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ABSTRAKT

Entomopatogenni houba Metarhizium anisopliae patii mezi nejrozsifenéj$i druhy
vyuzivané v biologické ochrané rostlin. Prace se zaméiuje na ucinnost pivodnich a kontinualné
pasazovanych kment M. anisopliae pies Zivné substraty a rtiznd vyvojova stadia potemnika
moucného (Tenebrio molitor). U pivodnich a kontinualné pasazovanych kment byl také
posuzovan riist a vytéznost spor pti rozdilnych teplotach kultivace. V této praci byla déle
zkoumana ucinnost ptavodnich kment M. anisopliae na vybrané hospodaisky vyznamné
Sktidce. Kmeny byly v laboratornich podminkach testovany na populacich dospélcii blyskacka
fepkového (Meligethes aeneus) a krytonosce SeSulového (Ceutorhynchus obstrictus)
a na vajickach mandelinky bramborové (Leptinotarsa decemlineata). Na vajickach mandelinky

bramborové byly testovany i dalsi vyznamné entomopatogenni houby.

Klicova slova: biologicka ochrana, entomopatogenni houby, M. anisopliae, kontinualni

pasazovani

ABSTRACT

Entomopathogenic fungus Metarhizium anisopliae is one of the most common species
used in biological control against pests. The thesis is analyzing effectiveness of original strains
and continuously passaged strains of M. anisopliae through nutrient substrates and different
developmental stages mealworm (Tenebrio molitor). For original and continuously passaged
strains were also evaluated the growth and spore production at different temperatures
cultivation. In this thesis was investigated the efficacy of the original strains of M. anisopliae
on selected economically important pests. Strains were tested on populations of adults Pollen
beetles (Meligethes aeneus) and Cabbage seedpod weevil (Ceutorhynchus obstrictus) and the
eggs of Colorado potato beetle (Leptinotarsa decemlineata) in laboratory conditions. Other

entomopathogenic fungi were tested on the eggs of Colorado potato beetle eggs.

Key words: biological control, entomopathogenic fungi, Metarhizium anisopliae, continuously

passaged
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1. UVOD

Ochrana rostlin ptfed hmyzimi skiidci a fytofagnimi roztoci se provadi prevazné pomoci
pesticidi. To je divod, pro¢ se rozviji integrovand ochrana rostlin, kterd se snazi omezit
pouzivani chemickych latek a tim chranit zivotni prostfedi. V minulosti se pouzivaly
Sirokospektralni, pro savce toxické a velmi perzistentni pesticidy, které zptisobovaly vysokou
mortalitu necilovych druhli. Navic vysoka intenzita chemické ochrany a opakované pesticidni
zasahy mély podstatny vliv na vznik rezistentnich populaci skodlivych organismi.

Jednim z vychodisek je biologicka ochrana rostlin. Biologickd ochrana rostlin vyuziva
ptirozené nepiatele s cilem regulovat populace nezadoucich Cinitelt. Mezi ptfirozené nepiatele
patii parazité, parazitoidi, predatofi nebo patogenni mikroorganismy, které jsou schopni potlacit
populace Skidci bez naruseni pfirodni rovnovahy. Oproti pesticidiim jsou biologické ptipravky
na bazi makroorganisml nebo mikroorganismi pro ¢lovéka a necilové organismy neskodné
a nepiedstavuji ekologickou zatéz pro zivotni prostiedi.

Z patogennich mikroorganismu jsou nejvice prozkoumany bakterie a houby. Houby
nachazeji vyuziti jak v regulaci houbovych chorob rostlin (mykoparazitické houby), tak
i v regulaci $kidci z fiSe hmyzu (entomopatogenni, akarifagni, nematofagni houby). Vysoky
potencial entomopatogennich hub spociva predev§im v jejich celosvétovém rozsifeni
a ptirozené piimé asociaci s mnoha druhy Sktidct rostlin. Nevyhodou pouziti je zavislost
ucinnosti bioagens na podminkach prostredi, zvlasté na teploté a relativni vzdusné vlhkosti.
Tim se pouZzitelnost omezuje pouze na urcité klimaticky pfiznivé arealy a prostory jako jsou
skleniky.

Diplomovéa priace se vénuje problematice entomopatogennich hub, konkrétné
entomopatogenni houbé Metarhizium anisopliae. Cilem prace je zaméfeni se na navysSeni
virulence hub pomoci kontinualniho pasazovani vybranych kmend houby M. anisopliae
s naslednym porovnanim jejich rastu a produkce spor s pivodnimi kmeny, véetné sledovani
vyvoje kment v riznych teplotnich podminkach. Vyznamna ¢ést prace je vénovana porovnani
virulence pivodnich kmend M. anisopliae a jejich pasazovanych variant ptes vybrané hostitele,
zejména na larvach potemnika mouéného (Tenebrio molitor). Uginnost ptivodnich kment byla
sledovana i na vybranych druzich zemédé€lsky vyznamnych skudch, dospélcich blyskacka
fepkového (Meligethes aeneus) a krytonosce SeSulového (Ceutorhynchus obstrictus).
Na vajickach mandelinky bramborové (Leptinotarsa decemlineata) byl sledovan vliv

patogeneze riznych druhli entomopatogennich druht hub potencionalné pouzitelnych v praxi.



2. LITERARNI PREHLED

2.1 Integrovana ochrana rostlin

Integrovana ochrana rostlin (IOR) jako zptisob ochrany rostlin, se v zeméd¢€lské praxi
uspésné praktikuje jiz dlouhou dobu. Kombinuje biologickou, fyzikalni, péstebni a usmérnénou
chemickou regulaci i uziti rezistentnich odriid. Vyuziva, je-li to vhodné a mozné, veskeré
dostupné informace o aplikaci a kombinaci vSech Setrnych metod regulace. IOR se zaklada
na peclivém sledovani pocetnosti skiidct 1 jejich piirozenych neptatel s ¢imz souvisi prabézné
prizpisobovani regulacnich metod aktualnim potfebam. Regulacni metody spolupiisobi
v komplexu, nejsou antagonistické ani se vzajemné nevylucuji (Navratilova 2015a).

Klasicka definice FAO (organizace pro vyzivu a zeméd¢lstvi) zroku 1967
charakterizuje IOR jako ,.komplexni systém, opatfeni zaméfena na regulaci Cetnosti populaci
Skidct s ohledem na ekologické, ekonomické, toxikologické a hygienické pozadavky, se
zamérem udrzet Cetnost populaci Sktidct na tolerovatelné urovni, pfi zamérném preferovani
a védomém vyuzivani pfirozenych metod regulace populaci sktidcti* (Landa 2002).

Mezi metody, které se vyuzivaji v IOR a vzijemné se dopliuji, patii agrotechnické,
genetické, mechanické, fyzikalni, biotechnické a chemické metody, které dlouhodobé reguluji
populace Skodlivych organismii s ohledem na ekonomickou situaci a bez nezadoucich
vedlejsich ekologickych a toxikologickych vlivii na Zivotni prostfedi. Jedna se o efektivni

ochranu pied patogeny, sktidci a pleveli (Bailey et al. 2010).

Regulace pouZivani pesticidi v EU

IOR je podle unijni i narodni legislativy systém osmi vzdjemné provazanych zasad,
jejichz uplatiiovani (a kontrola dodrzovani) se podfizuje obecné definici IOR, uvedené
Vv ramcové smérnici Evropského parlamentu a Rady 2009/128/ES o udrzitelném pouzivani
pesticidi. Hlavni cil smérnice je chranit lidské zdravi a zivotni prostfedi pred moznymi riziky
spojenymi s pouzivanim pesticidi (Ministerstvo zemédélstvi 2014). Od 01. 01. 2014 dle
vyhlasky €. 205/2012 Sb., o obecnych zdsadach IOR (vychazi z ramcové smérnice) maji vSichni
péstitelé postupovat podle doporucenych zasad IOR, které zahrnuji pro ochranu rostlin jak
agrotechnické opatieni, sttidani osevnich postupti, metody pro monitoring a spravné nacasovani
zasahu, tak snizovani zaté€ze pesticidy a nahrazovani razantni ochrany Setrn&j$imi ptipravky
nebo prostfedky na ochranu rostlin (Navratilova 2015a). Kontrolu dodrzovani obecnych zésad
IOR v Ceské republice provadi Ustiedni kontrolni a zkugebni ustav zemédélsky (UKZUZ) na

zéklad¢ tzv. kontrolniho bodového systému (Ministerstvo zemédélstvi 2014).



2.2 Biologicka ochrana

Ackoliv je biologickd ochrana stard jako lidstvo samo (Navratilova 2015a), a jeji
podstata je vcelku jednoduchd a ziejma, s jeji definici uz to tak jednoduché neni. To podotyka
napt. Lazarovitz et al. (2007), kdyZ v nadsazce upozoriuje, ze védci jsou schopni se o této
definici pfit a hadat prakticky do nekonecna, pficemz poukazuje napi. na rozpory mezi
jednotlivymi definicemi entomologi a fytopatologii. Jednou z moznych variant je tak
napf. tvrzeni, Ze biologickd ochrana umoziuje pouZzivani zivych organismu k potlaceni
populace organismu jiného - Skodlivého. I za norméalnich okolnosti jsou totiz populace vSech
zivych organismi v pfirodé snizovany pomoci predatorl, parazitl, parazitoidi a raznych
mikroorganismu. Jsou-li $kidci timto zpiisobem kontrolovani zamérné, jedna se o biologickou
ochranu (Hajek 2004). Landa (2002) k tomuto dodava, Ze biologickou ochranou se rozumi
nejen samo zamérné vyuzivani a cilena podpora piirozenych neptatel, ale i umysIné vyuzivani
a podpora systému v interakcich ,,zivy proti zivému®“. V podobném duchu se nese i dalsi,
tentokrat ,,fytopatologickd*™ definice Prokinové a Dukové (2015), které biologickou ochranu
formuluji jako redukci mnozstvi inokula nebo aktivity patogena ¢i parazita v jejich aktivnim
nebo dormantnim stadiu pomoci jednoho nebo vice organismi, ¢ehoz je dosazeno piirozené,
manipulaci s prostfedim, hostitelem ¢i antagonistou nebo masovym rozvojem jednoho nebo

vice antagonistll.

Prirozeni nepratelé

Jak jiz bylo zminéno vyse, vV ramci idey biologické ochrany vyuzivadme tzv. ,pfirozené
nepratele”. Pfirozeni nepratelé jsou organismy, které nepfiznivé ovliviluji Zivot jinych
organismil. Aplikuji se s cilem regulovat populace Skiidcli pod ekonomickym prahem
Skodlivosti, zpomalovat a oddalovat vznik jejich rezistence vi¢i pesticidim a snizovat
kontaminace zivotniho prostiedi (Hongk et al. 2008). Obecné spadd vyuzivani ptrirozenych
nepratel do vyssi kategorie tzv. ,,alternativni ochrany*. V ramci ni jsou déle uvazovany i metody
agrotechnické (napf. zpracovani pidy, osevni postupy), bioracionélni (napt. feromony, analogy
hormont ovlivitujici vyvoj sktidct, syntetické latky indukujici a navozujici rezistenci rostlin)
a genetické (napf. rezistentni odridy, introdukce sterilnich samcili) (Landa 2002), pfi¢emz
v Sir§im slova smyslu Ize do této skupiny bioracionalnich pesticidii zahrnout také ristové
regulatory rostlin, rostlinné extrakty, ale nékdy i transgenni rostliny s vlastnostmi souvisejici

s ochranou rostlin (Navratilova 2015a).
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Sami pfirozeni nepratelé se déli do dvou skupin. Do prvni skupiny se fadi rizné druhy
makroorganismi, do kterych patii paraziti, parazitoidi a predatoii, druhou skupinu tvofi
mikroorganismy predevsim viry, bakterie, hlistice a houby (Hajek 2004).

Jednotlivé zplsoby biologické ochrany se ve své praci pokusil zrevidovat a sjednotit
Eilenberg et al. (2001), ktery rozliSuje né¢kolik metod biologické ochrany rostlin: klasickou
biologickou metodu, augmenta¢ni metodu (kterda muze byt dale d€lena na inundativni

¢i inokulativni) a konzervacni metodu.

2.2.1 Prvni skupina pFirozenych nepratel - makroorganismy

Do prvni skupiny pfirozenych nepratel patii organismy vétSich rozméra

tzv. makroorganismy. Radime sem parazity, parazitoidy a predatory.

Parazitoidi a paraziti

Parazitoidi jsou vyznamnou slozkou biologické ochrany z kmene ¢lenovci. Na svého
hostitele jsou vazani nejen potravné, ale zaroven se v ném nebo na ném vyvijeji (Navratilova
2015a), pricemz svého hostitele nakonec zabijeji (Kocourek 2013b). Néktefi mohou napadat
vSechna vyvojova stadia, jini se naproti tomu specializuji na konkrétni stddium. Larvy se zivi
tkanémi a té€lnimi tekutinami hostitele. Dospéli parazitoidi se zivi rostlinnou potravou (Honek
et al. 2008). Naproti tomu paraziti, kteti se ¢astené nebo Uplné¢ vyzivuji na hostitelském
organismu, jehoZ pritomnost také pottebuji ke svému vyvoji (Navratilovd 2015a), oslabuji
hostitele zvenci (ektoparaziti) nebo zevniti (endoparaziti) (Honék et al. 2008), avSak svého
hostitele zpravidla viibec neusmrcuji, a kdyZ ano, tak ne v kratké dob¢. I z tohoto diivodu nejsou
V biologické ochrané tak vyznamni (Navratilova 2015a).

Biologické prostiedky na bazi parazitoidii obsahuji pfevazné kukly. Vyznamnymi
parazitoidy jsou vosicky Encarsia formosa, Aphidius colemani, A. ervi, Aphelinus abdominalis,
Dacnusa sibirica a Diglyphus isae. Vyznamny je také rod Trichogramma, ktery se vyuziva
proti mnoha druhtim motyla (Ticha 2001; Hajek 2004), piicemz vyuziti zastupct tohoto rodu
se, jako jeden z mala ptikladt, uplatiuje i v polnich podminkach pii regulaci zavijece

kukufi¢ného (Hofmanova 2003).

Predatori
Predatofi patii také k vyznamnym pfirozenym neptatelim clenoveid. Na rozdil

od paraziti a parazitoidi nejsou predatofi na hostitele vazani vyvojove, ale pouze potravné.
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Sami se fadi mezi polyfagni organismy (Hoffmann, Frodsham 1993), 1 kdyZ zpravidla potravné
urcity druh preferuji (Navratilova 2015a). Jsou to vlastné dravi zivo€ichové, kteti zabijeji velky
pocet druhti kofisti, jejimz poziranim se zivi (Kocourek 2013b). NerozliSuji mezi vyvojovymi
stadii a ne¢ktefi se také alternativné zivi i rostlinnou potravou. Predatory Ize najit po celé rostliné
vcetné jeji podzemni Casti. Spotfeba potravy je oproti parazitoidim vysokd (Hoffmann,
Frodsham 1993).

Biologické prostiedky na bazi predatort jsou k dostani ve formé dospélcti. Vyznamni
jsou dravi rozto¢i napi. Typhlodromus pyri, Phytoseiulus persimilis, Amblyseius californicus,
A. cucumeris a A. degenerans. Do vyznamnych predatorti patii také dravé plostice Orius
insidiosus, O. laevigatus, O. majusculus a Macrolophus caliginosus. Dale zlatoocko
Chrysoperla carnea a slunécka Hippodamia convergens a Cryptolaemus montrouzieri (Hajek
2004).

2.2.2 Druha skupina pfirozenych nepratel - mikroorganismy

Jako mikroorganismy jsou oznacovany organismy, které jsou dobie viditelné pouze
pod mikroskopem a patii spolu s ¢lenovci k nejvyznamnéj§im hubiteliim Skiadci. Neékteré druhy
mikroorganismu jsou schopny vyvolat hromadné ndkazy Skiidcti doprovdzené zhroucenim
jejich populaci, a proto se jiz po mnoho let uplatiiuji pfi biologickém boji proti nim (Ticha
2001).

Entomopatogenni viry

Entomopatogenni viry patfi mezi obligatni parazity, ktefi se reprodukuji pouze
ve vhodném intracelularnim prostiedi. Reprodukce virli je tedy zavisla na hostitelském
organismu. Céstice viru je tvofena proteinovou slozkou (kapsida) a jednim typem nukleové
je Baculoviridae (tzv. bakuloviry). Viry z této skupiny zptisobuji infekce jen u hmyzu a jsou
biochemicky i1 geneticky velmi odli$né od virti, které napadaji obratlovce, diky ¢emuz jsou
povazovany za bezpecné pro clovéka. Do této celedi patfi dva vyznamné rody
Nucleopolyhedrus a Granulovirus. Bakuloviry infikuji pfevazné larvy hostitele, které byly
infikovany béhem piijmu potravy (Bailey et al. 2010), pficemz v nékterych piipadech staci
k zapoceti infekce koncici smrti hostitele jiz nékolik malo (3 - 17) Castic viru (Navratilova
2015b). Virus infikuje bunky stfeva, a poté se $ifi do celého téla. Pti infekcei se hostitel stava

oslabenym, ma snizeny vyvoj a pohyblivost. Finalnim staddiem virového onemocnéni je uplné
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ztekuceni té€lniho obsahu hostitele, praskani kutikuly a kapénkova kontaminace. Smrt nastava
do 5 - 8 dnii v zavislosti na mnozstvi inokula viru. Nemocné a mrtvé larvy slouzi jako dalsi
inokulum pro pienos viru. Castice viru se mohou §ifit také de$tém a jinymi zvifaty (Bailey et

al. 2010).

Entomopatogenni bakterie

Entomopatogenni bakterie jsou jednobunééné prokaryotni organismy, které nemaji
vnitini membranové organely (mitochondrie, chloroplasty). Doposud bylo izolovano vice nez
ochrané je Bacillacea, zejména rody Clostridium a Bacillus. Jako biopesticid se pouziva druh
Bacillus thuringiensis, ktery je diky svym vlastnostem zcela unikatni. Bacillus thuringiensis
obsahuje velké plazmidy nesouci geny kodujici produkcei tzv. d-endotoxint, které jsou soucasti
tzv. krystalu (proteinové inkluze). Krystal predstavuje klicovy prvek toxicity a selektivity
biopreparatli na bazi tohoto mikroorganismu (Landa 2002). Infekce zaéina pozienim potravy
infikované bakterii ¢i jejim bilkovinnym krystalem (Hajek 2004), naceZ endotoxin, uvolnény
z krystalu a aktivovany v alkalickém prostiedi stfeva hmyzu (Hysek, Vach 2015), napada
buiikky epitelu stfedniho stfeva, které¢ perforuje (Navratilova 2015b). Nasledné dochazi
k proristani B. thuringiensis a dalsich bakterii ze stiev do t€lni dutiny (Hysek, Vach 2015).
Ackoliv u nekterych druhii trva i mésic, nez dojde k usmrceni hostitele (Hajek 2004), obvykle
dochazi k uhynuti jiz za 4 - 7 dni (Navratilova 2015b).

Entomopatogenni bakterie B. thuringiensis ma vice nez d{tyficet sérotypd.
K nejznaméjsim patii Bacillus thuringiensis var. kurstaki, ktery je soucasti mnoha biopreparatt,
které jsou urceny napt. proti Skodlivym housenkam bélasku, pid’alek, obaleci, bekyni a dalSich
motylt (Lepidoptera) (Hysek, Vach 2015). Mezi dalsi ucinné variety patii B. thuringiensis
var. tenebrionis a B. thuringiensis var. san diego ucinny proti zastupcim fadu brouku

(Coleopetera) a B. thuringiensis var. israliensis proti fadu dvouktidli (Diptera) (Landa 2002).

Entomopatogenni hlistice

Steinernematidae a Heterorhabditidae. Patii mezi vysoce virulentni obligatni parazity hmyzu.
Hlistice maji celkem ctyfi vyvojové stupné. Jediny vyvojovy stupen, ktery je infekcni, je ten
Vv poradi tfeti. Larva tfetiho stupné je vzhledem ke svym specifickym vlastnostem a funkcim
oznacovana jako invazni larva (Landa 2002). Invazni larva je také jedinym vyvojovym stadiem,

kdy hlistice nepfijima potravu a intenzivné vyhledava hostitele, do kterého proniké pfirozenymi
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otvory, jako je ustni, fitni nebo dychaci otvor. Tyto hlistice Ziji v symbioze s bakteriemi rodu
Xenorhabdus nebo Photorhabdus. V infekéni fazi je u hlistic v pfedni ¢asti zazivaciho traktu
vyvinuta bakteridlni komiirka, ve které se vyskytuji tyto symbiotické bakterie. Po proniknuti
hlistice do hostitele jsou bakterie vypustény do hemolymfy, kde se rychle namnozi a zptisobi
usmrceni napadeného hmyzu. Toto usmrceni je zavinéno septikémii a dezintegraci t€lnich tkani
a organd hostitele. Po tispésné invazi symbiotickymi bakteriemi, jimiz se nasledné hlistice zivi,
jsou hlistice vazény na télni dutinu hostitele, kde také ukoncuji svij vyvoj. KliCovym
mechanismem tohoto parazitizmu je symbioticka asociace entomopatogennich hlistic
se specifickymi bakteriemi, které by jinak nebyly schopné hostitele parazitovat (Lacey, Georgis
2012; Bailey et al. 2010). Napadené larvy jsou obvykle usmrcovany jiz béhem dvou dna
(Navratilova 2015b).

Entomopatogenni houby

Entomopatogenni houby jsou jiz dlouhou dobu zndmy jako ptvodci infekei u hmyzu,
ktery zplisobuje vyznamné Skody na kulturnich plodindch. Maji Siroké hostitelské spektrum,
proto jsou casto vyuzivané v biologické ochrané rostlin. Podrobnéjsi charakteristika

entomopatogennich hub je popsana nize v samostatné kapitole.

2.2.3 Prostiredky pouZzivané v biologické ochrané rostlin - vyhody a nevyhody

Mezi vyhody, zejména v porovndni s mnoha riziky, které piinadSeji pesticidy, patii
snizovani kontaminace zivotniho prostfedi a surovin pro vyrobu potravin, snizovani rezidui
pfipravkli na ochranu rostlin a zpomaleni nebo oddéleni vzniku rezistence Sklidce vici
pesticidim (Kocourek 2013a; Hofmanova 2003). Navic pfi pouziti biologické ochrany obvykle
nedochazi ke zhorSovani stability ekosystému (Navratilovd 2015b) a je tak mozné provadet
pfimou cilenou ochranu bez zasazeni necilovych organismi, protoze biologické prostfedky
nejsou toxické pro Zivocichy a dalSi necilové organismy a mohou mit dlouhodoby efekt
(Prokinova, Dukova 2015). Nikoliv nepodstatny neni ani fakt, Ze na rozdil od pouZiti pesticidii
se zpravidla nevystavujeme riziku celé fady neptfimych nékladu, které se bézné pii kalkulacich
nezohlediuji (zvySené vydaje na zdravotnictvi, ¢isténi vod, energie) (Navratilova 2015b).

Nevyhodou naopak je, ze i kdyZ mé v piirodé¢ kazdy zivocisny druh své neptatele, neni
jednoduché je uvést do biologické ochrany (Hofmanova 2003). Profesionalni pouziti biologické
ochrany vyZzaduje detailni znalost o plodin€, Skodlivém organismu, Casovani aplikace,

pouzitelnosti a je velmi pracné. Mezi dal$i zdpory patii pozvolnéjs$i doba uc¢innosti nez
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U chemické ochrany (Navratilova 2015a), pficemz tato uCinnost ve velké mife zavisi
na biotickych a abiotickych faktorech prosttedi (Prokinova, Dukova 2015). Omezené zavedeni
biologické ochrany do praxe je tak zatim i z divodu této nevyrovnanosti v u¢innosti ptipravka
a dosud neni znama piesna specifikace vyuziti mnoha biopreparati (Hysek, Vach 2014).
Pfiroda neni laboratof, a tak je Casto obtizné sklidce v podminkéch, které mu nejsou
pfirozené, namnozit a distribuovat je na misto urceni. V celosvétovém métitku je v soucasnosti
vyuzitelnych pouze asi jen jedno sto pfirozenych neptatel skidci. Jde o dravy hmyz, dravé
roztoCe, paraziticky hmyz, had’atka a mikrobialni patogeny hmyzu a roztoc¢t. Biologicka
chemicka (Hofmanova 2003). V podminkéach Ceské republiky je tak biologicka ochrana zatim
vyuzitelnd zejména v uzavienych ¢i regulovanych prostorach (skleniky, foliovniky, zimni
zahrady), u péstitelskych substrati, v trvalych kulturdch, polnich kulturach a skladech

(Navratilova 2015a) a pti moieni osiva (Prokinova, Dukova 2015).

2.2.4 Piehled povolenych makroorganismii a mikroorganismii v CR

Ve sklenicich je mozné vyuzit fadu makroorganismii napi. dravé roztoce (Amblyseius
californicus, A. cucumeris, A. degenerans, Hypoaspis aculeifer, Phytoseiulus persimilis), dravé
bejlomorky (Aphidoletes aphidimyza), slunécka (Cryptolaemus montrouzieri), blanokiidli
(Aphidius colemani, A. ervi, Dacnusa sibirica, Diglyphus isaea, Encarsia formosa,
Eretmocerus eremicus, Leptomastix dactylopii), parazitické hlistice (Heterorhabditis
bactetiphora, Phasmarhabditis hermaphrodita, Steinernemafeltiae) a dravé plostice
(Macrolophus caliginosus, Orius laevigatus). V polnich kulturach 1ze vyuzit makroorganismy
patiici do ¢eledi blanoktidli (Trichogramma brassicae, T. evanescens, T. pintoi) a v ovocnych
sadech a vinicich je povolen dravy rozto¢ (Typhlodromus pyri) (Navratilova 2015a ; Hon¢k et
al. 2008).

V CR je povoleno pét mikroorganismii, na jejichz bazi se vyrab&ji komeréni
biopreparaty. Mezi mikroorganismy, které jsou u nas registrované, patii Bacillus thuringiensis
subsp. kurstaki (preparat Lepinox plus), ktery je povolen v polnich kulturach, ovocnych sadech,
vinicich i lesnich porostech, Bacillus subtilis (preparat Serenade ASO) pouzivany piedevsim
k ochran¢ zeleniny, Coniothyrium minitans (preparaty Contans WG, Euro-ChemKoniotans)
a Pythium oligandrum (preparaty Polyversum, Polyversum — Biogarden, Polyversum —
Polygandrom), které jsou registrovany do polnich kultur a Cydia pomonella Granulovirus
(preparaty Carpovirusine, Madex, Madex Top) registrovany do ovocnych sadli a vinic

(Navratilova 2015a).
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2.3 Entomopatogenni houby

Odborniky je odhadovano, Ze vice jak 1 milion druhi hmyzu zpuasobuje Skody
v zemedélstvi a lesnim hospodarstvi. Z tohoto diivodu je dilezité nejen vyvinout dostatecné
ucinné metody ochrany, ale zejména porozumét biologii jejich pfirozenych nepiatel, mezi néz
mj. patii i entomopatogenni houby (Augustyniuk-Kram, Kram 2012). Jako ,,entomopatogenni*
je oznacovana skupina hub, kterd utoci, infikuje a zabiji hmyz, diky ¢emuz jsou tyto houby
povazovany za vyznamné biologické regulatory pro kontrolu hmyzich populaci (Gul et al.
2014).

Skupina entomopatogennich hub je fylogeneticky velmi rGznorod4d a zahrnuje jak
jednobunécné kvasinky, tak vlaknité (hyfalni) houby (Inglis et al. 2001), mezi néz se tfadi
obligatni i fakultativni patogeni (Gul et al. 2014; Landa 1994) s rozmnozovanim pohlavnim
(sexualnim) i nepohlavnim (asexualnim) (Inglis et al. 2001). V soucasné dob¢ je znamo asi 90
rodu, v ramci nichz je vice jak 700 druht, které jsou povazovany za entomopatogenni (Landa
1994).

Rozdily mezi houbami a prvoky byly revidovany s pokroky v molekularni biologii, ktera
je pouzivana jako nastroj klasifikace. I v soucasné dob¢ je ale taxonomie hub stale nestabilni
a dochazi k revizim (Gul et al. 2014; Shah, Pell 2003; Liu et al. 2001).

I presto, ze zastupce entomopatogennich hub nachézime takika napfti¢ celou isi hub
(Clarkson, Charnley 1996), vétSina z nich patii do fadu Entomophthorales oddé¢leni
Glomeromycota a fadu Hypocreales odd€leni Ascomycota. Mnoho entomopatogennich hub
bylo v ramci fylogenetickych studii revidovano. Naptiklad takové druhy jako Paecilomyces
farinosus a P. fumosoroseus v souc¢asné dobé patii podle nové klasifikace do rodu Isaria a druh
Verticillium lecanii do rodu Lecanicillium (Augustyniuk-Kram, Kram 2012).

Rad Hypocreales sdruzuje fakultativni parazity, které je mozné kultivovat na umélych
zivnych ptudach a substratech, a proto se v soucasnosti hojné¢ vyuzivaji ve formé standardnich
biopreparatli. Do tohoto fadu patii houby s Sirokym hostitelskym spektrem a zatazuji se sem
vyznamné rody Beauveria, Hirsutella, Metarhizium, Nomuraea, Isaria a Lecanicillium. Naproti
tomu Entomophthorales zahrnuje houby patiici do roda Conidiobolus, Entomophaga,
Entomophthora, Erynia, Neozygites a dalsi. Jsou to obligatni parazité, ktefi jsou striktné vazani
na jeden konkrétni druh zivého hostitele, coz predstavuje komplikace pti vyrobé biopreparatii
(Bailey et al. 2010).

Obecné¢ se zastupci entomopatogennich hub nachézi téméf po celém svéte.
Napft. Beauveria bassiana byla nalezena i v tropickém destném pralese (Augustyniuk-Kram,

Kram 2012) stejné¢ jako v chladnych pidach Finska (Védnninen 1995) a dalsi zastupci
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entomopatogennich hub byly nalezeny také v arktické oblasti Gronska a Antarktidy
(Augustyniuk-Kram, Kram 2012).

Ackoliv entomopatogenni houby napadaji hmyz prakticky ze vSech hlavnich tada
(Lepidoptera, Coleoptera, Hemiptera, Diptera, Orthoptera, Hymenoptera) a mohou téz napadat
vSechna vyvojova stadia (Bailey et al. 2010), jednotlivé druhy jsou ¢asto vuci hostiteli velmi
specificti a existuje zde tak jen velmi malé riziko vzhledem k necilovym organismtm (Roberts,
Humber 1981).

Entomopatogenni houby jsou tak neodmyslitelnou soucasti integrované ochrany rostlin
proti skidciim. Jako biologicka ochrana proti hmyzim Skiidcim a dalSich ¢lenovcim jsou
nedilnou soucasti mykoinsekticid v zahradnictvi, lesnictvi a zeméd¢lstvi. Masova vyroba hub
neni prili§ draha a jejich skladovani je velmi snadné, coz ma za nésledek, ze ptipravky na bazi
entomopatogennich hub jsou vyvijeny a vyrabény po celém svéte ke kontrole populaci ptidniho

Skodlivého hmyzu (Gul et al. 2014).

2.3.1 Vyvojovy cyklus entomopatogennich hub

Proti hmyzu piisobi celd fada entomopatogennich hub. Jejich zivotni cyklus se sklada
Z parazitické faze (infekce hostitele a nasledna smrt) nasledované fazi saprofytickou (po smrti
hostitele). Na rozdil od jinych entomopatogennich organismu (bakterie, viry), které obvykle
vstupuji do téla hostitele pasivné s potravou, entomopatogenni houby infikuji svého hostitele
nejcastéji pfimou penetraci pres jeho exoskelet a kutikulu (Augustyniuk-Kram, Kram 2012;
Clarkson, Charnley 1996). Sama kutikula je vSak pro patogena vyznamnou piekazkou
pro uskute¢néni infekce, protoze je velice pevna a pfitom predstavuje hlavni bariéru pii priniku
do hostitele. Z tohoto ditvodu je potieba, aby houba disponovala fyzikalnimi ¢i enzymatickymi
prostiedky pro penetraci pokozky (Gul et al. 2014).

Samotny proces infekce zahajuje pfichyceni a kli¢eni konidii na povrchu hostitele
(kutikula) nasledované pronikanim mycelia do télni dutiny a vytvafenim mycelidrni sité¢. Konec
vyvojového cyklu je charakterizovan sporulaci a tvorbou konidii (Hysek, Vach 2015).
Mechanismy ucinku entomopatogennich hub se li§i, hmyz usmrcuji pomoci riznych zplsobii,
jako je napt. vyhladovéni nebo produkce toxini (Gul et al. 2014).

Jak bylo zminéno vyse, houbové choroby u hmyzu obvykle zacinaji pfisednutim konidii
na kutikulu hmyzu. Nékteré spory entomopatogennich hub jsou pro tyto Gcely pokryty vrstvou
hlenu ktera je sloZena z proteinl a glukant, coZ usnadnuje jejich ptichyceni na kutikule hmyzu
(Augustyniuk-Kram, Kram 2012), jiné jsou hydrofobni, pficemz vlastni pfichyceni je zalozeno

na principu interakce mezi dvéma hydrofobnimi povrchy (Landa et al. 2008). Po pfichyceni
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na vhodném hostiteli produku;ji konidie infek¢ni strukturu nazyvanou apresorium. Apresorium
vytvaii mechanicky tlak a kutikulu degradujici enzymy, pfiCemz hlavni roli maji enzymy
lipazy, proteazy a chitinazy (Lovett, St. Leger 2015). Po proniknuti patogena do téla hostitele
dochazi k rychlé kolonizaci jednotlivych télnich tkani a organi. Pro tuto fazi vyvojového cyklu
je typicky ptechod vlaknitych forem hub na rychle se dé€lici a pomnozujici téliska
tzv. blastospory. Blastospory se v hostitelském organismu rychle mnozi a zcela mumifikuji
hostitele (Landa et al. 2008). Po invazi je hmyz usmrcen v disledku ristu blastospor, produkce
toxind, popf. kombinaci obojiho. Rody Beauveria, Metarhizium a Tolypocladium vylucuji
napf. celou fadu toxinti. Nekteré z nich, jako destruxin, bavericin a efrapeptins jsou chemicky
popsany a hraji vyznamnou roli v procesu patogeneze (Augustyniuk-Kram, Kram 2012).

V pocatecnich stadiich infekce, nejsou pozorovany zadné vyrazné ptiznaky. Nékolik dni
pred smrti hostitele se v§ak zaCinaji projevovat symptomy, jako je snizeni pohyblivosti a snizeni
pfijmu potravy. Nékteré dal§i behaviordlni reakce zahrnuji behaviordlni horecku a oproti
pfedchozimu naopak zvySeni piijmu potravy. Behavioralni horecka sama o sobé je reakci
na houbovou infekci, kdy hmyz méni svou télesnou teplotu (Gul et al. 2014). Po smrti hostitele
hyfy entomopatogenni houby kolonizuji mrtvé télo a béhem 2 az 3 dni prorostou na povrch
mrtvého téla hostitele, kde se vytvofi vzdusné hyty, které zacnou sporulovat, a cyklus je
ukoncen (Lovett, St. Leger 2015).

Spory se dale §ifi do okoli vétrem a vodou, a pokud hned neptilnou na nového hostitele,
mohou Vv prostfedi pfezivat na mrtvych mumifikovanych hostitelich nebo v ptidé (Augustyniuk-
Kram, Kram 2012).

Obrazek 1 - Paraziticka faze vyvojového cyklu M. anisopliae
(upraveno podle Lovett, St. Leger 2015)
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2.3.2 Charakteristika vyznamnych entomopatogennich hub

Mezi vyznamné rody entomopatogennich hub paii Aschersonia, Beauveria, Hirsutella,
Isaria a Paecilomyces, Lecanicillium, Metarhizium a Nomuraea.

Rod Aschersonia (A. aleyrodis, A. placenta, A. goldiana) se vyskytuje pfredevsim
Vv tropickych a subtropickych oblastech a parazituje na nymfach mnoha druhti molic a ¢ervci.
Druhy rodu Aschersonia jsou hostitelsky tizce specializovani (Fransen 1990; Osborne, Landa
1992). Z hlediska praktického vyuziti se zastupci tohoto rodu pouzivaji pievazné ve sklenicich.
Rod Aschersonia mumifikuje hostitele a $iii se vietenovitymi pyknosporami, které se tvori
V pyknidéach, z nichz jsou vylu€ovany v cirrech jako zlutd az oranzovocervena hmota (Hysek,
Vach 2015).

Rod Beauveria (B. bassiana, B. bronguiartii, B. tenella) se bézné¢ vyskytuje v pudé
a parazituje na pudnim hmyzu. Nekteré druhy jsou virulentni pro stejnokiidly hmyz
(Homoptera) (Hysek, Vach 2015). Nakazy vyvolané druhy rodu Beauveria jsou nazyvany jako
,,bilé muskardiny*, protoze infikovany jedinec porista hustym, bilym myceliem (Landa 2002).

Rod Hirsutella (H. thompsonii) reprezentuje akarifagni houby vyvolavajici primarni
nakazy fytofagnich roztoca véetné svilusky chmelové (Tetranychus urticae). Nékteré druhy
v ramci tohoto rodu jsou téz nematofagni, parazitujici na had’atkach (Hysek, Vach 2015).

Do rodu Isaria a Paecylomyces patii druhy I. fumosorosea, I. farinosa, P. lilacinus,
P. variotii, které reprezentuji entomofagni, akarifagni a nematofagni druhy hub parazitujici
na mnoha fadech hmyzu. I. fumosorosea se mize vyvijet i jako mykoparazit na nékterych
druzich rzi (Uromyces dianthi) a padli (Sphaerotheca fuliginea) (Landa et al. 2008).

Rod Lecanicillium (L. lecani) ptedstavuje Siroce polyfagni rod, ktery se vyuziva
Vv biologické ochrané¢ proti savym polyfagnim Skidclm =zeleniny a okrasnych kvétin
pestovanych ve sklenicich (msSice, tfasnénky, molice, roztoc¢i, motyli a dvoukitidly hmyz)
(Hysek, Vach 2015; Landa et al. 2008).

Druhy rodu Metarhizium jsou S$iroce polyfagni houby, které jsou ptfevazné vazany
napidni hmyz. Tento rod a jeho nejvyznamnéjsi druh M. anisopliae budou popsany
V nasledujicich samostatnych kapitoléach.

Vyznamny druh z rodu Nomuraea je N. rileyi. Je to uzce specializovany druh patogenu,
ktery napada larvy motyld, mezi které patii napt. zavije¢ kukufi¢ny, bélasek zelny, muira zelna
a osenice. Za vhodnych podminek N. rileyi az drasticky snizuje populace skidcti (Suwannakut

et al. 2005).
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2.4 Rod Metarhizium

Rod Metarhizium se sklada zpéti druhd, do kterych se zahrnuji M. anisopliae,
M. flavoviridae, M. album, M. brunneum a M. guizhouense (Driver et al. 2000). Né&které druhy
rodu Metarhizium jsou Siroce polyfagni, napt. M. anisopliae a M. flavoviridae, které napadaji
Siroké spektrum Skodlivého hmyzu, zatimco jiné druhy (poddruhy) jsou vice specifické pro
urc¢itou skupinu hmyzu, jako jsou napf. rovnokiidli (M. anisopliae var. acridum) nebo brouci
(M. anisopliae var. majus). Nakazy vyvolané t€émito houbami jsou Casto oznaCovany jako
,»zelené muskardiny®, protoze jedinec portistd hustym, tmave zelenym myceliem (Hysek, Vach
2015; Landa 2002). Zjistilo se také, Zze nékteré kmeny rodu Metarhizium mohou kolonizovat
koteny rostlin (Lovett, St. Leger 2015). Behie a Bidochka (2014) dale prokézali, ze
Metarhizium spp. muze prenaset dusik z mrtvych hmyzich tél hostitelti do rostlinnych kofenti
a Zit takto s rostlinou v symbidze. Tento jev mize byt mj. pti¢inou toho, ze se druh Metarhizium
vyskytuje nejvice mezi izolovanymi houbami z ptidy, a to s titry dosahujicimi az 10° konidii na
gram.

Ve srovnani s obvyklymi houbovymi modelovymi systémy je Metarhizium spp.
mimofradné vsestranny druh entomopatogenni houby. Tato houba je patogenem c¢lenovced,
saprofytem 1 kolonizatorem rhizosféry a kofent rostlin. Proto vykazuje extrémné flexibilni
metabolismus. Ten ji umoznuje rist za riznych environmentalnich podminek, s nedostatkem
Zivin a v pfitomnosti sloucenin, které jsou pro jiné houby letalni. Na bazi urcitych druht rodu

Metarhizium se vyrabéji komercni biopreparaty po celém svété (Lovett, St. Leger 2015).

2.4.1 Rozsireni

Rod Metarhizium se vyskytuje celosvétové od Arktidy az po tropy, mize kolonizovat
velmi Sirokou $kélu prostredi vcetné lestll, savan, moc¢alil, pobieznich zon a pousti (Zimmerman
2007). Je kosmopolitné rozsiten a zcela bézné se vyskytuje v zemedelskych 1 nezemédélskych
pudach (Landa et al. 2008). Houba se nachazi v pudg, v rhizosféie rostlin, na usmrcenych télech
¢lenovct jako saprofyt nebo parazituje Sirokou Skalu hmyzu vcéetné klistat a jinych parazitd

(Schrank, Vainstein 2010).

2.4.2 Faktory ovliviiujici ic¢innost hub rodu Metarhizium

Rod Metarhizium je vystaven mnoha situacim, které omezuji jeho rist. Patii mezi né
fyzikalni, chemické a biologické vlivy, mezi které patii UV zafeni, extrémni teploty, pH,
dostupnost zivin, toxické kovy, virulence a obrana hostitele. Nejcitlivejsi je rod Metarhizium

na UV zifeni a teplotni extrémy, nicméné zvySené hladiny stresu mohou byt geneticky
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pieprogramovatelné. Napt. exprese RNA vazebnych proteint (binding proteins) mé za nasledek
zvySenou toleranci k chladovému stresu, nadmérna exprese fotolyazy zvysuje toleranci k UV
zéafeni a zvySena exprese proteinu teplotniho Soku 25 (heatshock protein) zlepSila toleranci
k nékolika stresovym podminkam, v¢etné tepla a osmotického tlaku. Naopak naruSeni téchto
genll znacn¢ sniZzuje vytrvalost a vytvoieni geneticky modifikovanych hypervirulentnich kmenti

(Lovett, St. Leger 2015).

2.4.2.1 Biotické faktory — interakce patogen a hostitel

Zakladni vlastnosti patogena musi byt schopnost vyvolat onemocnéni. Tato schopnost
se nazyva patogenita. Patogenita je zavisla na fyziologii hostitele, fyziologii a virulenci houby
a zivotnim prostiedi (Inglis et al. 2001). Pti napadeni patogenem se v hostiteli uskute¢ni
imunitni odpovéd’, ktera je doprovazena celou Skdlou metabolickych zmén. Entomopatogenni
houba je vystavena n¢kolika riznym prostiedim. Prvni z nich je hydrofobni prostiedi, kdy
konidie houby musi pfilnout na epikutikulu hmyzu, ktera se sklada z vosku. Pod ni se nachazi
prokutikula sloZend z proteini a chitinu a posledni je hypertonické prostfedi hemolymfy. Aby
byla houba schopna Gspésné ukoncit na hostiteli sviij vyvoj, musi mit funkéni proteosynteticky
aparat, ktery zabezpeci expresi takovych gend, které jsou zodpovédné za transdukci, degradaci
pokozky a potlaceni imunitni odpoveédi hmyzu.

Mezi stresy se kterymi se musi entomopatogenni houba vyrovnat, a které piimo
souviseji s interakei s hostitelem, patii nutritivni, teplotni, oxida¢ni a osmoticky stres (Lovett,

St. Leger 2015).

Nutritivni stres

Proto, aby mohlo dojit k infekci cilového hostitele, je zapotiebi dostatek Zivin, pficemz
metabolické zmény v hostiteli velmi ovliviiuji virulenci entomopatogennich hub. Hostitel
obsahuje komplexni smési alternativnich zdroju uhliku, jako jsou aminokyseliny, karboxylové
kyseliny (laktat) a mastné kyseliny (Lovett, St. Leger 2015). K tomu, aby mohla tsp&sné
probéhnout invaze nasledovana kolonizaci hostitele, musi byt entomopatogenni houba rodu
Metarhizium schopna takovyto externi zdroj uhliku vstiebat (Padilla-Guerrero et al. 2011),
a to i presto, Ze pro prvni faze kli¢eni je jeji konidie energeticky sobésta¢na (Landa et al. 2008).
Proto je nezbytné nutné, aby houba disponovala metabolickymi drahami, které umoznuji
asimilaci téchto zdroji uhliku. Jednou z takovychto metabolickych drah je napt. glyoxylatovy
cyklus (Padilla-Guerrero et al. 2011).
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Teplotni stres a slune¢ni zareni (ovlivnéné chovanim hmyzu)

Vyvoj ndkazy muze také ovlivnit vysoka teplota, ktera urychluje vyvoj hmyzu, chovani
a samocisténi hmyzu (Inglis et al. 2001). Jedna se pfedevsim o proteiny tepelného Soku, které
se vytvoii v hostiteli po napadeni houbou, v diisledku ¢ehoz infikovany hmyz zvysi svoji
télesnou teplotu nad normalni hranici. Rod Metarhizium je schopny se na tento stres adaptovat
zvySenou expresi proteint regulujici teplotni Sok (Lovett, St. Leger 2015). Zajimavou studii
ohledné tohoto tématu publikovali napf. Ouedraogo et al. (2003), ktefi testovali sarancata
st¢hovava (Locusta moratoria) infikovana Metarhizium anisopliae var. acridum v riznych
podminkach prostiedi. Tam, kde byla zménou prostiedi saranCatiim umoznéna i zména vlastni
termoregulace, dokazali jedinci uspésn¢ infekci houbou vzdorovat, zatimco sarancata umisténa
do stabilniho prostiedi bez moznosti zvysit za pomoci externich vlivli svoji teplotu, infekci zahy

podléhala.

Oxidacni stres

Oxidacni stres zahrnuje tvorbu kyslikovych radikalt. Hlavni sou¢ast imunitni odpovédi
hmyzu je aktivace profenoloxiddzy v pokozce. Enzym profenoloxidaza katalyzuje tvorbu
cytotoxickych chinond, které se mohou polymerizovat na melanin. Béhem melanizace hmyz
produkuje antifungéalni metabolity, mezi které patii i kyslikové radikaly. Jako obranou proti
témto radikalim disponuje rod Metarhizium velkym pocétem gend, které se podileji
na detoxikaci (Lovett, St. Leger 2015).

Osmoticky stres

Zastupci rodu Metarhizium se musi také vyrovnat s rozdilnym osmotickym tlakem
vV hemolym{€ hostitele. Entomopatogenni houby obecné zabijeji hmyz pfimym pronikanim
do kutikuly a naslednym mnozenim v hemolymf€, pifi¢emz ta se vyznaCuje vysokym
osmotickym tlakem. Turgor u houby Metarhizium je regulovan proteinem MPL1 (Metarhizium
perilipin-like protein). Nizky obsah tohoto proteinu je spojen se snizenou schopnosti porusit

kutikulu hmyzu (Wang, St. Leger 2006).

2.4.2.2 Abiotické faktory — UV zareni, teplota a relativni vzdus$na vlhkost

UV zareni
UV zéfeni je limitujici faktor pro i€innost v§ech mikrobialnich agens. Jeho vlivem miize
dojit k poskozeni DNA, biomembran, RNA a ribozomi (Santoro et al. 2014). K ¢astecné

toleranci k UV zafeni a tepelnym stresim pomaha tmaveé zeleny pigment konidii Metarhizium
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spp.. K pigmentaci konidii pfispivaji enzymy lakazy MLAC1 (Metarhizium lakazy tiidy 1).
Naruseni MLACI1 zplsobuje snizeni virulence a také nedostatek pigmentace konidii ¢imz
se stava houba nachylnéjsi k UV zafeni. Rod Metarhizium obsahuje také mnoho opravnych
mechanismu, které mohou eliminovat vliv UV zafeni. Napf. enzym fotolyaza degraduje
Skodlivé pyrimidinové dimery, které zpusobuji mutagenezi nebo buné¢nou smrt (Lovett, St.
Leger 2015). Pii vyrobé biopreparatii se také uplatiiuje nutri¢ni a inertni slozka, ktera chrani
entomopatogenni houby pted timto stresujicim faktorem (Butt et al. 1999; Wraight, Carruthers
1999).

Teplota

Teplota ma vyznamny vliv na kli¢eni a riist entomopatogennich hub. Ovliviiuje jak
samotné kli¢eni, penetraci, kolonizaci hostitele, tak i vlastni rozmnozovani (Santoro et al.
2014). Napt. M. anisopliae je mezofilni houba s teplotnim rozsahem mezi 15 a 35 °C, pficemz
optimum pro kli¢eni a rtst je mezi 25 a 30 °C (Zimmerman 2007). O néco malo Sirsi rozmezi,
od 20 do 30°C uvadi jako optimdlni pro sporulaci Arthurs a Thomas (2001). Obecné se vSak da
fici, Ze tento rod ma v zavislosti na konkrétnim druhu a jeho kmenu Siroky teplotni rozsah.
Existuji totiz druhy, které se mnachdzeji v oblastech svelmi nizkou teplotou,
napft. v Sub-Antarktidé, kde se vyskytuji kmeny, které jsou adaptovany na nizké teploty a jsou
schopni infikovat hmyz i pfi 5 °C (Lovett, St. Leger 2015), jakoz i v oblastech s vysokou
teplotou, napf. v tropickych pasmech, ve kterych jehouba M. anisopliae schopna vykli¢it, rst
a mnozit se 1 pii teplotach nad 35°C (Zimmerman 2007). Mimo ideélni rozsah miiZe teplota
omezit u¢innost hub, protoze se zméni produkce enzymi a toxind. Jednim z faktorti, ktery
zpusobuje termotoleranci u entomopatogennich hub je akumulace trehalézy Vv konidiich

(Santoro et al. 2014).

Relativni vzdusna vlhkost

Vlhkost je dalS$im velmi dulezitym faktorem, ktery ovliviiuje ucinnost a preziti
entomopatogennich hub v prostfedi. Obecné plati, Ze vysoka relativni vlhkost je pro kliceni
entomopatogennich hub nezbytna (Zimmerman 2007). Optimalni vlhkost pro kliceni
u M. anisopliae je nad 94 % RH, pfic¢emz pod touto hranici se kliceni zastavuje (Inglis et al.
2001). Podobné je tomu i u kone¢né faze infek¢éniho cyklu, tj. sporulaci na povrchu hostitele,
coz potvrzuji i Arthurs a Thomas (2001), ktefi ve svych studiich dospéli k zavéru, Ze optimalni

vlhkost pro sporulaci M. anisopliae var. acridum je pfi relativni vzdusné vlhkosti 96%.
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2.5 Vyznamny druh Metarhizium anisopliae (Metschnikoff) Sorokin

M. anisopliae je vyznamna entomopatogenni houba, ktera napada ptevazné pidni hmyz
(rovnoktidli - Orthoptera, brouci - Coleoptera a dvoukiidli - Diptera) (Landa 2002). Tato
houba patii mezi nejlépe prostudované entomopatogenni houby na molekuldrni a biochemické
urovni a vyskytuje se témeét po celém svété. (Lovett, St. Leger 2015). Neni skodliva pro ptaky,
ryby, obojzivelniky a savce vcetné lidi. Jeji ptfipadna toxicita byla intenzivné studovéana
a predstavuje pouze minimalni riziko pro obratlovce, zivotni prostiedi a vefejné zdravi (Garza-
Hernandez et al. 2015).

M. anisopliae objevil a popsal Mecnikov roku 1879, tehdy jej vSak klasifikoval jako
Entomophthora anisopliae (Vega 2007). Tento druh jim byl pojmenovan podle brouka
Anisoplia austriaca (listokaz p$eni¢ny), ze kterého byl poprvé izolovan (Zimmermann 2007).
V roce 1883 jej Nikolay Vasilevich Sorokin ptefadil do nové ustanoveného rodu Metarhizium
(Vega 2007). V soucasné dob¢ 1ze druh M. anisopliae rozd¢lit do 4 podruhti a to M. anisopliae
var. anisopliae , M. anisopliae var. acridum, M. anisopliae var. lepidiotium a M. anisopliae

var. majus (Driver et al. 2000).

25.1 Taxonomie

Taxonomie M. anisopliae byla v nedavné dobé znac¢né revidovana. K tomu ucelu
se zkoumaly napt. kmeny M. anisopliae, které byly izolovany z infikovaného hmyzu (Schrank,
Vainstein 2010). Nejspolehlivéjsi zplisob jak odlisit druhy v rdmci entomopatogenni houby
M. anisopliae je molekularni analyza. Dlouhou dobu byla houba M. anisopliae povazovana
za asexualni (anamorfni). Pozdé&ji byla popsana i pohlavni (telemorfni) forma Cordyceps taii,
ktera vyvojoveé souvisi s nedavno objevenou anamorfni fazi Metarhizium taii, pficemz M. taii
je synonymum pro M. quizhouense. Tento objev byl podpofen naslednymi molekularnimi
fylogenetickymi studiemi (Bischoff et al. 2009). Telemorfni faze M. anisopliae tak byla
prevedena z Cordyceps do Metacordyceps (Sung et al. 2007).

Anamorfni faze M. anisopliae se zafazuje do fiSe hub, pomocného oddéleni
Deuteromycota, pomocné tfidy Hyphomycetes a pomocny fad Moniliales. Dale se houba tadi
do rodu Metarhizium a druhu M. anisopliae (Kalina, Vana 2005; Vana 1998).

Telemorfni faze M. anisopliae se zatazuje do fiSe hub, oddéleni Ascomycota, tfidy
Sordariomycetes, fadu Hypocreales, Celedi Clavicipitaceae, rodu Metacordyceps a druhu
Metacordyceps taii (Bischoff et al. 2009; Sung et al. 2007).
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2.5.2 Morfologie

Konidiofory na kterych se tvoii konidie, jsou vétvené a tvoii utvary podobné hustym
mnohoramennym svicnim (Landa et al. 2008). Konidie jsou hydrofobni (Shahid et al. 2012),
dlouhé, tyCinkovité az hranolovité, tvorici kompaktni fetizky a jsou pfimknuty k sobé. Na obou
koncich jsou konidie zaoblené a jsou zbarvené do zelenoSedé az olivové zelené (Landa et al.
2008).

Infekce cilového hostitele vznika pfimym rastem konidii skrz jeho kutikulu. Nékaza je
na hostiteli snadno rozpoznatelna jiz za n¢kolik dni od uspésné infekce (Garza-Hernandez et
al. 2015). Hostitel je nejprve pokryt bilym myceliem, které pozd¢ji zezelena — od toho i nazev,

ktery se pouziva pro nakazu - ,,zelena muskardina“ (Landa et al. 2008).

Obrazek 2 - Morfologicka struktura entomopatogenni houby M. anisopliae
(upraveno podle Landa et al. 2008)
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2.5.3 lzolace M. anisopliae

Izolace se obvykle provadi bud’ pomoci selektivniho média s antibiotiky a fungicidy,
které slouzi k potlaceni saprofytickych a konkurujicich organismii nebo vyuZzitim metody
tzv. zivych pasti, kdy se vyuzivaji larvy zavijece voskového (Galleria mellonella) nebo
potemnika mou¢ného (Tenebrio molitor). Tyto druhy jsou vybrany zejména z toho duvodu, ze
jejich larvy jsou velmi citlivé na plisiiové infekce (Zimmermann 2007). Nasledny postup

izolace je nutné volit s ohledem na pouZitou metodu a stav vychoziho materidlu. Jedna se vzdy
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o piimy pienos pasazi bud’ z povrchu infikovaného hostitele, nebo z vybrané bodové kultury
narostlé na povrchu selektivni zivné ptidy. Po izolaci je nutné kulturu purifikovat, tzn. ziskat
Cistou kulturu cilového izolatu, ktery je poté kultivovan formou umoznujici naslednou

identifikaci a charakterizaci kmena (Landa et al. 2008).

2.5.4 Produkce M. anisopliae

Kli¢ovym uspéchem masové produkce hub je ndkladové efektivni vyroba a rozvoj
produktu, ktery bude stabilni a schopen poskytovat u¢innou kontrolu $kidci. Houby mohou
byt hromadné vyrdbény v pevné fazi fermenta¢niho procesu, kdy produkuji konidiospory,
kapalné fazi fermentacniho procesu kdy produkuji blastospory (tenkosténné spory vznikajicim
pucenim) nebo prechodnym systémem téchto dvou metod tzv. di-fazovou fermentaci, kdy jsou
zapojeny ob¢ faze. Mycelium vyrobené v kapalné kultufe se nasledné nechavé vysporulovat
v mélkych vanickach (Ravensberg 2010; Landa et al. 2008).

Nejekonomictéjsi metodou je vyroba spor hub v kapalné kultute, protoze tekuté zivné
pudy podporuji rychly rist mycelia (Landa 1998). Jako ptiklad produkti zalozenych
na produkci blastospor muze slouzit Preferal (Isaria fumosorosea) nebo Vertalec
(Lecanicillium longisporum). Tyto houby maji v pevném stavu fermentace nizkou produkci
spor (Ravensberg 2010). U nékterych hub se vSak tato metoda nedd vyuZzit, protoze se pfi
ni netvofi konidie, které potiebuji dostatecné mnozstvi vzduchu (Jackson et al. 2010). VétSinou
se tak v téchto pfipadech vyuziva metoda di-fazova, pii které jsou houby zpoc¢atku kultivovany
Vv kapalné kultute, kde maji dostatek Zivin pro sviij riist. Ve druhé fazi na pevném substratu se
nasledné produkuji vzdu$né konidie houby. Metoda se musi zvolit podle schopnosti organismu
produkovat vysoké vynosy spor (Ravensberg 2010).

Vyroba v pevné fazi fermentace je pomérné jednoducha metoda. Houby mohou rist
na pevném substratu napi. na obilnych zrnech, ryzi, jecnych kroupach ¢i vlockéach (Goettel,
Inglis 1997). Urceny substrat se poté umisti do vysterilizovaného plastového sacku
nebo do misky. Naklady na takovouto produkci jsou nizké, pouzité technologie jednoduché,
ale metoda je pomérné pracovné naro¢na. Projekt Lubilosa, v ramci n¢hoz byl vyvinut
biopreparat Green Muscle® (M. anisopliae var. acridum pro kontrolu saranc¢at a kobylek) je
vSak dikazem, Ze tato metoda miiZze byt uspésnd i v masovej$im métitku. Existuji samoziejmé
1 metody, které jsou sofistikovanéjsi a vyuZzivaji napt. bioreaktory. V téchto reaktorech mohou
byt podminky prostiedi reguloviny mnohem Iépe nez v saccich nebo miskach

napf. prostfednictvim podminéného proudéni vzduchu, vytapénim nebo chlazenim. Investice
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do takovychto reaktorti jsou ale pomérné vysoké, na druhou stranu potieba manualni prace
vyrazné klesd. Neékteré piiklady produktd s konidiosporami vyrobenymi v pevném stavu
fermentaci na bazi M. anisopliae jsou BIO 1020 a Met52 produkované firmou Novozyme
(Ravensberg 2010).

Obecné lze shrnout, Ze M. anisopliae ma siroké spektrum hostiteli a je relativné snadné
jej vyrobit v dostatecném mnozstvi. Tato houba se obvykle produkuje povrchovou kultivaci
na umeélé zivné pide, nebo na sterilnim pfirozeném substratu. Také ji 1ze vyrobit submerzni
kultivaci v tekuté zivné pud¢, kde produkuje blastospory nebo ji miizeme prevést do formy
alginatovych pelet (Landa et al. 2008). VétSina mykoinsekticidu je tak, nikoliv nahodou,
zalozend na bazi praveé této houby. Ze 171 mykoinsekticidii a mykoakaricidi je 61 vyrobkt

na bazi M. anisopliae (Faria, Wraight, 2007).

Obrazek 3 - Komer¢ni baleni biopreparatu Met52 G a Met52 ES (Anonym 1)
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2.6 Subkultivace hub in vitro a kontinualni pasazovani hub in vivo

2.6.1 Subkultivace entomopatogennich hub

Utinky opakovanych subkultivaci in vitro se znaéné li§i vramci druhd
entomopatogennich hub i v ramci jejich kment. Opakované in vitro subkultivace maji vliv
na zivotnost spor, morfologické zmeény, biochemické a molekularni charakteristiky
a nejvyznamnéji na virulenci kmena a hostitelskou specifitu (Nahar et al. 2008). U nékterych
kmenti hub se virulence ztraci napt. u B. bassiana, M. anisopliae, N. rileyi, I. farinosa
a L. muscarium. U jinych kment se po opakované subkultivaci virulence neméni (Brownbridge
et al. 2001). Virulence kmene entomopatogenni houby zavisi do zna¢né miry na mnozstvi spor,
rychlosti kliceni a kutikulu degradujici enzym Prl (Hussain et al. 2010). Dal§im vyznamnym
ukazatelem virulence je pfilnavost konidii na kutikulu hostitele. To je vyznamna vlastnost pro
uspéch houbového patogena (Song, Feng 2010).

Nékteré kmeny entomopatogennich hub vykazuji po opakovanych subkultivacich
fyziologické zmény. Naptiklad M. anisopliae vykazuje snizenou virulenci a snizenou produkci
kutikulu degradujicich enzymd, serin proteaz Prl. Zmény ve virulenci zavisi také na nutri¢nich
podminkach subkultury. Vliv na virulenci kmend po subkultivacich ma i vnitrodruhova a
mezidruhova variabilita nebo pouziti ¢istych nebo smésnych kultur (Santoro et al. 2014).
Brownbridge et al. (2001) se domniva, Ze sniZzeni nebo nestabilita virulence mize byt i nahodna,
zpusobena mutacemi nebo zpisobena V prubéhu kultivace pasazované kultury. Kmeny
entomopatogennich hub maji riznou citlivost na ztratu virulence. Nékteré ztraci virulenci
po jedné subkultivaci, n€které az po desaté nebo dvanacté. Nékdy muize byt virulence i docasné
obnovena pomoci jinych médii, ale po opétovné subkultivaci mize kmen virulenci opét ztratit
(Mohammadbeigi 2013). Ztrata virulence nebo jeji snizeni byla pozorovana po opakovanych
subkultivacich u téméf vSech hlavnich taxonl entomopatogennich hub (Hussain et al. 2010).
Touto problematikou se zabyva spousta vyznamnych pracovist’, kde pozoruji t€inky opakované
in vitro subkultivace na virulenci riznych entomopatogennich mikroorganismt (Nahar et al.
2008).

Vliv na virulenci ur€itych kmenli miiZze mit fada faktorti. Mezi biotické faktory, které
ovliviwji virulenci, patii morfologie spor, pritbéh kli¢eni, povrchové vlastnosti konidii a t€kavé
organické slouceniny. Za dalsi velmi dualezity faktor patogeneze jsou povazovany kutikulu
degradujici enzymy, jako jsou esterazy, lipazy, N-acetylglucosaminiddzy a -chitindzy.
Nejvyznamnéjsi kutikulu degradujici enzym je proteaza Prl (Hussain et al. 2010). Je to

alkalicka serinova protedza se zbytkem histidinu v aktivnim misté. Enzym hraje hlavni roli
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v penetraci kutikuly u hmyzu a nasledné patogenité. Enzym Prl uvoliiuje peptidy, které
indukuji dalsi vyrobu Prl enzymi. Prl geny byly identifikovany a pozdé&ji klonovany v houbé
M. anisopliae. Mezi dal§i entomopatogenni houby, které obsahuji enzymy typu Prl patii
napi. Aspergillus flavus, B. bassiana, I. farinosa, Tolypocladium niveum a L. lecanii. Na snizeni
virulence maji vliv také jednoduché a snadno dostupné ziviny v umélé puad¢. Virulence se snizi

vypnutim genl, mezi které patii enzym degradujici kutikulu Prl a také snizenim kli¢ivosti

vvvvvv
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hlavni pfic¢inou snizeni nebo ztraty virulence (Safavi 2012). Subkultivace hub na umélém
zivném médiu vedou k poklesu aktivity Prl serin protedzy. Je prokazano, ze na mrtvém téle
hostitele je vyssi uroven tohoto enzymu. Vysoké troven Prl ma za nasledek rychlejsi infekci

a smrt hostitelského organismu (Hussain et al. 2010).

2.6.2 Kontinuilni pasaZovani entomopatogennich hub

Na bazi entomopatogennich hub jsou vyrabény komer¢ni biopreparaty. Biopreparaty
musi splilovat urcité parametry, zejména je dulezita virulence infek¢nich propaguli, jako jsou
napt. konidie nebo blastospory (Nahar et al. 2008). Virulence méa vyznamny vliv na kvalitu
vyrobku vyplyvajici z konkrétni fermentacni Sarze. Stabilita virulence pfi vyrobnim procesu
je zéasadni pro zajisténi konzistentni kvality materialu (Brownbridge et al. 2001). Jestlize dojde
ke sniZeni nebo ztraté virulence, produkt je nekvalitni a stava se neprodejnym. Nizk4 produkce
spor a nizka virulence ucini produkt komeréné nezivotaschopny (Safavi 2012).
Entomopatogenni houby, jak je zndmo, jsou patogenni k hmyzu, nicméné virulence, ktera
vyjadiuje stupen patogenity, je u nékterych kment a izolat hub variabilni. MiiZe byt posilena
in vivo tzv. pasazemi. Metoda kontinualniho pasazovani kmene pies cilového hmyziho skidce
se vyuziva K udrzeni virulence nebo piipadné ke zvySeni virulence entomopatogennich hub
popfipadé k jejimu ,,0ziveni“ Vv piipadé, ze je snizena (Safavi 2012; Song, Feng 2010).
Kontinualni pasazovani je také oznacovano terminem pasazovani in vivo (Prenerova 2007).
Stabilita virulence pasazi in vivo je vyznamny aspekt pro vyrobu biopreparati na bazi hub
(Hussain et al. 2010). P#i pasazovani kment entomopatogennich hub dochazi k priniku hyfy
specifickym hostitelem, coZ miiZe nejen navysit virulenci, ale také miiZze rozsifit hostitelské
spektrum (Vandenberg, Cantone 2004). Virulence u kontinualn¢ pasazovanych kment pres

cilového hostitele se navysuje z toho divodu, ze sam hostitel slouzi houbam jako zdroj zivin, a
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tim kmen houby vytvaii daleko virulentné;jsi konidie nez pied procesem pasazovani (Hussain
et al. 2010). Existuje nékolik divodi pro zvySeni virulence pii pruchodu hostitelem.
Opakované pasaze pres vhodného hostitele umoziuji 1épe ptilnout konidiim na povrch téla. A
konidie také rychleji kli¢i, coz zpusobuje rychlejsi invazi hostitele. Virulence kmeni
pasazovanych pires konkrétniho zivého hostitele je vyssi, nez virulence konidii, které jsou
vyprodukovany v podminkach in vitro, tj. na pfirozenych substratech nebo na umélych zivnych
pudach. Pasazemi mohou kmeny nebo izolaty hub ménit fenotypové vlastnosti jako je barva,
rast, tvar kolonii a zaroven mohou mit vliv na virulenci (Safavi 2012; Song, Feng 2010). Infekce
hostitele mize zménit genotyp daného kmene, ktery muze vést k méné virulentni nebo
avirulentni form¢ (Santoro et al. 2014). Produkce konidii pomoci pasazovani pies hmyziho
hostitele ale neni ekonomicky vyhodnou metodou a to z toho divodu, ze by nejprve produkci
spor musel piedchazet velkokapacitni chov daného hostitele (Mohammadbeigi 2013). Z tohoto
divodu, by bylo mozné pro pasazovani pouzit jen malé mnozstvi druhli hmyzu a zejména jen
takového, ktery je schopen se vyvijet v laboratornich podminkéch. Proto se pro velkokapacitni
produkce pouziva kultivaéni médium, které je nutricné vyvazené a je daleko levnéjsi nez
produkce pies zivého hostitele (Santoro et al. 2014).

V soucasné dobé¢ se prakticky vyuzivaji biopreparaty na bazi entomopatogennich hub
Vv mnoha zemich svéta. Pro uspésné pouziti v biologické ochrané rostlin je velice dilezita
virulence kmene, ktery je de facto ,,a¢innou latkou* vyrabénych biopreparati. Aby bylo mozné
vyrabét komercni biopreparaty na bazi entomopatogennich hub, musi se pouZivat uméla média.
Vyroba hub na umélych médiich vede ke ztrat¢ virulence. Zkoumani G¢inkl subkultivaci
in vitro na virulenci hub je nutné pied tim, nez maji byt pouzity pro komer¢ni vyrobu. Jednim
se minimalizoval Gtlum virulence hub (Mohammadbeigi 2013). Komer¢ni biopreparaty se
vyrabéji pravé na umélém Zivném médiu, protoze je levné, snadno dostupné a zarucuje stabilni
produkci hub v ¢ase. Nevyhodu je, Ze mize byt snizena virulence tim, Ze by byly pouzivany
pro inokulaci ve fermentorech kmeny, které jsou v n¢kolika cyklech subkultivovany ptes jeden
druh agarizované zivné pudy (Hussain et al. 2010). Tomuto negativnimu vlivu firmy pfedchazi
tim, ze si vyprodukuji vetsi mnozstvi tzv. mateénych kultur, které uchovavaji v nizkych
teplotach. Pro kazdy cyklus produkce pouzivaji vzdy novou mate¢ni kulturu. Dnes se ve svété
na trhu objevuji biopreparaty na bazi hub nalezejicich do rodu Metarhizium, Beauveria, Isaria

a Lecanicillium.
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3. CILE DIPLOMOVE PRACE

Cile diplomové prace jsou shrnuty v nasledujicich Sesti bodech.

1. Hodnoceni zékladnich rtstovych parametri vybranych kmend entomopatogenni
houby Metarhizium anisopliae véetné testovani vlivu teploty na rust a vyvoj kment

na umeélych zivnych ptdach.
2. Kontinualni pasazovani vybranych kmend Metarhizium anisopliae na zivné puade,
pfirozeném substratu a pies rtizna vyvojova stadia potemnika mouc¢ného (Tenebrio

molitor).

3. Pribézné reizolovani kmene z kontinudlnich pasazi a opakované testovani kmene

prostfednictvim "in vitro™ testu.

4. Testovani virulence plivodniho nepasazovaného kmene a vybrané pasaZzované linie pies

zivnou pudu a vyvojové stadium potemnika mouéného (Tenebrio molitor).

5. Testovani virulence puvodnich kmenti entomopatogenni houby Metarhizium

anisopliae na vybrané druhy hostitelti prostfednictvim "in vivo" testd.

6. Testovani G€innosti vybranych druhti entomopatogennich hub na vajicka mandelinky

bramborové (Leptinotarsa decemlineata).
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4. MATERIAL A METODIKA

4.1 Kmeny entomopatogenni houby Metarhizium anisopliae

V pokusech byly testovany tfi kmeny entomopatogenni houby M. anisopliae. Dva
kmeny F52 a MKC 110112 byly poskytnuty z mykologické sbirky Katedry specialni produkce
rostlinné, oddéleni Rostlinolékatstvi na Zemédélské fakultd Jihogeské univerzity v Ceskych
Budgjovicich. Kmen F52 byl reizolovan z biopreparatu BIO 1020, ktery se vyuziva v mnoha
zemich svéta pro kontrolu populaci sktidct. Nativni kmen MKC 110112 byl odizolovén z ptdy
na poli s konven¢nim systémem hospodateni u obce Straz nad Nezarkou. Tieti kmen byl v roce
2014 odizolovan z lokality MaZice a byl pojmenovan Man 3B. VSechny testované kmeny byly
uchovavany ve form¢ suchych alginatovych pelet. Cilem tvorby alginatovych pelet je, ze se
do nich imobilizuje biomasa hub (konidie, blastospory, mycelium). Alginatové pelety jsou
uchovavany v rozmezi teplot -20 az -22 °C. Tato forma umoZznuje dlouhodobé uchovavani

cennych kmenti entomopatogennich hub.

4.2 TImobilizace hub do alginatovych pelet

Zakladni reagencni smé&s tvofila suspenze konidii hub ve 2% alginatu sodném (sodna
sl kyseliny alginové) a jemné mleté presaté pSeni¢né otruby. Smés otrub a alginatu sodného
byla smichdna a sterilovana. Do vychladlé smési byla ptfiddna suspenze spor v poméru 1:1.
Posledni slozkou pro ptipravu pelet byl sterilni roztok chloridu vapenatého (0,25M CaCly)
do kterého byla pomoci nalevky nakapana ptipravena smés a chemicka reakce zajistila vznik
pravidelnych kulic¢ek. Kuli¢ky se nechaly vytvrdit po dobu 1 az 2 hodin, poté se omyly vodou
a vysusSily na drobné alginatové pelety.

Aktivace pelet jednotlivych kmeni byla provedena v Petriho miskach na povrchu 2%
vodniho agaru. Pelety pii vysoké vlhkosti poutaji vodu a nabobtnaji. Na povrchu pelet
dochézelo po 5 az 7 dnech ke sporulaci inkorporovaného kmenu houby. Konidie se pomoci
inokulac¢ni klicky pfeockovaly na povrch Zivného média PDA (Potato Dextrose Agar). Mate¢ni
kultura z alginatovych pelet byla kultivovana po dobu 14 dni. Takto ziskané kultury

testovanych kment byly pouzity k experimentim.

4.3 Pouzivana Zivna média
V experimentech, které¢ byly zamétené na radidlni rist, vytéZnost spor a pasaZovani

kment se pouzivala zivna puda PDA (Potato Dextrose Agar). V experimentech zaméfenych
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na pasazovani kmend byl pouzit 2% vodni agar. Pfi izolaci kmenl z pidy byla pouZita
selektivni pida zalozena na fungicidni slozce dodine, ktera byla spolu s antibiotiky dodéana
do zivné pudy PDA. Vysterilovana média byla rozlita podle charakteru experimentu

do sterilnich plastovych Petriho misek bud’ o praiméru 90 mm, nebo 60 mm.

4.3.1 PDA - Potato Dextrose Agar

Hlavni pouzivané médium pro kultivaci kment bylo Potato Dextrose Agar (PDA),
neboli bramboro-dextrézovy agar. Médium bylo pfipraveno smichanim 24 g.1! PDB (Potato
Dextrose Broth, HiMedia Laboratories Pvt. Ltd., Mumbai, Indie) s 16 g.I"* vodniho agaru

(Dr. Kulich Pharma s. r. 0., Hradec Kralové) a doplnéno destilovanou vodou.

4.3.2 Vodni Agar (2%0)

Vodni agar se pfipravil navazenim 10 g agaru na 500 ml vody. Médium bylo pouzito
pii aktivaci pelet jednotlivych kment M. anisopliae a pti pasazovani kment pies Zivné substraty
(ovesné vlo¢ky) a ziva vyvojova stadia hostitele potemnika mouc¢ného (Tenebrio molitor).
Pro pasazovani byl jako podklad pouzit vodni agar z toho divodu, Ze houba M. anisopliae je
nucena rist a vyvijet se pouze na pfirozeném substratu resp. na vyvojovém stadiu hostitele.
Houba M. anisopliae neni schopna kli¢it a rust pravé na 2% vodnim agaru, protoze neobsahuje

zadnou nutritivni slozku, kterou pro sviij vyvoj tento druh houby pottebuje.

4.3.3 Selektivni Zivna ptida na bazi dodine

Pii izolaci kmene Man 3B bylo pouZito selektivni médium Potato Dextrose Agar
s pfidavkem dodine (PDA+D). Tato selektivni zivnd plida slouzi pro izolaci
entomopatogennich hub z pidy (Zimmermann 2007). Zéklad selektivniho média tvofi zivna
pida PDA, do které je pfidana wdinna latka dodine (0,10 g.?), ziskana zkomeréniho
fungicidniho pfipravku Syllit 65 WP. Déle byly do smé&si pfidavany dvé Sirokospektralni
antibiotika chloramfenikol v ddvce 0,50 g.I'* (Sigma-Aldrich) a cycloheximid v davce 0,25 g.1'*
(Sigma-Aldrich). Antifugalni slozka dodine zajistuje supresi vyvoje pievazné vétSiny
saprotrofnich a fytopatogennich druht mikroskopickych hub formou pfemény jejich bunécéné
st¢tny a inhibi¢niho plsobeni na tvorbu a kliceni jejich konidii. Pfidavek kombinace
Sirokospektralnich antibiotik zajiSt'uje inhibici vyvoje pfevazné vétsiny bakterii vyskytujicich

se v pudé.
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4.4 Pudni vyluh

Pidnim vyluhem byl ziskan kmen MKC 110112 a Man 3B. V laboratofi byl ze vzorku
pudy pfipraven pudni vyluh (20 g pidy + 100 ml 0,05% roztoku Tween 80). Vzorek byl
po dobu 10 minut homogenizovan na tfepace. Po homogenizaci se pidni vyluh natedil
Vv poméru 1:10 (9 ml 0,05% roztoku Tween 80 + 1 ml piidniho vyluhu). Nésledné byl pipetou
odebran 0,5 ml vyluhu, ktery byl nainokulovan na selektivni médium PDA+D a pomoci
inokula¢ni hokejky byl rozetien po celém povrchu selektivni zivné pidy. Pro kazdy vzorek byly
pfipraveny 3 opakovani. Po vsdknuti vyluhu byly misky vlozeny do plastovych sacka
a inkubace probihala ve 25 °C. Po identifikaci jednotlivych druhti hub ziskanych ze selektivni
zivné pudy, byly odizolovany kmeny houby M. anisopliae a v ptipadé potieby byly opakované
ptecistovany ptes PDA az do ziskani Cist¢ho kmene. Kmeny byly kontinudlné kultivovany
V podob¢ separacnich ¢ar nebo plosné kultury. Kultivace kmend probihala 7 az 14 dnti, bez

pristupu svétla pfi teploté 25 °C.

4.5 Priprava suspenzi

Povrch plné vysporulovanych kment byl pfelit sterilnim roztokem 0,05% Tween 80.
Ziskana suspenze byla prefiltrovana pies sterilni gazu a nanesena do Neubauerovy pocitaci
komurky. Pocitaci komirka se suspenzi byla vloZena pod opticky mikroskop. V pfedem
stanoveném pocitacim poli se po sedimentaci spor stanovil titr. Hodnota titru byla vypocitana
na zaklad¢ vzorce pii pouziti priméru dvou opakovani (horni a dolni pocitaci pole komurky).
Pro vétSinu pokust byla zakladni suspenze spor nasledné adjustovana fedénim na titr
1,00 x 10’ v 1 ml poptipadé i na nizsi koncentrace spor jednotlivych kmenti. Pouzité

koncentrace spor v Iml budou uvedeny u jednotlivych experimentt.

4.6 Invitro testy

4.6.1 Radialni rust a vytéZnost na umélém Zivném médiu (PDA)

U vybranych kment M. anisopliae byl otestovan radialni rust a vytéznost spor. Byla
pfipravena suspenze o standardnim titru 1,00 x 107 konidii v 1 ml. Suspenze byla nanesena
pomoci 1 pl sterilni inokula¢ni klicky ve formé kapky do stiedu Petriho misky s umélym
zivnym médiem PDA v poctu opakovani, které bude uvedeno u kazdého individualniho
pokusu. Po zaschnuti kapky se Petriho misky vlozily v plastovych saccich do termostatu, ktery
byl vytemperovan na urCitou teplotu. Radidlni rst a vytéZnost spor byly testovany

pfi riiznych teplotach (10 °C, 15 °C, 20 °C, 25 °C a 30 °C).
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Hodnoceni radidlniho ristu jednotlivych kmenti probihalo na zikladé méfeni dvou
na sebe kolmych primért stredové kultury. Ze zjisténych rozméri byla vypocitana plocha
kultury. Primér kultur byl méten po 7, 14 a 21 dnech od zalozeni kultury.

Vytéznost kultur byla hodnocena po 21 dnech inkubace. Ze Zivného média byla
vyfiznuta celd kultura, kterd byla vlozena do mixéru, kde po dobu 20 vtefin probihala
homogenizace s urcitym mnozstvim vody S pfidavkem detergentu. Vytéznost konidii byla
spocitana pomoci pocitaci komurky. Vytéznost byla stanovena ze dvou opakovani u kazdého
testovaného kmene. Poté byla ze ziskanych ¢iselnych udaji vypocitana vytéznost z jedné
sttedové kultury a nasledné byla stanovena produkce spor na 1 mm? kultury. Pomoci tohoto

parametru, lze objektivné porovnavat produkcei spor u jednotlivych variant.

4.6.2 Standardni test kli¢ivosti

Kli¢ivost spor byla stanovena standardnim testem kli¢ivosti, ktery vyjadiuje procento
kli¢icich spor za urcitou dobu a za specifickych podminek. Na mikroskopické podlozni sklicko
byla nanesena slaba vrstva PDA (pro ostatni rody entomopatogennich hub se nanasi 2% agar).
Po zaschnuti bylo na povrch PDA naneseno pomoci 1 pl inokulaéni klicky né€kolik kapek finalni
suspenze o koncentraci 1,00 x 10° spor v 1 ml. Poté bylo skli¢ko pfeneseno  do Petriho misky
(90 mm), ktera obsahovala filtra¢ni papir navlhéeny 0,5 ml sterilni destilované vody. Petriho
misky byly uloZeny do vytemperovaného termostatu na poZadovanou teplotu 25 °C.
Vyhodnoceni bylo provedeno po 24 hodinach pomoci svételného mikroskopu. Hodnoceno bylo
minimalné¢ 100 spor z ndhodné vybranych zornych poli. Ke kazdé konidii byl pfifazen
ptislusny index (Growth index — GI), ktery specifikuje vyvoj patogena a stupen nakli¢eni

(viz tabulka 1). Z vyhodnocenych vzorki bylo vypocteno procento kli¢ivosti.

Tabulka 1 - Hodnotici indexova stupnice (GI) pro kmeny entomopatogennich hub

na konidii nejsou viditelné zddné morfologické zmeény, konidie ve vzorku maji
uniformni tvar

konidie jsou protahlejSi a nabobtnalé, na konidii je zfetelny jednostranny klicek
velikosti v poméru pfiblizné€ 1:0,5 k mate¢né konidii

0,0

0,5

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

1,5 | klicek je 2 az 3x delsi nez matecna konidie

klicek je vice nez 3x dlouhy jako mate¢na konidie, dochéazi k sekundarnimu vétveni

2.0 na jednom z klic¢kd, na mate¢né konidii jsou dva dlouhé klicky

2,5 | pocatek sporulace, sporadicky vyskyt struktur spojenych se sporulaci

3,0 | plna sporulace, pravidelny vyskyt struktur spojenych se sporulaci
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4.7 Invivo testy
4.7.1 Standardni laboratorni biotest

Standardni laboratorni biotest byl hodnocen pomoci FDGI stupnice (Fungus
Development and Growth Index). V pribéhu pokusu byl vyhodnocen vyvoj néakazy
a mortalita testovaného jedince. Tato stupnice odliSuje jednotlivé faze vyvoje houby. Stupnice
FDGI rozcletiuje pribéh ndkazy do 7 fazi vyvoje onemocnéni, ke kazdé fazi je prifazen
konkrétni index (viz tabulka 2). V pokusech byla hodnocena mortalita larev. Zaroven byla
hodnocena 1 kumulovand mortalita, do které se zarazuji mrtvi jedinci bez ptiznakl infekce
a jedinci nesouci zjevné ptiznaky ndkazy. Dale byla hodnocena infekce hostiteli. Do tohoto
parametru byly zahrnuty pouze ptipady, kdy byly na povrchu téla hostitele pfitomné zjevné
morfologické struktury entomopatogenni houby.

V pokusech byly pouzivany larvy potemnika mou¢ného (T. molitor), které byly ziskany
Z chovu na Katedre specialni produkce rostlinné.

Na zacatku testu byly larvy povrchové sterilovany pomoci 1% roztoku SAVA  (0,05%
NaClO) a hned po vyjmuti ze Sava byly larvy 3x oplachnuty ve sterilni destilované vodé.
Pro rychlé oschnuti se larvy umistily na filtracni papir.

Povrchové sterilované larvy byly néasledné ponofeny na 2 vtefiny do suspenzi
jednotlivych kmentl o standardnim titru 1,00 x 107 konidii v 1 ml. V kontrolni variant& byly
larvy ponofeny na 2 vtefiny do roztoku 0,05% Tweenu 80. OSetfené larvy byly umistény
do vlhkych komirek. Vlhké komirky ptedstavovaly desticky uréené pro kultivaci tkanovych
kultur o objemu jedné komirky 6,5 ml. Kazda desticka obsahovala 12 bun¢k. Na dno kazdé
komirky byly umistény dva sterilni filtraéni papirky (2x2 cm), které byly navlhéeny 0,15 ml
sterilni destilované vody. Pro kazdy testovany kmen a kontrolu byly pfipraveny 3 opakovani,
tj. 3 desticky. Celkem bylo pouZito pro jednu variantu 36 larev. Vlhké komurky byly ulozeny
do igelitovych sackt. Takto pfipravené jednotky byly vlozeny jesté do plastovych sackt
pro zajiSténi optimalnich vlhkostnich podminek a zabranéni vysuseni komtrek. Nasledné bylo
vSe umisténo do vytemperovaného termostatu s pozadovanou teplotou 25 °C. Hodnoceni
pokust bylo provadéno 4., 6., 7. a 11. den pomoci svételného stereomikroskopu. Kazdé larveé

byl pfitazen piislusny index FDGI.
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Tabulka 2 - Hodnotici indexova stupnice (FDGI) pro larvy T. molitor

0,0 | neni pfitomna zadna znamka infekce

0,5 | na hostiteli jsou pfitomny melaniza¢ni skvrny

1,0 | tento index vyjadfuje smrt hostitele

1,5 | zacina se objevovat vlaknité mycelium na povrchu téla hostitele

2,0 | tvorba kompaktniho mycelia na povrchu téla hostitele

2,5 | nakonci hyf mycelia se za¢inaji objevovat sporulujici konidiofory, po¢inajici sporulace

3,0 | pIn¢ vysporulované mycelium na povrchu téla hostitele

4.7.2 Kontinualni pasaZzovani kmend M. anisopliae pres rizné Zzivné substraty

a vyvojova stadia T. molitor

Kmeny M. anisopliae byly pasazovany pies pfirozené substraty (ovesné vlocky
a PDA) a hostitelsky organismus T. molitor (larvy, kukly a dospélce).

Pasézovani zapocalo naockovanim sterilnich ovesnych vlocek a zdmérnou infekci
riznych vyvojovych stadii hostitele T. molitor pomoci ptivodnich kment. Prvni pasaz spocivala
V tom, Ze jednotlivé vlocky byly pomoci pinzety pfeneseny na plné vysporulovanou kulturu
kmentt M. anisopliae. Po uchyceni spor byly vlo¢ky vlozeny na povrch 2% vodniho agaru.
V piipad¢ pasazovani ptes PDA byly spory z kultury pivodniho kmene naneseny pomoci
inokulacni klicky na novou plotnu PDA formou separacnich ¢ar. Jednotliva stadia T. molitor
byla opét pinzetou nanesena na pln€ vysporulovanou kulturu jednotlivych kment
a kazdé stadium bylo umisténo do samostatné Petriho misky s2% vodnim agarem.
Pro kazdou pasaz bylo pouzito 5 vlocek a 10 jedinct hostitele. Pfipravené pasaze byly vlozeny
do igelitovych sackl a vlozeny do vytemperovaného termostatu na 25 °C a ponechany do uplné
sporulace kmenil na jednotlivych pasaZovanych objektech. Nasledné pasaze byly provadény
z pfedchozich. Konidie zplné¢ vysporulovanych objekti piedeslé pasdZze byly prendseny
dotykem se zdravymi vyvojovymi stadii hostitele, novymi vlo¢kami a novou plotnou PDA.
Pasazovani bylo kontinudlné provadéno do 10. cyklu opakovani. Z 10. pasazi byly ziskany ¢isté
kultury na PDA, které byly pouzity pro jednotlivé pokusy. PasaZované kmeny byly zaroven

zaboulovany do alginatovych pelet, které jsou uchovavany pii teploté -20 °C.
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4.7.3 Hodnoceni u¢innosti kmeni M. anisopliae na cilové hostitele

V experimentech pro sledovani vlivu Géinnosti kmenti M. anisopliae byli pouziti
dospélci blyskacka fepkového (Meligethes aeneus) a krytonosce Sesulového (Ceutorhynchus
obstrictus). Testovani §kiidci byli ziskani ze §kolniho pozemku Jiho&eské univerzity v Ceskych
Bud¢jovicich.

Na povrch 2% vodniho agaru v Petriho miskidch, byla nanesena suspenze
o koncentraci 1,00 x 10" v mnozstvi 1 ml. Suspenze se po povrchu agaru pravidelné rozptylila
pomoci inokula¢ni hokejky pohybem na otocném stolku a nechala se zaschnout do druhého
dne. Druhy den se na povrch agaru nanesli cilovi skidci. Petriho misky byly ulozeny
do termostatu o 25 °C. Vyhodnoceni a podrobnéj$i popis jednotlivych experimenti

je uvedeno piimo u konkrétnich pokust v experimentalni ¢asti.

4.74 Hodnoceni ucinnosti kmeni entomopatogenni houby M. anisopliae na vaji¢kach

mandelinky bramborové (Leptinotarsa decemlineata)

V pokusu byly pouzity vajicka mandelinky bramborové (L. decemlineata), které byly
ziskany ze §kolniho pozemku Jiho&eské univerzity v Ceskych Budéjovicich.

K experimentu byly pouzity entomopatogenni houby M. anisopliae kmen F52,
B. bassiana kmen 1101, I. fumosorosea kmen PFR 97 a L. muscarium kmen 19. Z téchto kmenti
byla vytvofena suspenze o koncentraci 1,00 x 107" v mnozstvi 1 ml. Na podlozni sklitka
pro kazdy kmen byla nanesena pfipravend suspenze kmenii ve formé 18 kapek (2 fady po 8
kapkach). Do 16 kapek byly nasledné naneseny pomoci specialn¢ upravené jehly vajicka
L. decemlineata z povrchu spodni strany listii rostlin (lilek brambor). Zbylé 2 kapky byly
ponechany jako kontrolni varianty. Po zaschnuti suspenze s vajicky bylo podlozni sklicko
vloZeno do vlhké komirky (Petriho misky s filtraénim papirem navlhéenym 0,3 ml destilované
vody). Hodnoceni bylo provedeno po 24, 48, 72 a 96 hodinach pomoci optického mikroskopu.
Pro kazdy kmen byly pfipraveny 2 opakovani. Pro hodnoceni byla vyuZita specidlné navrzena
indexova stupnice (Landa et al. 1994). Kazdému vaji¢ku byl piifazen pfislusny index a prub¢h

vyvoje patogena (FDGI), indexova stupnice je popsana v tabulce 3.
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Tabulka 3 - Hodnotici indexova stupnice (FDGI) pro vajicka L. decemlineata

0,0 | neni pfitomna Zadna morfologickd zména konidii v interakéni zon€ s vajickem

0,5 | konidie zacinaji klicit, velikost klicku neptesahuje velikost matecné konidie

1,0 | klicek konidie se zacina piiblizovat do interakcni zony k vajicku

1,5 | na povrchu vajicka se zacinaji objevovat hyfova vlakna

2,0 | vajicko je porostlé hustym myceliem

2,5 | nakonci hyf mycelia se za¢inaji objevovat sporulujici konidiofory, po¢inajici sporulace

3,0 | pln¢ vysporulované mycelium na povrchu vajicka

4.8 Statisticka analyza

Data vyjadfena v hodnotach procent byla normalizovana pomoci arcsinové
transformace, zatimco hodnoty sporulace sttedovych kultur byly normalizovany za vyuziti
logaritmické transformace logl0 (x + 1). Udaje tykajici se radialniho ristu normalizovany
nebyly. VySe uvedené udaje byly nasledné podrobeny analyze rozptylu (ANOVA) pomoci
softwaru pro statistickou analyzu (StatSoft Inc. 2007). Rozdily mezi sttednimi hodnotami byly

porovnany pomoci Tukeyho testu (P < 0,05).

4.9 Vyuzivana technika p¥i pokusech

Pro potiebu sterilnich podminek byl vyuzivan flow-box BIOHAZARD (KRD firma).
Pti tvorbé originalni fotodokumentace byl pouzit digitalni fotoaparat Canon EOS 300D Digital.
A pfi vyhodnocovani pokusi byl pouzit svételny mikroskop znacky Olympus
a binokularni mikroskop znacky Olympus.
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5. EXPERIMENTALNI CAST A VYSLEDKY

5.1 Vliv teploty na rustové a produkéni parametry stifedovych Kkultur
pivodnich kmenu entomopatogenni houby M. anisopliae v zavislosti
na dobé kultivace

Cilem experimentu bylo zjistit, ktera teplota je pro rast a produkci spor kmeni

entomopatogenni houby M. anisopliae nejoptimalné&;si.

Zéakladni idaje k pokusu

e suspenze piivodnich kmenii o standardnim titru 1,00 x 107 v 1 ml byla nanesena pomoci
inokula¢ni klicky ve formé kapky do stiedu Petriho misky s umélym zivnym médiem
PDA v 6 opakovanich pro kazdou variantu

e po zaschnuti kapky byly Petriho misky vlozeny v plastikovych saccich do termostati,
které¢ byly vytemperovany na razné teploty: 101 °C, 15«1 °C, 2041 °C, 25+1 °C
a30+£1 °C

e u stiedovych kultur byl hodnocen radialni rist po 7, 14 a 21 dnech

e vytéznost spor kmentl byla hodnocena po 21 dnech

5.1.1 Vliv teploty na rust stiredovych kultur piivodniho kmene BIO 1020

Tabulka 4 - Radialni rtst puvodniho kmene BIO 1020 houby M. anisopliae v riznych teplotach
kultivace

7.den 14. den 21. den

Plocha Plocha Plocha
Teplota Primér kultury Primér kultury Pramér kultury

kultury kultury kultury

(mm) (mm) (mm)

(mm?) (mm?) (mm?)
10 °C 3,00+0,00 7,07 e 5,42+0,51 23,04 e 12,42+0,51 121,09 e
15°C 7,75+0,45 47,17d 20,42+0,67 327,39d 27,00+0,74 572,55d
20 °C 15,17+0,39 180,66 ¢ 31,42+0,90 775,19 ¢ 42,17+0,83 1396,46 ¢
25°C 23,25+0,50 42456  46,50+0,58 1698,23 a 64,75+0,50 329283 a
30 °C 17,92+0,29 252,12 b 35,75+0,75 1003,79 b 53,08+0,90 221312 b

F=3671,62; df=4,55; p=0,0000 F=4394,95; df=4,55; p=0,0000 F=8222,98; df=4,55; p=0,0000

**a,b,c,d,e: priméry ve sloupci se stejnym pismenkem nejsou statisticky rozdilné (ANOV A metoda, a=0,05; Tukey HSD test)

Pivodni kmen BIO 1020 vykazuje nejvysSsi narast sttedovych kultur pii teploté 25 °C

ve vSech hodnocenych dnech. Po 7 a 14 dnech hodnoceni vykazuje kmen podobny nartst kultur
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ve 20 °C a 30 °C kultivace, kde rozdily mezi velikosti kultury jsou pouze kolem 3 mm (7. den)
avice nez4 mm (14. den). Po 21 dnech kultivace je rozdil v ristu sttedovych kultur mezi témito
teplotami jiz velmi patrny. Rozdil mezi sttedovymi kulturami je témét 11 mm ve prospéch
teploty kultivace ve 30 °C. Nejmensi narast kmene ve vSech dnech hodnoceni je pii 10 °C
kultivace. Byl zaznamenan statisticky prikazny rozdil v rychlosti rastu kolonii béhem riznych
teplot kultivace ve vsech hodnocenych dnech (7. den: F = 3671,62; df = 4,55; p = 0,0000,
14. den: F = 4394,95; df = 4,55; p = 0,0000, 21. den: F = 8222,98; df = 4,55; p = 0,0000).

Graf 1 - Porovnani velikosti sttedové kultury ptivodniho kmene BIO 1020 houby M. anisopliae
za urcity ¢asovy usek v zavislosti na rtiznych teplotach kultivace
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Graf 2 - Porovnani plochy kultury ptivodniho kmene BIO 1020 houby M. anisopliae za urcity
casovy usek v zavislosti na riiznych teplotach kultivace
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5.1.2 Vliv teploty na rust stifedovych kultur piivodniho kmene MKC 110112

Tabulka 5 - Radialni rist pivodniho kmene MKC 110112 houby M. anisopliae v riznych
teplotach kultivace

7. den 14. den 21. den
Plocha Plocha Plocha
Teplota  Primér kultury Primér kultury Priimér kultury
kultury kultury kultury
(mm) (mm) (mm)

(mm?) (mm?) (mm?)
10 °C 2,92+0,29 6,68 e 4,92+0,29 18,99 e 10,00+0,00 78,54 e
15°C 7,17+0,39 40,34 d 20,08+0,29 316,78 d 32,42+0,51 825,33 d
20 °C 13,58+0,51 14491 c 31,58+0,51 783,44 ¢ 46,50+0,52 1698,23 ¢
25°C 21,50+0,58 363,05 a 48,75+0,96 1866,55 a 69,50+1,29 3793,67 a
30 °C 17,50+0,52 240,53 b 39,92+0,29 125141 b 62,42+0,67 3059,78 b

F=1954,45; df=4,55; p=0,0000 F=5935,91; df=4,55; p=0,0000 F=6252,21; df=4,55; p=0,0000

**a,b,c,d,e: priméry ve sloupci se stejnym pismenkem nejsou statisticky rozdilné (ANOV A metoda, a=0,05; Tukey HSD test)

Graf 3 - Porovnani velikosti stfedové kultury pivodniho kmene MKC 110112 houby
M. anisopliae za ur€ity ¢asovy tsek v zavislosti na riznych teplotach kultivace
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Pivodni kmen MKC 110112 také vykazuje nejvyssi nartst sttedovych kultur pfi teploté
25 °C ve vSech hodnocenych dnech. Druha teplota, pfi které kmen vyrazné nartistal ve vSech
hodnocenych dnech, je 30 °C. Po 7 dnech nedoslo téméf k zadnému rastu sttedové kultury
v 10 °C, pti 15 °C byl rist sttedové kultury téz velmi pomaly ve srovnani s ostatnimi teplotami.
Po 7 dnech byl u kmene MKC 110112 zaznamenan statisticky prukazny rozdil ve velikosti
sttedovych kultur v zavislosti na teploté kultivace F = 1954,45; df = 4,55; p = 0,0000. Po 14
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a 21 dnech se opakoval stejny pritbéh ristu sttedovych kultur ve vSech sledovanych teplotach.
Opét v 10 °C nebyl schopen ptivodni kmen kolonizovat substrat do vétsi vzdalenosti. Naopak,
pii 15 °C se po 14 dnech kmen rozrostl daleko vice nez po 7 dnech, plocha kultury byla
10x vétsi. Ve 20 °C vytvoril ptivodni kmen po 21 dnech témét o polovinu mensi plochu kultury
nez pii 25 °C a 30 °C. Po 14 dnech (F = 5935,91; df = 4,55; p = 0,0000) a 21 dnech
(F = 6252,21; df = 4,55; p = 0,0000) byl opét zaznamenan Statisticky prikazny rozdil

ve velikosti stfedovych kultur v zavislosti na teploté kultivace.

Graf 4 - Porovnani plochy kultury ptivodniho kmene MKC 110112 houby M. anisopliae
za urcity ¢asovy usek v zavislosti na rtiznych teplotach kultivace
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5.1.3 Vliv teploty na rust stiedovych kultur ptivodniho kmene Man 3B

Tabulka 6 - Radialni rist piivodniho kmene Man 3B houby M. anisopliae v riznych teplotach
kultivace

7.den 14. den 21. den
Plocha Plocha Plocha
Teplota  Pramér kultury Primér kultury Priimér kultury
kultury kultury kultury
(mm) (mm) (mm)

(mm?) (mm?) (mm?)
10 °C 2,92+0,29 6,68d 4,83+0,39 18,35 ¢ 9,85+0,51 72,13 ¢
15°C 6,92+0,29 37,57¢c 14,08+0,51 155,78 d 21,83+0,39 374,39d
20 °C 13,000,43 132,73 b 29,58+0,51 687,36 C 45,00+0,00 1590,43 ¢
25°C 18,75+0,50 276,12 a 39,50+0,58 122542 b 57,00+0,00 2551,76 b
30 °C 19,08+0,51 286,02 a 40,42+0,51 1282,95 a 59,17+0,83 2749,44 a

F=2045,25; df=4,55; p=0,0000 F=7278,90; df=4,55; p=0,0000 F=14396,4; df=4,55; p=0,0000

**a,b,c,d,e: priméry ve sloupci se stejnym pismenkem nejsou statisticky rozdilné (ANOV A metoda, a=0,05; Tukey HSD test)

43



Pivodni kmen Man 3B vykazuje tendenci nartstu stiedovych kultur v zavislosti na dni
kultivace a také na teploté. V kazdych hodnocenych dnech je pozorovan statisticky prukazny
narust stiedové kultury (7. den: F = 2045,25; df = 4,55; p = 0,0000, 14. den: F = 7278,90;
df =4,55; p=0,0000, 21. den: F = 14396,4; df = 4,55; p = 0,0000) vzestupn¢ od nejnizsi teploty
k nejvyssi. Pivodnimu kmenu Man 3B nejvice k ristu prospiva teplota 30 °C. Po 7 dnech a 14
dnech vytvofil kmen téméf stejnou velikost kultury ve 25 °C a 30 °C kultivace. Po 21 dnech
vytvoftil kmen ve 30 °C vétsi kulturu o 2 mm V porovnani s nartistem ve 25 °C kultivace, coz

¢ini narast témét o 200 mm?.

Graf 5 - Porovnani velikosti sttedové kultury pivodniho kmene Man 3B houby M. anisopliae
za urcity ¢asovy usek v zavislosti na riznych teplotach kultivace
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Graf 6 - Porovnani plochy kultury ptivodniho kmene Man 3B houby M. anisopliae za urcity
Casovy usek v zavislosti na riiznych teplotach kultivace
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5.1.4 Porovnani vlivu teploty na riist a vyvoj paivodnich kmenii entomopatogenni houby
M. anisopliae v zavislosti na dobé kultivace

Graf 7 - Porovnani velikosti sttedovych kultur ptivodnich kmenti houby M. anisopliae po 7
dnech v zavislosti na riiznych teplotach kultivace
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Graf 8 - Porovnani velikosti sttedovych kultur ptivodnich kmenti houby M. anisopliae po 14
dnech v zavislosti na riznych teplotach kultivace
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Pivodni kmeny BIO 1020 a MKC 110112 vykazuji nejvétsi narist stiedové kultury
ve 25 °C kultivace. Piivodni kmen Man 3B naopak narostl nejvice pii 30 °C. Po 7 dnech
hodnoceni ma ve srovndni s ostatnimi pivodnimi kmeny nejvyssi narGst pivodni kmen
BIO 1020 ve vsech teplotach kultivace kromé teploty 30 °C. Po 14 dnech kultivace vykazuje
kmen BIO 1020 a MKC 110112 obdobny rust ve vsech sledovanych teplotach. Kmen Man 3B

ma obdobny rist pouze v nizsich teplotach. Ve 25 °C v rlstu zaostava ve srovnani s ostatnimi
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kmeny. Ve 30 °C je trend stejny. Nicméné vSechny tii kmeny vykazuji nejlepsi riist a vyvoj
ve 25 °C a 30 °C. Po 21 dnech hodnoceni vykazoval pivodni kmen MKC 110112 nejvyssi
nartust stiedové kultury témétr ve vSech teplotach kultivace kromé 10 °C. Pivodni kmen
Man 3B za ostatnimi piivodnimi kmeny v riistu zaostaval témet ve vSech teplotach kultivace

s vyjimkou 30 °C, kde byla kultura vétsi ve srovndni s kmenem BIO 1020. Pivodni kmeny

BIO 1020 a MKC 110112 jsou odolIngjsi k nizkym teplotam v porovnani s kmenem Man 3B.

Graf 9 - Porovnani velikosti sttedovych kultur pivodnich kmenti houby M. anisopliae po 21

dnech v zavislosti na riiznych teplotach kultivace

Velikost stfedové kultury (mm)

5.15 Vliv teploty na produkci spor piivodnich kmenu entomopatogenni houby
M. anisopliae v zavislosti na dobé kultivace

Tabulka 7 - Vytéznost spor ze sttedovych kultur ptivodnich kmeni houby M. anisopliae po 21
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FIFIF

Man3B

m10°C
m15°C
m20°C
25°C
30°C

B101020 MKC110112 Man3B
Teplota VytéZznost spor Vytéznost Tukey  Vytéznost spor Vytéznost Tukey  Vyt&znost spor  VytéZnost Tukey
1. kultury spor (mm?) HSD 1. kultury spor (mm?) HSD 1. kultury spor (mm?) HSD
10 °C 1,17+0,09E+07 9,67E+04 c 1,61£0,00E+07 2,05E+05 d 2,20+0,40E+06 3,05E+04 e
15°C 9,34+0,04E+08 1,63E+06 ab 1,26+0,01E+09 1,52E+06 b 4,61+0,14E+08 1,23E+06 b
20 °C 2,70+0,60E+09 1,93E+06 a 2,95+0,25E+09 1,74E+06 a 1,57+0,10E+09 9,89E+05 c
25°C 6,58+0,08 E+09 2,00E+06 a 6,38+0,78E+09 1,68E+06 ab 5,78+0,08 E+09 2,26E+06 a
30 °C 2,72+0,30E+09 1,23E+06 b 1,26+0,10E+09 4,11E+05 c 1,08+0,00E+09 3,91E+05 d

F =81,747; df = 4,5; p = 0,0001

F = 604,417; df = 4,5; p = 0,0000

F =933,871; df = 4,5; p = 0,0000

**a,b,c,d,e: priméry ve sloupci se stejnym pismenkem nejsou statisticky rozdilné (ANOV A metoda, a=0,05; Tukey HSD test)
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Graf 10 - Produkce spor na mm? kultury ptivodnich kmenti M. anisopliae po 21 dnech

v riiznych teplotach kultivace
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Kmeny M. anisopliae

Nejvetsi vytéznost spor vykazuje pivodni kmen Man 3B ve 25 °C kultivace.
U pavodnich kmentt BIO 1020 a MKC 110112 neni vyrazny rozdil v produkci spor
ve vybranych teplotach kultivace. Patrny rozdil je pouze u teploty kultivace ve 30 °C, kdy byla
produkce spor vyssi u ptivodniho kmene BIO 1020. Nejvétsi rozdily v produkei spor jsou patrné
u puvodniho kmene Man 3B. Je zajimavé, ze kmen Man 3B produkuje vice spor pfi teploté
15 °C nez pfi kultivaci ve 20 °C. Nejmensi produkce spor byla zaznamenana pii 10 °C kultivace
u vSech pitvodnich kment. Pfi této teploté ma nejvétsi vytéznost pivodni kmen MKC 110112.
Z tabulky 7 a grafu 10 je opét ziejmé, Ze ptivodni kmeny BIO 1020 a MKC 110112 vykazuji
vysokou produkci spor i u nizsich teplot kultivace na rozdil od ptivodniho kmene Man 3B.
Kmen BI1O 1020 v rozmezi teplot od 15 do 30 °C a kmen MKC 110112 v rozmezi teplot od 15
do 25 °C nevykazoval v produkei spor statisticky vyznamné rozdily (BIO 1020: F= 81,747,
df =4,5; p=0,0001, MKC 110112: F = 604,417; df = 4,5; p = 0,0000). Posledni kmen Man 3B
vykazoval statisticky prikazny rozdil v produkci spor ve vSech teplotach kultivace F = 933,871,
df =4,5; p =0,0000.
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5.2 Porovnani pivodnich a desetkrat pasaZovanych variant kmend houby
M. anisopliae pies umélé Zivné médium, substrat a vyvojova stadia
hostitele T. molitor

Cilem experimentu bylo porovnani radidlniho riistu a produkce spor u piivodnich

a kontinualné pasazovanych kmenl entomopatogenni houby M. anisopliae.

Z4kladni idaje k pokusu

e suspenze kment pasazovanych pies PDA, ovesné vlo¢ky a vyvojova stadia T. molitor
o standardnim titru 1,00 x 107 v 1 ml byla nanesena pomoci inokula¢ni kli¢ky ve formg
kapky do stiedu Petriho misky s umélym zivaym médiem PDA v 8 opakovanich
pro kazdou variantu

e po zaschnuti kapky byly Petriho misky vlozeny v plastikovych saccich do termostatu,
ktery byl vytemperovan na teplotu 25+1 °C

e u stiedovych kultur byl hodnocen radialni rist po 7, 14 a 21 dnech

e vytéznost spor kmeni byla hodnocena po 21 dnech

5.21 Vliv kontinuilniho pasaZovani kmene BIO 1020 entomopatogenni houby
M. anisopliae na rust stfedovych kultur po kultivaci ve 25+1 °C

Tabulka 8 - Radialni rtst pivodniho a pasazovaného kmene BIO 1020 houby M. anisopliae
pres substraty a vyvojova stadia hostitele T. molitor

7.den 14. den 21. den

10. Pasaze Primér E locha Primér kultury Plocha Primér kultury Plocha

kultury (mm) ultugy (mm) kultugy (mm) kultugy

(mm?) (mm?) (mm?)
Pivodni 22,06+0,57 382,30 b 45,19+0,75 1603,71 b 63,31+0,79 3148,24 ¢
PDA 23,25+0,58 424,56 a 45,13+1,20 1599,28 b 63,69+0,70 3185,65 ¢
Vlocky 22,94+0,93 413,22 a 45,94+1,44 1657,39 ab 65,31+0,60 3350,29 b
Larvy 22,88+0,50 41097a  44,88+1,26 1581,61b  65,56+0,63 337599 b
Kukly 23,00+0,73 415,48 a 46,56+0,63 1702,79 b 65,75+0,86 339532 b
Dospélci 23,25+0,58 42456a  47,81+0,75 179545a  67.31+0,60  3558,61a

F=6,76; df=5,90; p=0,0000 F=18,55; df=5,90; p=0,0000 F=70,00; df=5,90; p=0,0000

** a,b,c: priméry ve sloupci se stejnym pismenkem nejsou statisticky rozdilné (ANOV A metoda, a=0,05; Tukey HSD test)

Piivodni i pasdzované varianty kmene BIO 1020 vykazuji tendenci nartstu stfedovych

kultur v zavislosti na dni kultivace. Po 7 dnech kultivace nevykazuje kmen tak vyznamné
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rozdily ve velikosti stfedovych kultur. Nejmensi kulturu tvofi ptivodni kmen. Z pasazovanych
variant vytvari nejmensi kulturu kmen pasazovany pies larvy T. molitor. Nicméné, vliv
pasazovani na velikost kultur po 7 dnech bylo statisticky prukazné F = 6,76; df = 5,90;
p =0,0000. Po 14 dnech opét nejmensi kulturu ze vSech testovanych variant véetné ptiivodniho
kmene vytvofil kmen pasazovany pies larvy. Nejvetsi kulturu vytvoiil kmen pasadzovany
ptes dospélce T. molitor (F = 18,55; df = 5,90; p = 0,0000). Po 21 dnech (F = 70,00; df = 5,90;
p = 0,0000) kmen pasadzovany ptes larvy vytvofil naopak vétsi kulturu nez v predeslych dnech
ve srovnani s nékterymi variantami pasazovani. Naopak, kmen subkultivovany pfes zivnou

pudu vykazal spolu s ptivodnim kmenem nejpomalejsi nartst sttedové kultury.

Graf 11 - Porovnani velikosti stiedové kultury pivodniho a pasazovaného kmene BIO 1020
houby M. anisopliae pfes substraty a vyvojova stadia hostitele T. molitor za ur€ity casovy tsek
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Graf 12 - Porovnani plochy kultury pivodniho a pasdzovaného kmene BIO 1020 houby
M. anisopliae ptes substraty a vyvojova stadia hostitele T. molitor za urcity casovy tisek
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5.2.2 Vliv Kkontinualniho pasaZzovani kmene MKC 110112 entomopatogenni houby
M. anisopliae na rast stfedovych kultur po kultivaci ve 25+1 °C

Tabulka 9 - Radialni rist ptiivodniho a pasazovaného kmene MKC 110112 houby M. anisopliae
pies substraty a vyvojova stadia hostitele T. molitor

7.den 14. den 21. den

10. Pasaze Primer Plocha Primér Plocha Primér Plocha

kultury (mm) k“'t“?’ kultury (mm) "“'“‘gy kultury (mm) "“'tugy

(mm?) (mm?) (mm?)
Pavodni 20,75+0,58 338,16a  47,19+0,66 17483,81a  71,25+0,58 3987,12 a
PDA 17,75+0,45 247,45d  40,81+0,40 1308,21 ¢  63,19£1,17 313583 e
Vlocky 19,63+0,50 302,49¢c  45,13+1,26 1599,28b  69,69+0,79 3814,16 b
Larvy 18,13+0,50 258,02d  37,31+0,60 1093,45d  64,63+0,81 3280,13d
Kukly 20,13+0,34 318,10b  45,56+0,73 1630,44b  67,81+0,66 3611,68 ¢
Dospélci 15,81+0,54 196,38e  37,69+0,87 111554d  58,75+1,06 2710,85 f

F=212,64; df=5,90; p= 0,0000

F=432,39; df=5,90; p=0,0000

F=460,20; df=5,90; p=0,0000

**a,b,c,d,e,f: priméry ve sloupci se stejnym pismenkem nejsou statisticky rozdilné (ANOVA metoda, a=0,05; Tukey HSD test)

Graf 13 - Porovnani velikosti sttedové kultury ptivodniho a pasazovaného kmene MKC 110112
houby M. anisopliae ptes substraty a vyvojova stadia hostitele T. molitor za ur€ity casovy tsek
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Po 7 dnech kultivace jsou zaznamenany statistické rozdily v riistu kultur pasaZovanych

variant F = 212,64; df = 5,90; p = 0,0000. U tohoto kmene nejvétsi kulturu vytvoftil ptivodni

kmen. Ostatni varianty zaostavaly v ristu 1 o nékolik mm. Pouze kmen pasazovany pies kukly

vykézal obdobné velkou kulturu jako ptivodni kmen. Po 14 dnech kultivace mél opét nejveétsi

plochu pivodni kmen. Kmen pasdZovany pies kukly a kmen pasdzovany ptes vlocky vytvofil

pfiblizné stejné velkou kulturu jako ptivodni kmen. Nejmensi riistové schopnosti vykazovaly
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varianty pasazované pies larvy a dospélce T. molitor. Pavodni kmen si zachoval nejvétsi

rastovou tendenci i po 21 dnech kultivace ve srovnani s pasdzovanymi variantami. Nejmensi

kultura byla zaznamenana u kmene pasazovaného pies dospélce T. molitor. Tato kultura byla

mensi o 12,50 mm ve srovnani s pavodnim kmenem. Po 14 dnech (F = 432,39; df = 5,90;
p=0,0000)1po 21 dnech (F=460,20; df =5,90; p = 0,0000) byly opét zaznamenany statistické

rozdily ve velikosti kultur.

Graf 14 - Porovnani plochy kultury ptivodniho a pasazovaného kmene MKC 110112 houby
M. anisopliae pfes substraty a vyvojova stadia hostitele T. molitor za urcity ¢asovy tisek
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kontinualniho pasazovani kmene Man 3B entomopatogenni houby
M. anisopliae na rust stfedovych kultur po kultivaci ve 25+1 °C

Tabulka 10 - Radialni rust ptivodniho a pasazovaného kmene Man 3B houby M. anisopliae pies
substraty a vyvojova stadia hostitele T. molitor

7.den 14. den 21. den

10. Pasaze Primer Plocha Primer Plocha Primer Plocha

kultury (mm) k“"“gy kultury (mm) k“““gy kultury (mm) k“"“gy

(mm?) (mm?) (mm?)
Pavodni 18,94+0,44 281,67a  40,00+0,37 1256,64c  57,19+0,40 2568,57 d
PDA 17,13£0,89 230,33 cd  37,44+0,51 1100,79d  55,06+0,77 2381,23 €
Vlocky 18,38+0,50 279,81b  41,06+0,57 1324,28b  60,50+0,52 2874,75¢
Larvy 17,94+0,25 252,70c  42,56+0,51 1422,80a  63,50+0,52 3166,92 b
Kukly 16,81+0,75 222,00d  41,50+0,82 1352,65b  64,31+0,60 3248,48 a
Dospélci 17,50+0,63 240,53 bc  41,56+0,63 1356,73b  61,06+0,57 2928,46 c
F=35,41; df=5,90; p=0,0000 F=142,30; df=5,90; p=0,0000 F=618,60; df=5,90; p=0,0000

**a,b,c,d,e: priméry ve sloupci se stejnym pismenkem nejsou statisticky rozdilné (ANOVA metoda, a=0,05; Tukey HSD test)
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Kmen Man 3B vytvoftil po 7 dnech kultivace ptiblizné stejné velikosti sttedovych kultur
ve vSech variantach pasazovani. Nicméné¢, pivodni kmen vytvofil nejvétsi kulturu. Tento trend
si pivodni kmen nezachoval. Po 14 a 21 dnech kultivace byly kultury ptivodniho kmene
nejmensi spolu s kmenem subkultivovaného pies PDA. Po 14 dnech vytvofil nejvétsi kulturu
kmen pasazovany pies larvy potemnika moucného a po 21 dnech byla nejvétsi kultura u kmene
pasdzovaného pies kukly tohoto druhu. Rozdily ve velikosti kultur byly ve vSech sledovanych

dnech statisticky prikazné (viz tabulka 10).

Graf 15 - Porovnani velikosti stiedové kultury ptivodniho a pasazovaného kmene Man 3B
houby M. anisopliae pies substraty a vyvojova stadia hostitele T. molitor za ur€ity casovy tsek
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Graf 16 - Porovnani plochy kultury puvodniho a pasazovaného kmene Man 3B houby
M. anisopliae ptes substraty a vyvojova stadia hostitele T. molitor za urcity casovy tisek
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5.2.4 Porovnani vlivu Kkontinudlniho pasaZovani kmeni entomopatogenni houby
M. anisopliae na rist stiedovych kultur v daném case

Graf 17 - Porovnani velikosti stiedovych kultur pivodnich a pasazovanych variant kmeni
M. anisopliae po 7 dnech kultivace
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Graf 18 - Porovnani velikosti sttedovych kultur pivodnich a pasazovanych variant kment
M. anisopliae po 14 dnech kultivace

70,00
’g 60,00
£
> 50,00 W Pavodni
35
S 40,00 m PDA
¥4
N m Vlocky
3 30,00
E M Larvy
2 20,00
% Kukly
~ 10,00 Dospélci
2

0,00

B101020 MKC110112 Man3B

Kmeny M. anisopliae

53



Graf 19 - Porovnani velikosti stiedovych kultur pivodnich a pasdzovanych variant kment
M. anisopliae po 21 dnech kultivace
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Po 7 dnech kultivace nevykazovaly ptivodni ani pasdzované kmeny zasadni rozdily
Vv riistu kultur. Nejvétsi plochu sttedovych kultur zaujimal kmen BIO 1020 ve vSech variantach.
U tohoto kmene nedochazelo u jednotlivych variant k rozdilné variabilité v rychlosti kolonizace
zivné pudy. Kmen si zachovaval téméf stejnou rychlost rustu ve srovnani s kmenem
MKC 110112 a kmenem Man 3B. U téchto dvou kmenti dochazelo u nékterych variant
ke zpomaleni ristu sttedovych kultur.

Porovnani kmenii po 14 dnech kultivace ptedstavovalo patrnéjsi rozdily v rastu.
Nejvétsi sttedové kultury vytvoril pasazovany kmen BIO 1020 ptes dospélce T. molitor
a puvodni kmen MKC 110112. U kmene Man 3B ptevladala v ristu oproti kmenu MKC 110112
subkultivace pres larvy a dospélce T. molitor. Nejvétsi variabilita v rustu stfedovych kultur
byla zaznamenéna u pasaZzovanych variant kmene MKC 110112.

Po 21 dnech kultivace byl nejvétsi nardst kultury pozorovan u ptvodniho kmene
MKC 110112 a pasazovanych variant pies substrat a kuklu T. molitor. U kmene BIO 1020
a kmene Man 3B doslo ke zrychleni kolonizace substratu ve vSech pasdzovanych variantach
ve srovnani s pivodnim kmenem. Pouze u subkultivace kmene Man 3B pfies Zivnou pidu PDA

bylo mirné zpomaleni ve srovnani s pivodnim kmenem.
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5.2.5 Vliv kontinualniho pasaZovani kmeni entomopatogenni houby M. anisopliae
na produkci spor po 21 dnech kultivace ve 25+1 °C

Tabulka 11 - Vytéznost spor ze stiedovych kultur puvodnich a pasaZzovanych kmend houby
M. anisopliae ptes substraty a vyvojova stadia hostitele T. molitor

B101020 MKC110112 Man3B

10. PasiZe "~ VyZznostspor  Vytéznost  Tukey  VytéZnostspor  Vytéznost  Tukey  Vytéznostspor  VytéZnost  Tukey

1. kultury spor (mm?) HSD 1. kultury spor (mm?) HSD 1. kultury spor (mm?) HSD
Pivodni 6,08+0,03E+09 1,93E+06 b 6,00+0,65E+09 1,50E+06 b 5,58+0,53E+09 2,17E+06 b
PDA 8,30+1,00E+09 2,61E+06 ab 6,53+0,28E+09 2,08E+06 a 7,18+0,33E+09 3,01E+06 a
Vlocky 9,30+0,30E+09 2,78E+06 ab 6,25+0,65E+09 1,64E+06 b 9,40+0,30E+09 3,27E+06 a
Larvy 8,50+2,05E+09 2,52E+06 ab 3,24+0,32E+09 9,89E+05 c 7,80+0,20E+09 2,46E+06 b
Kukly 1,01+0,10E+10 2,97E+06 a 6,18+0,38E+09 1,71E+06 b 7,90+0,05E+09 2,43E+06 b
Dospélci 2,65+0,21E+09 7,45E+05 c 2,27+0,14E+09 8,36E+05 c 7,18+0,28E+09 2,45E+06 b

F=51,701; df=5,6; p=0,0001 F=26,170; df=5,6; p=0,0005 F=41,290; df=5,6; p=0,0001

** a,b,c: priméry ve sloupci se stejnym pismenkem nejsou statisticky rozdilné (ANOV A metoda, a.=0,05; Tukey HSD test)

Nejmensi vytéZznost spor vykazuje kmen MKC 110112 a to ve vSech variantich
pasdzovani. Ostatni dva kmeny vykazuji daleko vétsi produkci spor. Pfi porovnavéani vsech
variant pasazovani kmene BIO 1020 Ize zaznamenat daleko vys$si produkci spor ve srovnani
s pivodnim kmenem. Toto navySeni se vSak neprokdzalo u kmene BIO 1020 pasazované¢ho
ptes dospélce T. molitor. Naopak, u této varianty doslo k vyraznému snizeni produkce spor.
Rozdily v produkci spor byly u kmene BIO 1020 statisticky prikazné F=51,701; df=5,6;
p=0,0001. U kmene MKC 110112 doslo k nartstu produkce spor pouze u subkultivace ptes
zivnou pudu PDA. K vyraznému snizeni produkce naopak doslo pfi pasdzovani tohoto kmene
ptes larvy a dospé€lce T. molitor (F=26,170; df=5,6; p=0,0005). U kmene Man 3B doslo
K nartistu v porovnani s ptivodni kulturou u vSech pasazovanych variant. U vyvojovych stadii

T. molitor nebyl nardst az tak patrny. Naopak, vyrazny nardst produkce spor byl zaznamenan

u zivné pudy PDA a vloc¢ek jakozto ptirozeného substratu (F=41,290; df=5,6; p=0,0001).

Graf 20 - Produkce spor na mm? kultury pavodnich a pasazovanych kment M. anisopliae

3,50E+06
3,00E+06
T 2,50E+06 Pavodni
£
E’ 2,00E+06 PDA
o Vioe
2 1,50E+06 kv
(=) W Larv
= 1,00E+06 y
= | Kulkly
a 5,00E+05
M Dospélci
0,00E+00

BIO1020 MKC110112 Man3B

Kmeny M. anisopliae

55



5.3 Vliv teploty na rust a vytéZnost spor stifedovych kultur houby
M. anisopliae po deseti kontinualnich pasaZich piuvodnich kmenu pies
dospélce T. molitor

Cilem experimentu bylo zjistit, jaka teplota je pro kontinualné pasdzované varianty

kment pies dospélce T. molitor nejoptimalngjsi. Hodnotil se rist a produkce spor v urcitych
teplotach.
Zékladni idaje k pokusu

5.3.1

suspenze kmenti pasazovanych pies dospélce T. molitor o standardnim titru 1,00 x 107
v 1 ml byla nanesena pomoci inokula¢ni klicky ve formé kapky do stiedu Petriho misky
s umelym zivnym médiem PDA v 6 opakovanich pro kazdou variantu

po zaschnuti kapky byly Petriho misky vlozeny v plastikovych saccich do termostata,
které byly vytemperovany na rizné teploty: 101 °C, 15+1 °C, 20+1 °C, 23+1 °C,
25+1 °C a 30+1 °C

u stitedovych kultur byl hodnocen radialni rist po 7, 14 a 21 dnech

vytéznost spor kmenti byla hodnocena po 21 dnech

Vliv teploty na rist stifedovych kultur pasazovaného kmene BIO 1020 pies
dospélého jedince T. molitor v riznych teplotach kultivace

Tabulka 12 - Radialni rast kmene BIO 1020 houby M. anisopliae pasaZzovaného pies dospélce

T. molitor
7.den 14. den 21.den

Teplota Prﬁm(ir] r1T<]l)11‘[ury IE)LIJ?I(L:JT’?/ Prﬁm(e;; r1’:]1)1l‘rury EJ?S;?/ Prﬁm(il; r11<11)1ltu1’y Ifllj(ljt(ij??/

(mm2) (mm2) (mm?2)
10 °C 3,00+0,00 7,07 f 5,67+0,49 2522 f 11,42+0,51 102,37 e
15°C 7,67+0,49 46,16 e 20,00+0,00 314,16 e 29,50+0,52 683,49 d
20°C 15,92+0,29 198,97 a 32,33+0,49 821,09 d 48,17+0,39 1822,14 ¢
23°C 22,50+0,52 397,61 c 45,42+0,67 1620,02 b 62,17+0,72 3035,32 b
25°C 23,4240,51 430,67 b 48,25+0,97 1828,45 a 66,92+0,79 3516,88 a
30°C 12,2540,45 117,86 d 33,50+0,52 881,41 ¢ 48,25+0,75 182845 ¢

F=4795,13; df=5,66; p=0,0000 F=3981,71; df=5,66; p=0,0000 F=7435,23; df=5,66; p=0,0000

**a,b,c,d,e,f: priméry ve sloupci se stejnym pismenkem nejsou statisticky rozdilné (ANOVA metoda, 0=0,05; Tukey HSD test)
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Graf 21 - Porovnani velikosti kultury kmene BIO 1020 houby M. anisopliae pasazovaného
ptes dospélce T. molitor za urcity ¢asovy tsek v zavislosti na riznych teplotach kultivace

70,00

— 60,00
€
£
> 50,00
3 e 10°C
E
=~ 40,00 e 15°C
s .
S 3000 20°C
= 23°C
% 20,00
é —)5°C
= 10 / =—30°C

0,00

0. den 7. den 14. den 21.den

Den hodnoceni

Graf 22 - Porovnani plochy kultury kmene BIO 1020 houby M. anisopliae pasazovaného ptes
dospélce T. molitor za urcity asovy Gsek v zavislosti na riiznych teplotach kultivace
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Pasazovany kmen BIO 1020 ptes dospélce T. molitor vykazuje nejvétsi nardst
sttedovych kultur pti 25 °C kultivace a to u vSech hodnocenych dnii. Po 7 dnech kultivace kmen
BIO 1020 rostl 1épe ve 20 °C nez ve 30 °C. Tento jev se v nasledujicich hodnocenych dnech
zménil. Po 7 dnech byl zaznamenan statisticky priikazny rozdil ve velikosti sttedovych kultur
Vv zavislosti na teploté kultivace F = 4795,13; df = 5,66; p = 0,0000. Po 14 a 21 dnech kultivace

vytvoril kmen vétsi sttedovou kulturu v pribéhu kultivace pfti teploté¢ 30 °C nez ve 20 °C.

57



Nejmensi narust kmene BIO 1020 pasazovaného pies dospélce T. molitor byl zaznamenan
v 10 °C kultivace. Po 14 dnech (F = 3981,71; df = 5,66; p = 0,0000) i po 21 (F = 7435,23;
df = 5,66; p = 0,0000) dnech byl opét zaznamenan statisticky rozdil v rychlosti ristu kolonii
béhem rtznych podminek kultivace. Optimalni teplota pro rtist a vyvoj tohoto pasazovaného

kmene je 25 °C.

5.3.2 VIiv teploty na rist stifedovych kultur pasazovaného kmene MKC 110112 pres
dospélého jedince T. molitor v riznych teplotach kultivace

Tabulka 13 - Radialni rust kmene MKC 110112 houby M. anisopliae pasazovaného pies
dospélce T. molitor

7. den 14. den 21. den
Teplota  pramer kultury Elz(l)t(l:rl]’?/ Pramér kultury E&?ﬂ;‘; Primér kultury E&%ﬁ?’;
(mm) () (mm) () (mm) ()

10°C 2,92+0,29 6,68 f 4,42+0,51 15,32 f 5,33+0,49 22,34 f
15°C 6,92+0,29 37,57 e 15,25+0,45 182,65 e 24,75+0,45 481,11 e
20 °C 9,92+0,29 77,24 d  22,08+1,00 383,02d 33,58+0,51 885,80 d
23°C 15,08+0,29 178,68 ¢ 36,42+0,79 1041,57 ¢ 53,33+0,65 2234,02 ¢
25°C 15,92+0,29 198,97 b 39,25+1,06 1209,95 a 58,67+0,65 2703,16 b
30°C 17,00+0,00 226,98 a  38,42+0,51 1159,12 b 59,92+0,51 2819,58 a

F=4814,42; df=5,66; p=0,0000 F=2370,01; df=5,66; p=0,0000 F=10564,6; df=5,66; p=0,0000

** a,b,c,d,e,f: praméry ve sloupci se stejnym pismenkem nejsou statisticky rozdilné (ANOVA metoda, a=0,05; Tukey HSD test)

Po 7 dnech kultivace kmene MKC 110112 pasazovaného pies dospélce T. molitor
se vytvorila nejvétsi sttedova kultura ve 30 °C. Pfi kultivaci ve 23 °C a 25 °C vykazoval kmen
témé&f shodny nartst sttedové kultury. Po 7 dnech byl u kmene MKC 110 112 zaznamenan
statisticky prukazny rozdil ve velikosti stiedovych kultur v zavislosti na teploté kultivace
F = 4814,42; df = 5,66; p = 0,0000. Po 14 dnech se situace zménila. Nejvétsi narust kultury byl
zaznamenan u tohoto kmene pfi teploté 25 °C, nicméné plocha kultury byla téméf srovnatelna
S plochou kultury kultivované ve 30°C. Vliv teploty na rist kultur byl i po 14 dnech statisticky
prikazny F = 2370,01; df = 5,66; p = 0,0000. Po 21 dnech byla situace srovnatelna. Stiedova
kultura vyprodukovana ve 30 °C byla pouze o 1 mm vétsi nez kultura z 25 °C, nicméné
v dalsich testovanych teplotich byly kultury vyrazné mensi (F = 10564,6; df = 5,66;
p = 0,0000). Nejoptimalné&jsi teploty pro riist jsou u tohoto kmene teploty 25 °C a 30 °C. Nizsi
teploty prostiedi pro rust a vyvoj kmene MKC 110112 idealni nejsou.
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Graf 23 - Porovnani velikosti kultury kmene MKC 110112 houby M. anisopliae pasazovaného
ptes dospélce T. molitor za urcity ¢asovy tsek v zavislosti na riznych teplotach kultivace
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Graf 24 - Porovnani plochy kultury kmene MKC 110112 houby M. anisopliae pasazovaného
ptes dospélce T. molitor za urcity ¢asovy usek v zavislosti na riznych teplotach kultivace
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5.3.3 Vliv teploty na rust stfedovych kultur pasaZovaného kmene Man 3B pres
dospélého jedince T. molitor v riznych teplotach kultivace

Tabulka 14 - Radialni rist kmene Man 3B houby M. anisopliae pasazovaného pies dospélce
T. molitor

7. den 14. den 21. den

Teplota pnjm(ér;; rl;l.)lltury IIZLIJ(I)tﬂ:?/ Pnflm(ir] rl;l)llmry IELIICIJt(iJr:’?/ Prﬁrn(c;a; rl;l)llmry ELlltl)tilt;?/

(mm?) (mm?) (mm?)
10 °C 3,00+0,00 7,07 f 4,92+0,29 18,99 e 6,67+0,49 34,91 f
15°C 6,58+0,51 34,04 e 16,33+0,49 209,53d 25,924+0,67 527,53 e
20°C 11,75+0,45 108,43 d 25,08+0,29 494,15 ¢ 36,83+0,58 1065,54 d
23°C 17,58+0,51 242,82 b 38,08+0,67 1139,09 b 57,67+0,65 2611,80 c
25°C 19,33+0,49 293,56 a 42,50+0,67 1418,62 a 61,58+0,79 2978,63 a
30°C 12,50+0,52 122,72 ¢ 38,33+0,65 1154,10 b 59,67+0,49 2796,10 b

F=1474,34; df=5,66; p=0,0000 F=4348,24; df=5,66; p=0,0000 F=8851,86; df=5,66; p=0,0000

**a,b,c,d,e,f: priméry ve sloupci se stejnym pismenkem nejsou statisticky rozdilné (ANOVA metoda, a=0,05; Tukey HSD test)

Graf 25 - Porovnani velikosti kultury kmene Man 3B houby M. anisopliae pasazovaného ptes
dospélce T. molitor za urcity ¢asovy tsek v zavislosti na riznych teplotach kultivace
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Pro kmen Man 3B pasazovaného pies dospélce T. molitor byla pro rust ve vSech dnech
hodnoceni nejidealngjsi teplota 25 °C.  Po 7 dnech hodnoceni byl podobny nariist kmene pti
teplotach 20 °C a 30 °C, coz se v nasledujicich dnech zasadn¢ zménilo ve prospéch vyssi
teploty. Po 14 a 21 dnech hodnoceni doslo ve 30 °C k vyraznému nértstu kultur a to témét

0 13 mm po 14 dnech kultivace a o 23 mm po 21 dnech kultivace. Nejmens$i nartst byl
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zaznamenan obdobné jako i u ostatnich kmend pii 10 °C. Ve vSech hodnocenych dnech byl
zaznamenan statisticky prikazny rozdil v ristu stiedovych kultur v zavislosti na teploté
kultivace (7. den: F = 1474,34; df = 5,66; p = 0,0000; 14. den: F = 4348,24; df = 5,66;
p = 0,0000; 21. den: F = 8851,86; df = 5,66; p = 0,0000).

Graf 26 - Porovnani plochy kultury kmene BIO 1020 houby M. anisopliae pasazovaného ptes
dospélce T. molitor za urcity ¢asovy tsek v zavislosti na riznych teplotach kultivace
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5.3.4 Porovnani vlivu teploty na riist a vyvoj pasiZovanych kmenii entomopatogenni
houby M. anisopliae pres dospélce T. molitor v ¢ase

Graf 27 - Porovnani velikosti sttedovych kultur kmenti houby M. anisopliae pasazovanych
ptes dospélce T. molitor po 7 dnech v zavislosti na riznych teplotach kultivace
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Graf 28 - Porovnani velikosti stfedovych kultur kmend houby M. anisopliae pasazovanych
ptes dospélce T. molitor po 14 dnech v zavislosti na riznych teplotach kultivace
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Graf 29 - Porovnani velikosti stiedovych kultur kmend houby M. anisopliae pasazovanych
pies dospélce T. molitor po 21 dnech v zavislosti na riznych teplotach kultivace
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V porovnani s ostatnimi kmeny subkultivovanymi pies dospélce hostitele T. molitor
kmen BIO 1020 zaujima nejvétsi plochu stfedové kultury ve vSech dnech hodnoceni
pfi teplotach 23 °C a 25 °C. Tento kmen vykazuje ve srovnani s ostatnimi kmeny také nejlepsi
rustovou schopnost i v nizsich teplotach kultivace. Tento jev je nejprikaznéjsi po 21 dnech
kultivace. Oproti tomu ve 30 °C kultivace kmen BIO 1020 za ostatnimi v rustu zaostava. Kmen
MKC 110112 subkultivovany pies potemnika moucného vykazoval po 21 dnech hodnoceni
V porovndni s ostatnimi kmeny nejvétsi narist pii teplot€¢ 30 °C. Podobné jako pasdzovany
kmen MKC 110112 je i kmen Man 3B teplomilnéjs$i a vykazuje dobré ristové schopnosti
ve 30 °C. Nejmensi narust sttedovych kultur v§ech kment byl zaznamenan pfti teploté 10 °C.
Nicmén¢, kmen BIO 1020 vykazuje ve srovnani s kmeny MKC 110112 a Man 3B lepsi

schopnost adaptability v nizsich teplotach.
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5.3.5 Vliv teploty na produkci spor pasazovanych kmeni entomopatogenni houby

M. anisopliae pies dospélce T. molitor po 21 dnech v riznych teplotach kultivace

Tabulka 15 - Vytéznost spor ze sttedovych kultur pasaZzovanych kment houby M. anisopliae

ptes dospélce T. molitor

B101020 MKC110112 Man3B

Teplota Vytéznost spor Vytéznost Tukey  VytéZnost spor Vytéznost Tukey  Vyté&znost spor  VytéZnost Tukey

1. kultury spor (mm?) HSD 1. kultury spor (mm?) HSD 1. kultury spor (mm?) HSD
10°C 7,88+1,13E+05 7,69E+03 e 2,06+0,19E+04 9,23E+02 e 2,63+0,75E+04 7,52E+02 f
15°C 1,71£0,06E+07 2,51E+04 d 2,84+0,16E+08 5,90E+05 c 3,43+0,03E+08 6,49E+05 d
20 °C 6,23+0,04E+07 3,42E+04 d 9,10+0,40E+08 1,03E+06 a 1,924+0,02E+09 1,80E+06 c
23°C 2,86+0,06E+08 9,43E+04 c 1,28+0,01E+09 5,74E+05 c 5,43+0,48E+09 2,08E+06 b
25°C 7,46+0,04E+08 2,12E+05 a 2,17+0,05E+09 8,03E+05 b 9,85+0,05E+09 3,31E+06 a
30°C 2,63+0,08 E+08 1,44E+05 b 3,75+0,05E+08 1,33E+05 d 3,75+0,03E+08 1,34E+05 e

F=787,252; df=5,6; p=0,0000

F=527,244; df=5,6; p=0,0000

F=11586,71; df=5,6; p=0,0000

** a,b,c,d,e,f: praméry ve sloupci se stejnym pismenkem nejsou statisticky rozdilné (ANOVA metoda, =0,05; Tukey HSD test)

Graf 30 - Produkce spor na mm? kultury kmenti M. anisopliae pasdzovanych pies dospélce

T. molitor
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Na rozdil od radialniho ristu pasdzovany kmen BIO 1020 ve srovnani s ostatnimi
pasazovanymi kmeny vykazoval nejmensi vytéznost spor téméf ve vSech teplotach kultivace.
Vyjimkou byla kultivace v 10 °C, kdy tento kmen vyprodukoval ptiblizné¢ desetkrat vice spor
nez ostatni pasazované kmeny. Kmen BIO 1020 ztratil metodou pasdzovani pies dospélce
potemnika mou¢ného schopnost produkce spor. Nejvétsi vytéznost spor na mm? byla
zaznamenana u kmene Man 3B. Naopak tento kmen metodou pasazovani nabyl schopnost
produkovat vétsi mnozstvi spor. Nartst produkce spor je vyrazné patrny po kultivaci ve 25 °C.
Kmen Man 3B produkuje daleko vétSi mnozstvi spor i v teplotach, kdy ostatni kmeny
Vv produkci rapidné zaostavaji. U kmene Man 3B jako jediného nedoslo ke ztraté produkce spor

béhem procesu pasazovani. Rozdily v produkci spor kmenit byly statisticky prikazné,

viz tabulka 15.

B101020

MKC110112

o A

Kmeny M. anisopliae
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5.4 Standardni test kli¢ivosti — Gl (Germination index)

Cilem tohoto testu bylo zjistit primérny index rlstu a vyvoje a procento klicivosti

kmenl entomopatogenni houby M. anisopliae

Zakladni tidaje k pokusu:

e u pavodnich a pasazovanych kmenti houby M. anisopliae byla vytvoiena suspenze
o standardnim titru 1,00 x 108 v 1ml

e suspenze byla nanesena inokula¢ni klickou na povrch Zivné pudy PDA na podloznim
skli¢ku v podobé 10 kapek

e po zaschnuti bylo sklicko vlozeno do vlhké komurky, kterou tvotily Petriho misky,
na jejichz dn¢ byl vlhky filtraéni papir

e Petriho misky byly ulozeny do vytemperovaného termostatu na pozadovanou teplotu
25+1 °C

e hodnoceni bylo provedeno po 24 hodinach pomoci svételného mikroskopu

e hodnoceno bylo miniméln¢ 100 spor z vybranych sekci (zorné pole mikroskopu)

e ke kazdé konidii byl ptifazen ptislusny index GI, ktery specifikuje vyvoj patogena
a stupen nakli¢eni

e 7z vyhodnocenych vzorkli byl vypocitdn primérny index kli¢ivosti se smérodatnou

odchylkou a procento kli¢ivosti

Tabulka 16 - Klicivosti puvodnich a pasazovanych kmeni enomopatogenni houby
M. anisopliae

Kmeny Gl Kli¢ivost (%)

Puvodni 2,00+0,05 100,00

B10 1020 PDA 10. pasaz 2,00+0,00 100,00
Larva 10. pasaz 2,00+0,00 100,00

Ptvodni 1,88+0,45 94,96

MKC 110112 PDA 10. pasaz 1,99+0,05 100,00
Larva 10. pasaz 1,38+0,90 71,43

Ptvodni 1,98+0,20 99,01

Man 3B PDA 10. pasaz 1,96+0,28 98,04
Larva 10. pasaz 2,00+0,00 100,00
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Vsechny hodnocené pivodni i pasazované varianty kmena pies zivnou pidu PDA
a larvy T. molitor vykazovaly v in vitro testu kli¢ivosti po 24 hodinach vysokou vitalitu.
Vyjimku piedstavoval pouze kmen MKC 110112 pasazovany pies larvy T. molitor, ktery

se vyvijel zfeteln¢ pomaleji, ale na jeho G€innost tento ukazatel vliv nemél.

Graf 31 - Index kli¢ivosti (GI) u pivodnich a pasazovanych variant kment houby M. anisopliae
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Graf 32 - Procento kli¢ivosti u ptivodnich a pasazovanych variant kment houby M. anisopliae
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5.5 Vliv koncentrace spor kmentu BIO 1020 a Man 3B entomopatogenni houby
M. anisopliae na u€innost proti larvam T. molitor

Cilem biotestu zaméieného na testovani koncentraci kmenit BIO 1020 a Man 3B bylo
zjistit optimalni koncentraci pro zjisténi virulence kment na larvach hostitele T. molitor. Biotest

byl hodnocen v pribéhu 11. dnd.

Zéakladni idaje k pokusu

e do 24 sterilnich komurek byl vlozen sterilni filtracni papir a bylo pfiddno 150 pl
destilované vody

e 7z chovu byly vybrany larvy stejného instaru, které byly povrchové vysterilovany
v 0,05% roztoku NaClO a nasledné 3x oplachnuty vodou

e sterilni larvy byly ponofeny na 2 sekundy do suspenze ptivodnich kment BIO 1020
a Man 3B o koncentraci spor 1,00 x 10%a 1,00 x 106 v 1 ml

e po osetieni byly larvy vlozeny do jednotlivych komtirek

e ke kazdému pokusu byla vzdy pfipravena kontrolni varianta, kdy byly larvy namoceny
pouze ve sterilnim 0,05% roztoku Tween 80

e test byl vyhodnocovan 4.,5.,6.,a 11. den

e hodnocena byla kumulovana mortalita a kazdé larvé T. molitor, byla pfidé€lena pfislusna

hodnota na stupnici FDGI

55.1 Kumulovana mortalita u larev T. molitor infikovanych rozdilnymi koncentracemi
spor kment BIO 1020 a Man 3B houby M. anisopliae ve 25+1 °C kultivace

Tabulka 17 - Kumulovana mortalita larev T. molitor po osetieni kmeny BIO 1020 a Man 3B

4. den 5. den 6. den 11. den
o Tukey A Tukey . Tukey o Tukey
Pramér HSD Primér HSD Pramér HSD Primér HSD
Kontrola 2,77+3,93 a 2,77+3,93 c 11,09+15,71 b 19,42421,87 b
1,0E+05 2,77+3,93 a 33,28+13,61 bc 83,27+11,79 a 100,0+0,0 a
B101020
1,0E+06 11,09+7,86 a 83,27+6,80 a 100,0+0,0 a 100,0+0,0 a
Man3B 1,0E+05 0,00+0,00 a 24.97+11,79 bc 80,48+17,12 a 100,0+0,0 a
1,0E+06  22,20+14,16 a 66,61+20,41 ab 91,61+6,80 a 100,0+0,0 a

F=3,29986; df=4,10; p=0,0572 F=13,4081; df=4,10; p=0,0005 F=10,6150; df=4,10; p=0,0013 F=27,9449; df=4,10; p=0,0000

**a,b,c: priméry ve sloupci se stejnym pismenkem nejsou statisticky rozdilné (ANOVA metoda, a=0,05; Tukey HSD test)
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Graf 33 - Porovnani kumulované mortality u larev T. molitor po osetfeni kmeny BIO 1020
a Man 3B
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Samotné kmeny i koncentrace kmenti vykazovaly odliSnosti v u¢innosti proti larvam
T. molitor. Kmen BIO 1020 prokazal vyssi u¢innost ve srovnani s divokym kmenem Man 3B.
Jediny den, kdy byla statisticky prikazna G¢innost pii riznych koncentracich spor, byl 5. den.
Kmeny vykazovaly statisticky prikazné rozdily v G¢innosti pti odlisnych koncentracich spor
na larvach T. molitor F=13,4081; df=4,10; p=0,0005. Pii pouziti niz§i koncentrace kmene
BIO 1020 byla zaznamenana po 5 dnech kumulovand mortalita 33,28 %, zatimco u vyssi
koncentrace byla kumulovana mortalita vyssi o 50 %. Tento trend byl zaznamenan i u kmene
Man 3B. Po 6 dnech byla jiz pfi pouziti koncentrace 1,00 x 10° spor v 1 ml 100% mortalita
V populaci larev. U nizsi koncentrace byla mortalita pouze 83,27 %, nicméné po 11 dnech byly
vSechny larvy mrtvé. U kmene Man 3B nedoslo ke 100% mortalité ani u jedné koncentrace
spor po 6 dnech hodnoceni. Stoprocentni kumulovand mortalita byla zaznamenéna az 11. den
hodnoceni. Pfedpoklad je, ze larvy byly mrtvé diive, ale hodnoceni se mezi 6 dnem a 11 dnem

neprovadélo.
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5.5.2 Index ristu a vyvoje nakazy (FDGI) na larvach T. molitor infikovanych rozdilnymi
koncentracemi spor kment BIO 1020 a Man 3B houby M. anisopliae ve 25 +1 °C
kultivace

Tabulka 18 - Prumérna hodnota FDGI kment BIO 1020 a Man 3B na larvach T. molitor

4. den 5. den 6. den 11. den
Kontrola 0,04+0,10 0,06+0,15 0,14+0,21 0,22+0,27
1,0E+05 0,21+0,29 0,67+0,54 1,5140,62 2,96+0,11
B101020
1,0E+06 0,35+0,43 1,50+0,59 2,11+0,56 2,9740,06
Man3g  L1.0E+05 0,08+0,19 0,68+0,45 1,54+0,52 2,96+0,11
1,0E+06 0,32+0,50 1,15+0,75 1,89+0,71 2,99+0,05

Pomoci testu FDGI je zaznamenan pribéh infekce v populaci larev. Cim vy$si index je

V populaci zaznamenan, tim je kmen houby pfitomny ve formé mycelia na povrchu larvy. Index

1,50 poukazuje na pocatek infekce patogenem a index bliZici se hodnot€ 3,00 znaci, ze kmen

je schopen dokoncit sviij vyvoj, tj. pln€ sporuluje na povrchu hostitele. U kmene BIO 1020 byl

zaznamenan rychlejsi vyvoj infekce zejména pii pouziti koncentrace 1,00 x 10° spor v 1 ml

ve srovnani s kmenem Man 3B. U koncentrace 1,00 x 10° spor v 1 ml neni zaznamenan vyrazny

rozdil u obou kmenil. Pocatek infekce byl u obou kmenli zaznamenén jiz po 5 dnech, kdy

v

vyraznéjsi infekce byla zaznamenana u kmene BIO 1020. U tohoto kmene byla zaznamenéana

sporulace jiz po 6 dnech pfi pouziti koncentrace 1,00 x 10° spor v 1 ml.

Graf 34 - Porovnani hodnot FDGI kmene BIO 1020 a Man 3B na larvach T. molitor
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5.6 VIliv ptuvodnich a desetkrat pasaZovanych variant kmena houby
M. anisopliae na u¢innost proti hostiteli potemnika mou¢ného (T. molitor)

Cilem biotestu zaméfeného na hodnoceni plivodnich a pasdzovanych kmeni
M. anisopliae bylo zjistit G¢innost kmenti na larvy hostitele T. molitor. Biotest byl hodnocen

Vv pritbéhu 11. dnti.

Zéakladni idaje k pokusu

e do experimentalnich komtrek byl vlozen sterilni filtracni papir a bylo pfidano 150 pl
destilované vody, ¢imz byly vytvoreny ,,vlhké komutrky*

e 7z chovu byly vybrany larvy stejného instaru, které byly povrchové vysterilovany
v 0,05% roztoku NaClO a nasledn¢é 3x oplachnuty vodou

e sterilni larvy byly ponofeny na 2 s do suspenze pivodnich a desetkrat pasdzovanych
kment pies substrat (PDA) a larvy T. molitor o koncentraci spor 1,00 x 107 v 1 ml

e po oSetieni byly larvy vloZeny do jednotlivych komtirek

e ke kazdému pokusu byla vzdy pfipravena kontrolni varianta, kdy byly larvy namoceny
pouze ve sterilnim 0,05% roztoku Tween 80

e test byl vyhodnocovén 4., 6.,7.,a 11. den

e hodnocena byla kumulovana mortalita a kazdé larvé T. molitor, byla pfidé€lena piislusna

hodnota na stupnici FDGI

5.6.1 Kumulovana mortalita a index FDGI na larvach T. molitor po oSetieni pivodnim
a pasazovanym kmenem BIO 1020 pres substrat a larvy T. molitor ve 25+1 °C

Tabulka 19 - Kumulovana mortalita u larev T. molitor po oSetfeni piivodnim a pasazovanym
kmenem BIO 1020 pftes substrat a larvy T. molitor

4. den 6. den 7. den 11. den
Kumulovana Tukey Kumulovana Tukey Kumulovana Tukey Kumulovana Tukey
mortalita HSD mortalita HSD mortalita HSD mortalita HSD

Kontrola 0,00+0,00 b 2,77+3,93 b 2,77+3,93 b 2,77+3,93 b
Pivodni 47,17+£7,86 a 100,00-0,00 a 100,00+0,00 a 100,00+0,00 a
PDA 10. p. 8,32+6,80 b 100,00+0,00 a 100,00+0,00 a 100,00+0,00 a
Larva 10. p. 47,17+14,16 a 100,00+0,00 a 100,00+0,00 a 100,00+0,00 a

F=20,0401; df=3,8; p=0,0004 F=227,765; df=3,8; p=0,0000 F=227,765; df=3,8; p=0,0000 F=227,765; df=3,8; p=0,0000

** a,b,c..Priméry ve sloupci se stejnym pismenkem nejsou statisticky rozdilné (ANOV A metoda, a=0,05; Tukey HSD test)
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Pivodni a pasazovany kmen BIO 1020 vykazoval odliSnosti v ti¢innosti proti larvam
potemnika mouéného T. molitor pouze 4. den biotestu. Plivodni kmen a pasazovany kmen pies
larvy vykézal 4. den t¢éméf 50% mortalitu. Kmen subkultivovany ptes PDA nebyl proti larvam
4. den tak u¢inny. U¢innost byla po 4 dnech statisticky prikaznd F = 20,0401; df = 3,8;
p = 0,0004. Nicméng, v nasledujicich dnech hodnoceni vykazal 100% mortalitu jako dvé

ptedchozi varianty.

Graf 35 - Porovnani kumulované mortality u larev T. molitor po oSetieni pivodnim
a pasazovanym kmenem BIO 1020 pies substrat a larvy T. molitor
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Tabulka 20 - Primérny index FDGI u ptivodniho a pasazovaného kmene BIO 1020 houby
M. anisopliae ptes substrat a larvy T. molitor v ¢ase

4. den 6. den 7.den 11. den
Kontrola 0,00+0,00 0,03+0,10 0,03+0,10 0,03+0,10
Piivodni 0,810,51 2,42+0,40 2,78+0,31 3,00£0,00
PDA 10. p. 0,36+0,34 1,82+0,47 2,24+0.35 3,000,00
Larva 10. p. 0,90+0,45 2,31+0,58 2,76+0,30 3,00+0,00

Pomoci testu FDGI je zaznamenan pribéh infekce v populaci larev. Po 4 dnech byl
zaznamenan mensi index nez je hodnota 1, tj. v populaci se ve vSech testovanych variantach
kmene BIO 1020 objevovaly stale zivé larvy. Po 6 dnech inkubace byla zaznamenana 100%
mortalita u vSech variant, nicmén¢ podle indexu lIze fici, Ze plivodni a pasdzovany kmen pies
larvu je rychlej$i ve svém ristu a vyvoji nez kmen pasazovany pies zivnou pidu PDA. U téchto
dvou kment doslo jiz ke k jejich sporulaci, zatimco u subkultivovaného kmene pies PDA byly

larvy porostlé pouze myceliem. Po 7 dnech zacal 1 kmen pasdZovany pies PDA sporulovat
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na povrchu téla hostitele. U zbylych kment byla zaznamendana jiz pln€ vysporulovana ohniska,
ktera se projevuji tmavé zelenou barvou. PIné zelené larvy byly zaznamenany 11. den ve vSech

variantach.

Graf 36 - Porovnani indexu FDGI u pivodniho a pasaZzovaného kmene BIO 1020 houby
M. anisopliae ptes substrat a larvy T. molitor v ¢ase
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5.6.2 Kumulovana mortalita a index FDGI na larvach T. molitor po oSetfeni pivodnim
a pasazovanym kmenem MKC 110112 pi‘es substrat a larvy T. molitor ve 25+1 °C

Tabulka 21 - Kumulovana mortalita larev T. molitor po oSetfeni piivodnim a pasazovanym
kmenem MKC 110112 pfes substrat a larvy T. molitor

4. den 6. den 7. den 11. den
Kumulovana Tukey Kumulovana Tukey Kumulovana Tukey Kumulovana Tukey
mortalita HSD mortalita HSD mortalita HSD mortalita HSD

Kontrola 0,00+0,00 a 5,54+7,86 a 5,54+7,86 a 5,54+7,86 a
Ptvodni 30,52+10,39 b 100,00+0,00 b 100,00+0,00 b 100,00+0,00 b
PDA 10. p. 22.20+7,86 b 91,61+6,80 b 97,1943,93 b 100,00-0,00 b
Larva 10. p. 33,28+13,61 b 100,00+0,00 b 100,00+0,00 b 100,00-0,00 b

F=14,4456; df=3,8; p=0,0014 F=53,3909; df=3,8; p=0,0000 F=67,2790; df=3,8; p=0,0000 F=104,157; df=3,8; p=0,0000

Piivodni a pasdzovany kmen MKC 110 112 zptisobil 4. den mortalitu v rozmezi od 22,20
do 33,28%. Nejnizsi mortalita byla zaznamenana u kmene desetkrat pasazovaného pies umélou
zivnou pudu PDA, nicméné nebyl 4. den zaznamenan statisticky prikazny rozdil v G¢innosti

kmene proti larvam T. molitor F = 14,4456; df = 3,8; p = 0,0014. Obdobny trend byl
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zaznamenan 1 6. a 7. den hodnoceni. Mortalita larev nebyla po téchto kontrolnich dnech

stoprocentni na rozdil od kmene piivodniho a pasazovaného ptes larvy T. molitor.

Graf 37 - Porovnani kumulované mortality u larev T. molitor po oSetieni pivodnim
a pasazovanym kmenem MKC 110112 pfes substrat a larvy T. molitor
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Tabulka 22 - Primérny index FDGI u pivodniho a pasazovaného kmene MKC 110112 houby
M. anisopliae pres substrat a larvy T. molitor v Case

4. den 6. den 7. den 11. den
Kontrola 0,00+0,00 0,06+0,13 0,06+0,13 0,06+0,13
Pavodni 0,68+0,35 2,26+0,45 2,90+0,18 3,00+0,00
PDA 10. p. 0,56+0,43 2,08+0,67 2,81+0,36 3,000,00
Larva 10. p. 0,83+0,47 2,15+0,45 2,56+0,35 3,00+0,00

Po 4 dnech byl opét zaznamenan mensi index, nez je hodnota 1. Nejvice zivych larev
v populaci se objevovalo 4. den u ptivodniho i1 pasazovaného kmene MKC 110112 pies PDA.
U kmene pasdzovaného pies larvy se v populaci 4. den objevovalo nejvice mrtvych jedinct.
Po 6 dnech inkubace se index FDGI pohyboval v rozmezi od 2,08 do 2,26. Po 7 dnech
dochazelo u vSech variant k plné sporulaci kmene. Rozdil byl zaznamenan u kmene

pasazovaného pies PDA, kde byla plna sporulace daleko vyssi nez u kmene pasdzovaného pies

larvy.
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Graf 38 - Porovnani indexu FDGI u pivodniho a pasazovaného kmene MKC 110112 houby
M. anisopliae pfes substrat a larvy T. molitor v ¢ase
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5.6.3 Kumulovana mortalita a index FDGI na larvach T. molitor po oSetfeni pivodnim
a pasazovanym kmenem Man 3B pi‘es substrat a larvy T. molitor ve 25+1 °C

Tabulka 23 - Kumulovana mortalita larev T. molitor po oSetfeni plivodnim a pasazovanym
kmenem Man 3B pfes substrat a larvy T. molitor

4. den 6. den 7. den 11. den
Kumulovana Tukey Kumulovana Tukey Kumulovana Tukey Kumulovana Tukey
mortalita HSD mortalita HSD mortalita HSD mortalita HSD
Kontrola 0,00=0,00 c 0,00+0,00 c 0,00+0,00 b 0,00+0,00 b
Puvodni 63,81£14,16 a 94,40+3,93 ab 100,00+0,00 a 100,00+0,00 a
PDA 10. p. 36,07+3,93 b 83,27+11,79 b 100,00+0,00 a 100,00+0,00 a
Larva 10. p. 27,75+3,93 b 100,00+0,00 a 100,00+0,00 a 100,00+0,00 a
F=43,8504; df=3,8; p=0,0000 F=94,3362; df=3,8; p=0,0000 F=0,0; df=3,8; p=0,0000 F=0,0; df=3,8; p=0,0000

Pivodni kmen Man 3B zpusobil v populaci larev 4. den témét 64% mortalitu. U obou
variant pasdzovaného kmene byla mortalita nizsi, 36,07 % u varianty pasaze pies umélou
zivnou pudu a 27,75 % u kmene pasazovaného pres larvu T. molitor. Po 4 dnech byla prokazana
statistickd odliSnost v testovani kmene proti potemniku moucnému F = 43,8504; df=3.8;
p=0,0000. Po 6 dnech naopak kmen pasazovany pies larvy prokazal v populaci 100% mortalitu,
zatimco zbylé kmeny zplisobily mortalitu mensi o 5 %, resp. o 17 %. Béhem 7. dne byla

zaznamenana jiz 100% mortalita u vSech testovanych variant kmene Man 3B.
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Graf 39 - Porovnani kumulované mortality u larev T. molitor po

a pasazovanym kmenem Man 3B pfes substrat a larvy T. molitor
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Tabulka 24 - Priméry index FDGI u pivodniho a pasdzovaného kmene Man 3B houby
M. anisopliae pres substrat a larvy T. molitor v Case

4. den 6. den 7. den 11. den
Kontrola 0,00-0,00 0,00:£0,00 0,000,00 0,00+0,00
Puavodni 1,07+0,45 1,72+0,46 1,96+0,23 3,00+0,00
PDA 10. p. 0,72+0,55 1,53+0,55 1,78+0,50 3,00+0,00
Larva 10. p. 0,7620,44 2,51+0,52 2,96+0,11 3,000,00

Po 4 dnech byl zaznamenan u pivodniho kmene Man 3B index vyssi nez 1, coz

znamena, Ze u nékterych jedincti v populaci byla zaznamenéna i zjevna infekce na povrchu téla

hostitele. U dalSich dvou variant kmene byl index téméft totozny. Po 6 dnech byl zaznamenan

daleko rychlejsi rist a vyvoj u kmene pasazovaného pres larvy T. molitor. Index dosahoval

hodnoty 2,51, kdy doslo jiz v tak kratké dobé k pIné sporulaci kmene na povrchu téla hostitele.

Tato vlastnost kmene je velmi dilezitd v prostiedi, protoZe nove se vytvoiené spory mohou déle

Sifit a zpisobovat infekce u dalSich jedinci v populaci daného Skiidce. Ostatni varianty

vykazovaly pouze rist mycelia na povrchu téla hostitele. Ke sporulaci zatim u téchto variant

vubec nedochazelo. Tento jev byl zaznamenan i po 7 dnech hodnoceni biotestu.
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Graf 40 - Porovnani indexu FDGI u puvodniho a pasazovaného kmene Man 3B houby
M. anisopliae ptes substrat a larvy T. molitor v ¢ase
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5.6.4 Porovnani ucinnosti pivodnich a pasaZovanych kmenti M. anisopliae na larvach
T. molitor s ohledem na jejich rist a vyvoj po 6 dnech inkubace ve 251 °C
kultivace

Graf 41 - Porovnani indexu FDGI ptvodnich a pasazovanych kmenti houby M. anisopliae ptes
substrat a larvy T. molitor po 6 dnech
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Porovnani kment po 6 dnech hodnoceni naznacuje, ze pasdzovani miize navysit vyvoj
patogena na hostiteli. U kmene Man 3B je tato vlastnost nejprikaznéjsi. Kdy kmen pasazovany
ptes larvu, se daleko rychleji na larvach vyvyjel a tim i zpusobil nejvétsi mortalitu v populaci.
Piivodni a pasdzovany kmen Man 3B pies PDA ve vyvoji zaostaval. U kmene BIO 1020 doslo
po subkultivaci pies zivnou pudu PDA ke ztraté schopnosti rychleji kolonizovat hostitele,
nicméné mortalita byla 100% jako u zbylych dvou variant tohoto kmene. Pomalej$i vyvoj neni
zadouci z duvodu sekundarniho $ifeni infekce v prostiedi. U kmene MKC 110112 byly varianty

vyrovnang, tj. kmen se vyvijel ptiblizné stejné, at’ byl ¢i nebyl pasdzovan.
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5.7 Hodnoceni udinnosti kmeni entomopatogenni houby M. anisopliae
na dospélcich blyska¢ka fepkového (Meligethes aeneus)

Cilem experimentu bylo zjistit, ktery kmen entomopatogenni houby M. anisopliae

nejvice ucinkuje na dospélce M. aeneus. Experiment byl hodnocen po dobu 6 dni.

Zéakladni idaje k pokusu

e zkmenu BIO 1020, MKC 110112 a Man 3B byla piipravena suspenze 0 koncentraci
1,00 x 10°v 1 ml

e pfipravené suspenze byly naneseny na 2% agar a rozptyleny inokula¢ni hokejkou
po celém povrchu Petriho misky

e nasledujici den se na povrch agaru aplikovali dospélci M. aeneus (12 jedinct na misku)

e byla ptipravena také kontrolni varianta, kdy byli dospélci aplikovani pouze na sterilni
2% agar bez suspenze kment

e kontrola a vSechny varianty kment M. anisopliae byly pfipraveny v 5 opakovanich

e Petriho misky byly uloZeny do termostatu o 25+1 °C

¢ hodnoceni ucinnosti kmeni bylo provedeno 3. 4., 5. a 6. den

e hodnocena byla celkovd kumulovana mortalita a poté samostatné natalita, mortalita

a infekce jedincti v procentech

5.7.1 Kumulovana mortalita u dospélci M. aeneus po oSetieni kmeny entomopatogenni
houby M. anisopliae ve 25+1 °C Kkultivace

Tabulka 25 - Kumulovana mortalita u dospélcti M. aeneus

3. den 4. den 5. den 6. den
Kumulovana mortalita Kumulovana mortalita Kumulovana mortalita Kumulovana mortalita
Kontrola 11,75+8,39 54,83+19,10 72,47+£14,33 88,17+10,57
BIO 1020 39,95+11,27 100,00+0,00 100,00+0,00 100,00+0,00
MKC 110112 32,71+10,42 91,33+12,93 100,00+0,00 100,00+0,00
Man 3B 42,37+9,34 95,41+3,53 100,00:£0,00 100,00:£0,00

Po 3 dnech kultivace se nejvice v ucinnosti proti dospélci M. aeneus projevil kmen
Man 3B, jiz po takto kratké dobé byl schopen usmrtit 42 % jedinct v populaci. Kmen BIO 1020
také prokazal vysokou tcinnost, kdy usmrtil témet 40 % jedincl. Nejnizsi t€innost po 3 dnech
od vystaveni patogena vykazoval kmen MKC 110112. Po 4 dnech od infekce patogena

M. anisopliae se podafilo kmenu BIO 1020 usmrtit a infikovat 100 % populace dospélct
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M. aeneus. Ostatni kmeny se po této dobé pohybovaly jiZz nad hranici 90% umrtnosti jedinci
v populaci. Po 5 a 6 dnech kultivace byla zaznamenana u vsech kment 100% kumulovana
mortalita, po této dob¢ se vyskytovali mrtvi jedinci i u kontroly. Dospé€lci M. aeneus neméli
Vv kontrolni varianté¢ pravdépodobné vhodné podminky prostfedi. Je mozné, Ze iimrtnost byla

zpusobena také nedostatkem potravy.

Graf 42 - Porovnani kumulované mortality u dospélci M. aeneus po oSetieni kmeny
entomopatogenni houby M. anisopliae
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5.7.2 Natalita, mortalita a infekce u dospélci M. aeneus po oSetieni kmeny
entomopatogenni houby M. anisopliae ve 25+1 °C kultivace

Tabulka 26 - Uginnost kmenti entomopatogenni houby M. anisopliae na dospélcich M. aeneus
po 3 dnech

3.den Natalita (%) Mortalita (%) Infekce (%)
Kontrola 88,24 11,76 0,00
BIO 1020 60,00 30,91 9,09
MKC 110112 67,24 31,03 1,73
Man 3B 57,58 21,21 21,21

Po 3 dnech od infekce kment M. anisopliae byla relativné vysoka zivotnost dospé&lct
M. aeneus v populaci, nicméné¢ jiz po této dob¢ kultivace se objevili mrtvi i infikovani jedinci.
U kmenti BIO 1020 a MKC 110112 se v populaci blyskacka vyskytovala pftiblizné¢ 31%
mortalita a u kmene BIO 1020 se zacala rozvijet v nezanedbatelném mnozstvi (9 %) také
infekce v populaci. Kmen Man 3B vykazoval silnou G¢innost, byl schopen infikovat jedince

Vv populaci ve velké mite (21 %), i po takto kratké dob¢ od vystaveni patogenem.
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Graf 43 - Porovnani uc¢innosti kmenti entomopatogenni houby M. anisopliae na dospélcich
blyskacka fepkového (M. aeneus) po 3 dnech
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Tabulka 27 - Uginnost kmenti entomopatogenni houby M. anisopliae na dospé&lce M. aeneus
po 4 dnech

4. den Natalita (%) Mortalita (%) Infekce (%)
Kontrola 45,10 54,90 0,00
BIO 1020 0,00 32,73 67,27
MKC 110112 8,62 43,10 48,28
Man 3B 4,55 36,36 59,09

Po 4 dnech hodnoceni doSlo u kmene BIO 1020 k vysokému naristu mrtvych
a infikovanych jedincti M. aeneus, v populaci se nevyskytovali zivi jedinci. VétSina dospélcti
M. aeneus Vv populaci byla timto kmenem infikovand a to z 67 %. U kmene Man 3B se stale
Vv populaci vyskytovali zivi jedinci, ale infekce postihla 59 % jedinch a mortalita ¢inila 36 %.
Kmen Man 3B vykazoval po 4 dnech vysokou ucinnost. Nejvice zivych jedinci M. aeneus
se vyskytovalo u kmene MKC 110112, tento kmen je ve srovnani s ostatnimi kmeny v ucinnosti

po 4 dnech kultivace nejslabsi.
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Graf 44 - Porovnani G¢innosti kmenti entomopatogenni houby M. anisopliae na dospélcich
blyskacka fepkového (M. aeneus) po 4 dnech
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Tabulka 28 - Uginnost kmenii entomopatogenni houby M. anisopliae na dospélce M. aeneus
po 5 dnech

5. den Natalita (%) Mortalita (%) Infekce (%)
Kontrola 27,45 72,55 0,00
BIO 1020 0,00 0,00 100,00
MKC 110112 0,00 13,79 86,21
Man 3B 0,00 12,12 87,88

Kmen BIO 1020 po 5 dnech hodnoceni vykazoval 100 % ucinnost na dospélce
M. aeneus. Zbylé kmeny MKC 110112 a Man 3B se v G¢innosti po této dobé kultivace témér
nelisily. Mortalita ¢inila u kmene MKC 110112 14 % au kmene Man 3B 12 %, vétSina dospélct
blyskacka v populaci byla t€émito kmeny infikovana.

Graf 45 - Porovnani u¢innosti kmenti entomopatogenni houby M. anisopliae na dospélcich
blyskacka fepkového (M. aeneus) po 5 dnech
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Tabulka 29 - Uginnost kmenti entomopatogenni houby M. anisopliae na dospé&lce M. aeneus
po 6 dnech

6. den Natalita (%) Mortalita (%) Infekce (%)
Kontrola 11,76 88,24 0,00
BIO 1020 0,00 0,00 100,00
MKC 110112 0,00 0,00 100,00
Man 3B 0,00 6,06 93,94

Po 6 dnech hodnoceni byla u kmenti BIO 1020 a MKC 110112 pozorovana 100 %
ucinnost na populaci dospé€lct blyskacka fepkového. U kmene Man 3B se v populaci M. aeneus
stale nachézeli v 6 % mrtvi neinfikovani jedinci. Po této dobé kultivace byl vysoky vyskyt
mrtvych jedinctt M. aeneus i u kontrolni varianty, ktera pravdépodobné neposkytovala vhodné

podminky prostredi.

Graf 46 - Porovnani u¢innosti kmenti entomopatogenni houby M. anisopliae na dospélcich
blyskacka fepkového (M. aeneus) po 6 dnech
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Metodu biotestu je tieba upravit tak, aby poskytovala v kontrolni varianté vhodné
podminky prostfedi. Dospélci M. aeneus jsou velmi citlivy na zmény jejich pfirozeného
prostfedi. Je pravdépodobné, Ze vysokd umrtnost v kontrolni variant¢ byla zplsobena
nedostatkem potravy. Nicméné, 1 tak byla pozorovana vysokd ucinnost kment

entomopatogenni houby M. anisopliae na tyto Skudce.
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5.8 Hodnoceni udinnosti kmeni entomopatogenni houby M. anisopliae

na dospélcich krytonosce SeSulového (Ceutorhynchus obstrictus)

Cilem experimentu bylo zjistit, ktery kmen entomopatogenni houby M. anisopliae

nejvice ucinkuje na dospélce C. obstrictus. Experiment byl hodnocen po dobu 6 dni.

Zéakladni idaje k pokusu

5.8.1

Z kmenti BIO 1020, MKC 110112 a Man 3B byla pfipravena suspenze o koncentraci
1,00 x107v 1 ml

pfipravené suspenze byly naneseny na 2% agar a rozptyleny inokula¢ni hokejkou
po celém povrchu Petriho misky

nasledujici den se na povrch agaru aplikovali dospé€lci C. obstrictus (7 jedinct na misku)
byla ptipravena také kontrolni varianta, kdy byli dospélci aplikovani pouze na sterilni
2% agar bez suspenze kment

kontrola a vSechny varianty kment M. anisopliae byly pfipraveny v 5 opakovanich
Petriho misky byly uloZeny do termostatu o 25+1 °C

hodnoceni G¢innosti kmenti bylo provedeno 5. a 6. den

hodnocena byla celkova kumulovana mortalita a poté samostatné natalita, mortalita

a infekce jedincti v procentech

Kumulovana mortalita u dospélcd C. obstrictus po oSetfeni kmeny
entomopatogenni houby M. anisopliae ve 25+1 °C kultivace

Tabulka 30 - Kumulovana mortalita u dospélctu C. obstrictus

5. den 6. den
Kumulovana mortalita Kumulovana mortalita
Kontrola 17,84+1,63 35,67+4,68
BIO 1020 100,0040,00 100,00+0,00
MKC 110112 100,00-0,00 100,00+0,00
Man 3B 93,70£7,26 100,00=0,00

Kmeny BIO 1020 a MKC 110112 po 5 a 6 dnech hodnoceni vykazovaly 100%

kumulovanou mortalitu v populaci dospélci krytonosce SeSulového. Nejnizsi G¢innost

ve srovnani s t€émito dvéma kmeny mél kmen Man 3B, nicméné kumulovand mortalita ¢inila
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94 %. Vsechny kmeny vykazovaly vysokou t¢innost proti Skuidci C. obstrictus. V kontrole byla
zaznamenana téz vysoka kumulovand mortalita, cozZ mohlo byt zpiisobeno nedostatkem potravy

nebo nevhodnymi podminkami biotestu.

Graf 47 - Porovnani kumulované mortality u dospé€lci C. obstrictus po oSetfeni kmeny
entomopatogenni houby M. anisopliae
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5.8.2 Natalita, mortalita a infekce u dospélci C. obstrictus po oSetfeni kmeny
entomopatogenni houby M. anisopliae ve 25+1 °C kultivace

Tabulka 31 - Utinnost kmenii entomopatogenni houby M. anisopliae na dospélcich
C. obstrictus po 5 dnech

5. den Natalita (%) Mortalita (%) Infekce (%)
Kontrola 82,14 17,86 0,00
BIO 1020 0,00 0,00 100,00
MKC 110112 0,00 0,00 100,00
Man 3B 6,24 3,13 90,63

Tabulka 32 - U&innost kmendi entomopatogenni houby M. anisopliae na dospélcich
C. obstrictus po 6 dnech

6. den Natalita (%) Mortalita (%) Infekce (%)
Kontrola 64,29 35,71 0,00
BIO 1020 0,00 0,00 100,00
MKC 110112 0,00 0,00 100,00
Man 3B 0,00 0,00 100,00
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Graf 48 - Porovnani uc¢innosti kmenti entomopatogenni houby M. anisopliae na dospélcich
C. obstrictus po 5 dnech
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Graf 49 - Porovnani u¢innosti kmenti entomopatogenni houby M. anisopliae na dospélcich
C. obstrictus po 6 dnech
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Po 5 dnech kultivace mély nejvyssi tcinnost kmeny BIO 1020 a MKC 110112, které
infikovaly 100 % populace dospélci C. obstrictus. U kmene Man 3B se v populaci stale
vyskytovali zivi jedinci v 6 %, ale infekce byla jiz také velmi rozsahla (91 %). Po 6 dnech jiz
vSechny kmeny infikovaly 100 % populace. Kmeny vykazovaly velmi vysokou u¢innost proti
tomuto Skidci.

Opét zde byla zaznamenana vysoka umrtnost jedincii v kontrolni varianté jako
u dospélctt M. aeneus. Je potieba upravit metodu biotestu, tak aby jedinci v kontrolni varianté
bez problémi prospivali. Nicméné je opét ziejmé, ze kmeny entomopatogenni houby

M. anisopliae jsou u¢inné proti témto Skadctum.
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5.9

VIiv oSetfeni na rust a vyvoj entomopatogennich hub na vaji¢kach
mandelinky bramborové (L. decemlineata) pomoci biotestu FDGI

Cilem experimentu bylo zjistit, ktery druh entomopatogenni houby nejvice uinkuje

na vajicka L. decemlineata. Experiment byl hodnocen po dobu 4 dni.

Zéakladni idaje k pokusu

5.9.1

pouzity entomopatogenni houby M. anisopliae kmen F52, B. bassiana kmen 1101,
I. fumosorosea kmen PFR 97 a L. muscarium kmen [9.

z kmeni byla vytvofena suspenze o koncentraci 1,00 x 107 v 1 ml

na podlozni sklicka pro kazdy kmen byla nanesena pfipravena suspenze ve formé 18
kapek

do 16 kapek byly naneseny pomoci specialné upravené jehly vajicka L. decemlineata
zbylé 2 kapky byly ponechany jako kontrolni varianty.

po zaschnuti suspenze s vajicky, bylo podlozni sklicko vloZeno do vlhké komiirky

pro kazdy kmen byly pfipraveny 2 opakovani.

hodnoceni bylo provedeno po 24, 48, 72 a 96 hodinach pomoci optického mikroskopu
kazdému vajicku byl pfifazen pfislusny index a pribéh vyvoje patogena (FDGI)

Hodnoceni u¢innosti entomopatogennich hub na vajickach L. decemlineata pomoci
stupnice FDGI ve 25+£1 °C kultivace

Tabulka 33 - Uginnost entomopatogennich hub na vaji¢kdch mandelinky bramborové

Kontrola I. fumosorosea  B. bassiana M. anisopliae L. muscarium
24 hod 0,00+0,00 0,79+0,27 0,63+0,26 0,86+0,31 1,14+0,20
48 hod 0,00+0,00 1,57+0,17 1,51+0,21 1,394+0,24 1,61+0,20
72 hod 0,03+0,00 2,47+0,33 1,89+0,28 1,93+0,38 2,28+0,18
96 hod 0,04+0,00 2,82+0,33 2,53+0,33 2,36+0,22 2,44+0,16

84



Graf 50 - Hodnoceni vlivu entomopatogennich hub na vajicka mandelinky bramborové pomoci

biotestu FDGI
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Béhem biotestu FDGI vykazovaly vSechny testované druhy hub vysokou t¢innost proti
vajickdm mandelinky bramborové. Nejlepsi vyvoj patogena na vajickach m¢l kmen PFR 97
entomopatogenni houby |. fumosorosea. Tento patogen vykazal plnou sporulaci na vajickach
jiz po 72 hodinach. Entomopatogenni houba L. muscarium méla o néco pomalejsi vyvoj,
nicméné ani po 96 hodinach nedoslo k plné sporulaci na povrchu vajicek. Entomopatogenni
houba B. bassiana kmen Bba | 101 a M. anisopliae kmen BIO 1020 mé¢ly prakticky identicky
priibéh, ani u téchto dvou kment nedoslo po 96 hodinach biotestu k tiplné sporulaci na povrchu

vaji¢ek. V kontrolni varianté byla vajicka zdrava a probihal v nich vyvoj larev.
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6. DISKUZE

Studium entomopatogennich hub nabyva v soucasné dobé stale vétsiho vyznamu. Velmi
Casto byvaji vyuzivany v biologické ochrané rostlin k potlaceni vyskytu celé¢ fady druhi
vyznamnych $kudcl. Biopreparaty na bazi entomopatogenni houby M. anisopliae jsou
ve velkém meéfitku aplikovany v zemich Jizni Ameriky (BIO-Blast), Africe, Francii a Velké
Britdnii (Green Muscle®), Némecku (Met52), Australii (BioCane) a ve Svycarsku
(Metarhizium Schweizer). Faria a Wraight (2007) ve své praci uvadéji, Zze procentualni podil
biopreparati na bazi M. anisopliae ze vSech 171 vyuzivanych pfipravki na bazi
entomopatogennich hub ve svété tvoti az 33,9 %. V Ceské republice byly preparaty na béazi
M. anisopliae testovany, nicméné zadné z nich bohuzel nejsou doposud u nas registrovany.

Optimalni teplota pro vétSinu entomopatogenni hub se pohybuje vV rozmezi mezi 20 a 25
°C (Inglis et al. 2001). Ve studii zaméfené na vliv teploty na rdst a vyvoj kment
entomopatogennich houby M. anisopliae vyslo, Ze nejoptimalnéjsi teplota je u nich stanovena
na 20 °C, 25 °C a 30 °C. Dané rozmezi teplot bylo jako nejoptimalngjs$i zjisténo jak u piivodnich
kment, tak i u pasaZzovanych variant kmend pies dospélce T. molitor. Srovnatelné vysledky
byly zaznamenany v ruznych studiich. Bidochka et al. (2001), provadél vyzkum s 83 kmeny
M. anisopliae a zjistil, ze kmeny vykazuji rist a vyvoj v Sirokém rozmezi teplot od 8 do 37 °C.
Podle studie Fargues et al. (1997b) byla u 4 izolati M. anisopliae var. acridum zaznamenana
jako nejvhodngéjsi teplota vyvoje vV rozmezi od 25 do 30 °C. Studie Kotwal et al. (2012), také
prokazala nejvhodnéjsi teplotu pro rust a vyvoj M. anisopliae pii 25 °C.

Virulence entomopatogennich hub mtiZze byt ovlivnéna opakovanou subkultivaci ptes
umeld zivna média nebo pfes hmyzi hostitele. Stabilita virulence u entomopatogennich hub
je nezbytna vlastnost pro vyrobu biopreparatt (Mohammadbeigi 2013). V na$i praci bylo
provedeno 10 cykli kontinuélnich pasazi ptes zivné médium (PDA), Zivné substraty (ovesné
vlocky) a vyvojova stadia (larva, kukla, dospélec) hostitele T. molitor. Snizeni nebo zvyseni
virulence entomopatogennich hub po opakovanych subkultivacich byly pozorovany v celé fadé
studii (Fargues, Robert 1983; Schaerffenberg 1964; Kawakami 1960). Butt et al. (2006) uvedl,
ze virulenci Ize zvysit 1 po dvou kontinualnich pasazich pies hmyziho hostitele. Zajimavé jsou
také prace tykajici se houby M. anisopliae, kde Kk vyraznému navysSeni virulence doslo
jiz po prvni pasazi (Fargues, Robert 1983; Daoust, Roberts 1982). Na druhou stranu nekteré
studie uvadéji, Ze subkultivace pfes uméla zivna média zpusobuji tlum ve virulenci (Quesada-
Moraga, Vey 2003; Fransen et al. 1987; Schaerffenberg 1964). Vliv na virulenci mize mit
I pomér uhliku a dusiku (C:N) v pouzivaném médiu (Mohammadbeigi 2013). Shah et al. (2005)
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ve své studii potvrzuje, ze houba M. anisopliae ztratila po subkultivaci na médiu s vysokym
pomérem C:N svou virulenci proti Galleria mellonella a T. molitor. Obecné plati, ze na umélém
médiu s idedlnimi vyzivovymi podminkami entomopatogenni houby postupné degeneruji,
ztréaci svoji virulenci, poptipadé mohou meénit 1 fenotyp. Tento jev je dany tim, zZe houby maji
optimalni podminky nejen prostiedi, aleivyvazené nutriéni zdroje a nejsou negativné
ovlivilovany nepiiznivymi podminkami. Naopak, ve stresovych podminkdch muze byt
virulence entomopatogennich hub posilena (Mohammadbeigi 2013). V nasi praci byla metoda
kontinualniho pasazovani ptes zivého hostitele T. molitor velmi uspé$na u kmene Man 3B, kdy
doslo k vyraznému navyseni virulence na larvach T. molitor. Naopak, virulence u pasazované
varianty kmene Man 3B pfes zivné médium PDA se snizila. PasaZzovany kmen pfies tento
substrat vykazal po aplikaci daleko niz§i G¢innost na larvy potemnika moucného. Vysledek
odpovida vysledkiim vySe uvedenych studii. U kmend BIO 1020 a MKC 110112 neméla
metoda kontinudlniho pasdzovéani téméef zadny vliv na virulenci, nebyly patrné rozdily
ve virulenci vaci larvam T. molitor mezi pivodnimi a pasazovanymi variantami pies zivné
médium a hostitele T. molitor. Tomuto vysledku odpovidaji i dalsi studie (Mohammadbeigi
2013; Ansari, Butt 2011; Brownbridge et al. 2001; Vandenberg, Cantone 2004), které uvadeéji,
ze nedoslo k zadnému poklesu ve virulenci u hub subkultivovanych na umélych zivnych
médiich.

V ramci diplomové prace byly zkoumany pasazované varianty také v in vitro testech,
kdy se hodnotil rist a produkce spor. Z vysledu je patrné, Ze doslo po desatych pasazich
ke zménam ve fenotypu stfedovych kultur, které byly zdokumentovany. Kontinualni
pasazovani mélo vyrazny vliv na produkci konidii. U nékterych pasazovanych variant doslo
k mén¢ intenzivni pigmentaci spor. Ztrata pigmentace spor byla patrna zejména u pasaZzované
varianty kmene BIO 1020 pies dospélce potemnika moucného. Ze stiedové kultury bylo
ziskano vyrazné mens$i mnozstvi konidii, neZ z ostatnich variant pasdzovani nebo z ptivodnich
kmenti. Pravdépodobné¢ ke sniZzeni produkce doslo Vv disledku fyziologické zmény
pasazovaného kmene. U pasdzovanych kment mize dojit ke zméné fenotypu, jako je barva,
rast a tvar kolonii (Safavi 2012; Song, Feng 2010). Podle Butt et al. (2006) mize dojit
pasazovanim pravdépodobné i ke sniZzeni schopnosti produkovat v dostatecné mite kutikulu
degradujici enzymy, coz se projevuje ztratou pigmentace a snizenim produkce spor. V dasledku
pak pasazovanym kmentim pies dospélce zabere vice ¢asu dokoncit vyvojovy cyklus. U této
pasazované varianty nebyla hodnocena virulence na larvach T. molitor, nicméné lze
predpokladat, ze virulence bude pravdépodobné u této kultury velmi nizka. Santoro et al. (2014)

upozornuje na to, Ze muze dochazet po pasdzovani k mén¢ virulentni nebo avirulentni forme,
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coz muze byt zpisobeno zmeénou genotypu dané¢ho kmene. U ostatnich kontinudlné
pasdzovanych variant nedoslo k vyraznému snizeni produkce spor.

Aby bylo mozné komer¢né vyrabét entomopatogenni houby, musi byt masova produkce
spor realizovana na pfirozeném substratu nebo na umélém zivném médiu. Z vysledki je vSak
patrné, Ze v n¢kterych situacich mize dojit pii produkci na umélém médiu ke ztraté schopnosti
produkovat vétsi mnozstvi spor, nebo ke ztraté virulence. Pfed komerénim vyuzitim
konkrétniho kmene houby musi byt zjisStovana jeho G¢innost na vybranych hostitelich. Zejména
tehdy, je-li kmen udrzovan po delsi dobu na umélych zivnych padach. Aby se zabranilo témto
negativnim jevim, jsou zakladany z ptivodniho inokula tzv. matecné kultury, které jsou
vhodnou metodu a zaméfit se najeji optimalizaci, aby nedoSlo ke snizeni virulence
U entomopatogennnich hub (Mohammadbeigi 2013). Virulenci lze obnovit nebo i navysit prave
pasazovanim pres konkrétniho Zivého hostitele. Podle Adames et al. (2011) opakované pasaze
pres vhodného hostitele miizou ucinit lepsi ptilnavost konidii a vyssi rychlost kliceni na pocatku
vyvoje houby, ktera zpiisobuje nasledné rychlejsi invazi do téla hostitele. Celkové lze fici, ze
konidie vyprodukované sekundarné na mrtvém hmyzim téle maji vyssi virulenci nez konidie
produkované Vv in vitro systémech. Nicmén¢, produkce konidii v in vivo systémech pomoci
kontinudlniho pasaZovani pies hmyzi hostitele je nepravdépodobna, protoze by stouply vyrazné
naklady na produkci spor a to by bylo ekonomicky neunosné. Presto pii zjiSténi snizeni
virulence doporucuji, alespoii jednou provést kontinualni pasaz ptes vhodného hmyziho
hostitele.

Posledni ¢ast této prace se zabyvala ucinnosti kmend M. anisopliae proti vybranym
zemédelsky vyznamnym Skldcim. Pokusy provadéné na dospélcich blyskacka fepkového
(Meligethes aeneus) prokazaly, ze kmeny M. anisopliae byly vysoce virulentni vié¢i tomuto
Skiidci. Vysokd mortalita byla pozorovéna ale 1 v kontrolni varianté, coZ znaci o nepfiznivych
podminkach prosttedi v Petriho miskach. Vysoka mortalita u dospé€lcti v kontrolni varianté byla
pozorovana az po dels§i dob¢ trvani biotestu. Pro dalsi testovani u€innosti kment na blyskacka
bude nutné metodu biotestu propracovat, tak aby byly zajistény vhodné podminky pro dospélce
Vv kontrolni varianté. Nejucinnéjsi byl kmen BIO 1020, kdy byli dospélci usmrceni a infikovani
JiZ po 4 dnech, ostatni kmeny dosahly 100% kumulované mortality aZ po 5 dnech. Podobné
vysledky uvadi i studie Husberg a Hokkanen (2001), kdy virulence entomopatogenni houby
M. anisopliae proti dospélcim M. aeneus, dosahovala po 5 dnech 85 %. V diplomové praci
bylo vypozorovano, ze infikovani jedinci blyskacka fepkového zistali strnuli a méli roztazené

koncetiny, oproti jedincim v kontrolni varianté. U dospélcti krytonosce SeSulového
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(Ceutorhynchus obstrictus) se tento fenomén téZz objevoval. Strnuli jedinci s roztazenyma
nohama byli popsani také ve studii Husberg a Hokkanen (2001) u dospélci M. aeneus,
a ve studii Moorhouse et al. (1993), ktera byla zaméfena na uc¢innost houby M. anisopliae proti
larvam lalokonosce ryhovaného (Otiorhynchus sulcatus). Vysledky ukazuji, zZe
entomopatogenni houba M. anisopliae je vysoce u¢inna proti vySe uvedenych hmyzim
Skiideim. Hodnoceni vlivu entomopatogennich hub na vajickdch mandelinky bramborové
potvrdilo vysokou ucinnost. Nejlepsi vysledky vykazovala entomopatogenni houba
I. fumosorosea kmen PFR 97, kterd byla schopna dokoncit cely svij vyvojovy cyklus
na vajickach za pouhé 3 dny. Studie od ostatnich autorii potvrzuji u€innost entomopatogennich
hub na tomto $kidci ale vétSinou se zamétuji na bud’ na larvy nebo na dospélce L. decemlineata

(Wraight, Ramos 2015; Kryukov et al. 2009; Klinger et al. 2006; Wraight, Ramos 2002).
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7. ZAVERY

1. Optimalni teplota pro rist a vyvoj puavodnich testovanych kment BIO 1020
a MKC 110 112 houby Metarhizium anisopliae byla 20 °C az 25 °C. Kmen Man 3B se
projevil jako teplomilngjsi, optimalni teplota byla 25°C az 30 °C. Pfi kultivaci kmenti

v 10 °C byl zaznamenén znacné pomaly rlst a vyvoj.

2. Kmeny M. anisopliae byly kontinualn¢ pasazovany pies zivné médium PDA, zivné
substraty (ovesné vlocky) a vyvojova stadia (larva, kukla, dospé€lec) potemnika

moucného (Tenebrio molitor). Bylo provedeno celkem 10 cykla kontinudlnich pasazi.

3. Metoda kontinualniho pasazovani byla v rustu a produkci spor (testy in vitro) nejvice

u¢inna u kment BIO 1020 a Man 3B.

4. Laboratorni biotest prokazal, ze metoda kontinualniho pasazovani zvysila virulenci
U kmene Man 3B, u ostatnich kment nebyly ve virulenci zaznamendny zasadni rozdily

mezi pivodnimi a pasdZovanymi variantami.

5. In vivo testy provedené na dospélcich blyskacka fepkového (Meligethes aeneus)
prokazaly, Zze nejucinnéj$i byl kmen BIO 1020. Jedinci v populaci byli usmrceni
a infikovani jiz po 4 dnech. Testy na dospélcich krytonosce sesulového (Ceutorhynchus

obstrictus), vykazaly obdobné vysledky.

6. Na vajickach mandelinky bramborové (Leptinotarsa decemlineata) byly uGéinné

vSechny druhy entomopatogennich hub.
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9. PRILOHY
Vsechny fotografie byly potfizeny z mého vlastniho vyzkumu, pokud neni uvedeno jinak.
Graficky list 1 — Sti‘edové kultury ptavodnich a pasaZzovanych variant kmena M. anisopliae

Ukazka rustu stiedovych kultur pivodnich kmend houby M. anisopliae Vv riznych
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Ukazka ruastu stiedovych kultur pasaZzovanych variant kment pies dospélce T. molitor
V riznych teplotach kultivace
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Graficky list 2 — Kontinualni pasaZovani kmenii entomopatogenni houby M. anisopliae

Piiprava suspenze kment entomopatogenni houby M. anisopliae

Larva — 1. pasaz Kukla - 1. pasaz Dospélec — 1. pasaz



Graficky list 3 - Hodnoceni ti¢innosti entomopatogennich hub na vajickach mandelinky
bramborové

Pouzité druhy entomopatogennich hub

taget
Beauveria bassiana
kmen B101020 kmen Bba 1101 kmen PFR 97 kmen 19

Isaria fumosorosea Lecanicillium muscarium

Metarhizium anisopliae

Aplikace vajicek do suspenzi entomopatogennich hub na podlozni skli¢ko

Foto: Ing. Jakub druéka

Infikovana vajicka mandelinky bramborové entomopatogennimi druhy hub

Metarhizium anisopliae Beauveria bassiana Isaria fumosorosea kmen  Lecanicillium muscarium
kmen B101020 kmen Bba 1101 PFR 97 kmen 19



