipadé nevyssi davky se jen Cast inokula vyvijela v rozmnonzujici se
dospélce. Phasmarhabditis hermaphrodita je pravdépodobné schopné tolerovat

vnitrodruhovou konkurenci az do uréité urovné (cca 1000 jedincti pocatecni davky),
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kdyz je potom pocet jedincti pfili§ vysoky, ¢ast larev se nevyviji v dosp€lce a ma
tendenci opustit substrat. Tato studie dokazuje, ze vnitrodruhova konkurence negativné
ovlivituje produkci potomstva a kvalitu invaznich larev Phasmarhabditis hermaprodita
a ze P. hermaphrodita je pravdépodobné schopné se castecné piilisné konkurenci

vyhnout opusténim piesyceného prostoru.

4.4. Persistence Phasmarhabditis hermaphrodita (Rhabditida: Rhabditidae) v
riznych substratech

Nermut’, J. 2012. The persistence of Phasmarhabditis hermaphrodita (Rhabditida:
Rhabditidae) in different substrates. Russian Journal of Nematology 20: 61-64.

Tato studie se zabyva persistenci P. hermaphrodita v riznych substratech. Ctyfi riizné
substraty (pisek, zahradni kompost, zahradnicky substrat a stfedné tézkd ptuda) byly
inokulovany divokym kmenem P. hermaphrodita. Nasledné byla sledovana persistence
hlistice po dobu osmi mésict. Pro zjistovani ptitomnosti P. hermaphrodita v substratu
byla pouzita nov€ vyvinuta past. Bylo zjisténo, ze P. hermaphrodita dokaze piezivat ve
vlhkém pisku po dobu nejméné 5 mésict, avsak pocet izolovanych jedincti mél po celou
dobu pokusu prudce klesajici trend. Persistence v kompostu byla velmi nizka
pravdépodobné diky velkému mnozstvi antagonistll z fad roztoci, chvostoskoki, hub a
dal§ich organismil. Zahradnicky substrat a stfedné¢ t€zk&4 pada poskytly P.
hermaphrodita nejlepsi podminky pro dlouhodobé ptezivani. Hlisti se vyskytovali v
téchto substratech v pomérné vysokych poctech po celou dobu experimentu (8 mésictt).
Demonstrovali jsme, ze P. hermaphrodita prokazatelné 1épe pteziva v substratech s

vy$§im obsahem organické hmoty a ochotné reaguje na nami vytvotfené pasti.
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5. Zavér

+ Mrtvi, homogenizovani a zivi slimdci jsou atraktivni pro invazni larvy
Steinernema feltiae.

+ Phasmarhabditis hermaphrodita reaguje v olfaktometrech velmi siln& na plynné
latky.

+ P. hermaphrodita je schopné velmi aktivniho pohybu v mineralnim substratu.

+ P. hermaphrodita je schopné riistu a reprodukce na substratech rostlinného i
zivoci$ného puvodu, které vSak poskytuji lepsi podminky k vyvoji.

+ Divoky kmen P. hermaphrodita vykazuje stabiln&jsi produkci potomstva i obsah
tuku a je variabilngjsi ve velikosti téla, zatimco laboratorni a komeréni kmeny
vykazuji opak.

+ Vys8i produkce potomstva a rychlejsi vyvoj divokého a komeréniho kmene
mohou byt zplisobeny asociovanymi bakteriemi.

+ Kuvalita substratu vyrazné ovliviiuje hlavné produkci potomstva, méné velikost

téla nebo tukové rezervy.

+ Nejvétsi samice P. hermaphrodita se vyskytuji pti nizkych pocate¢nich davkach,
zatimco pii davkach vyssich velikost samic klesa.

+ Tukové rezervy a délka samic a invaznich larev P. hermaphrodita jsou stabilni
az k davce 250 respektive 100 invaznich larev, poté klesaji.

+ Produkce potomstva P. hermaphrodita stoupa s rostouci pocateéni davkou az k

optimalni davce 100 invaznich larev.

+ P. hermaphrodita dokaze piezivat ve vlhkém pisku po dobu nejméné 5 mésic.

+ Perzistence P. hermaphrodita v kompostu je velmi nizka pravdépodobné diky
velkému mnozstvi antagonist.

+ Zahradnicky substrat a stiedné tézka puda poskytuji P. hermaphrodita nejlepsi
podminky pro dlouhodobé ptezivani.



Hlistice Phasmarhabditis hermaphrodita byla objevena pied vice nez 150 lety. Vétsiho
zajmu veédecké verejnosti se vSak dockala az v devadesatych letech dvacéatého stoleti.
Od té doby byla uvedena na trh v podob¢ biopreparatu na ochranu rostlin pred
Skodlivymi plzi a publikovany byly vysledky mnoha vyzkumu zaméfenych na
laboratorni i masové chovy, vztah k cilovym a necilovym organismim, asociace s
bakteriemi, zivotni cyklus, formulace i skladovani a dalsi.

Predlozend disertacni prace ptinesla nékokolik novych poznatki o zivoté P.
hermaphrodita, zvlast¢ o jeho schopnosti vyhledani vhodného hostitele, pohybu v
prostiedi, vyvoji v podminkach riznych substrati i vnitrodruhové konkurence a
schopnosti persistence v prostifedi. Ackoliv by se mohlo zdat, Ze o tomto fakultativnim
parazitovi m&kkysi je znamo témet vSe, ani zdaleka tomu tak neni. Dodnes ziistavaji
neznamé napiiklad zpisoby jeho Sifeni a pfezivani v prostiedi, preference habitati a
mnoho dalsiho.

Kam se bude ubirat vyvoj je tézké odhadnout. V nasi laboratofi to urcité budou izolace
novych kment a vySe zminéné Sifeni a pfezivani v prostiedi. ZvIasté producent hlistice
a nékteré laboratofe zaméfené vice na aplikovany vyzkum jist¢ budou vyuzivat izolaci
novych kmentl pro ziskani dal$ich bakterii asociovanych s P. hermaphrodita, za ti¢elem
vytvofeni novych vztahti bakterie a hlista, které by mohly byt efektivnéjsi vaci
nékterym dosud obtizné regulovatelnym druhlim plZzi. Stranou z&mu ale jisté
neziistanou ani moznosti levnéjsi produkce a samoziejmée nejriznéjsi moderni aplikacni
strategie, jako jsou napfiklad cilené aplikace (Grewal et al. 2001) a technologie
postupného uvoliovani (Menzler-Hokkanen & Hokkanen 2003; Grewal et al. 2005),
nebo tieba zvySovani odolnosti ke stresovym podminkdm (Grewal & Grewal 2003b).

P. hermaphrodita pfedstavuje zajimavy objekt studia, i kdyz v budoucnu nejspis
neziistane ochrana proti Skodlivym plzim jen u jednoho jediného bioagens, ale Cas
nepochybné piinese i mnohé jiné organismy schopné efektivni regulace Skodlivych
meékkysu. Jednim z takovych organismi by snad mohla byt i dalsi paraziticka hlistice
Alloinema appendiculatum z celedi Alloionematidae, kterd v nezanedbatelné miie
parazituje v plzacich, véetné invazniho druhu Arion lusitanicus, a ktera bude i bez
ohledu na jeji praktické vyuziti dosti zajimavym objektem studia, stejné jako mnoho

dalSich parazitickych hlistic mékkysi.
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6. Summary

Diserta¢ni prace ,,Komplexni charakteristika hlistice Phasmarhabditis hermaphrodita
je zaméfena na studium ekologie parazitické hlistice P. hermaphrodita a jeji celkovou
charakteristiku v kontextu vSech dosavadnich poznatkli. Prace sestavd z obecného
uvodu, ktery ma za cil predstavit P. hermaphrodita v celé §ifi dosavadniho vyzkumu a
Ctyf vlastnich originalnich praci, které na tento pichled navazuji. Prvni z nich zkouma
zpusob orientace P. hermaphrodita v prostiedi a reakci na pfitomnost rtznych
potencialnich hostitelti ¢i zivnych substrati. Dalsi se zabyva reakci P. hermaphrodita na
rizné Zivocisné a rostlinné substraty, hlavné pak tim, jak tyto rizné substraty ovliviiuji
vyvoj populace a kvalitu i kvantitu potomstva. Tteti oblasti zajmu je vliv vnitrodruhové
konkurence na vyvoj populace a kvalitu i kvantitu potomstva. Zavér tvoti kratka studie
zabyvajici se perzistenci hlistice v riznych prostiedich, od mineralniho az po Cisté

organické.

Ph.D. thesis , The complex chacterisation of the nematode Phasmarhabditis
hermpahrodita“ is focused on the study of ecology of slug parasitic nematode P.
hermaphrodita, its general characterisation in the context of all nowadays knowledge.
The thesis consists the general introduction, that introduces the whole nowadays
research of P. hermaphrodita, and four original works, that follow the introductory
chapter. The first work deals with the orientation of P. hermaphrodita in 2D and 3D
space and reaction on the presence of different hosts or nutritive substrates. The other
study deals with the reaction of P. hermaphrodita on various animal and plant nutritive
substrates and in the first place the influence of these substrates on the development of
nematodes and quality and quantity of progeny. The third scope of this thesis is the
influence of intraspecific competition on development, quality and quantity of
nematodes and the last part of this text comprises a short study of the persistence of P.

hermaphrodita in different substrates, from mineral to organic.
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