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1. UVOD

Entomopatogenni hlistice ¢eledi Steinernematidae, takzvané hlistovky (Mréacek a
Weiser, 1988), jsou vyznamni parazité hmyzu, ktefi se vyskytuji v plidnich ekosystémech po
celém svété (Stuart et al., 2005). Tito parazité jsou také vyznamni tim, ze dokazi zit

v symbidze s bakterii (Akhurst a Boemare, 1988).

Hlistovky vynikaji oproti jinym entomoparazitickym hlisticim svou jedine¢nou
Zivotni strategii, a to stfidanim parazitismu a saprofytismu. Jako parazité napadnou hostitele
a poté ho pomoci symbiotickych bakterii zabiji a jako saprofyté se na ném mnozi a vyvijeji
(Poinar, 1979). Diky této vlastnosti a mimo jiné diky jejich dlouhé Zivotnosti, snadné, levné
a bezpecné kultivaci (Lewis et al., 2005) jsou pouzivany v biologické kontrole celé Skaly
hmyzich skidca (Weiser a Mracek, 1988). Jsou hromadné mnozeny a Gsp€sné€ pouzivany na
trhu jako komer¢ni ptipravky k ochrané rostlin (Weiser a Mracek, 1988). Vzhledem ke stale
silicimu zajmu o bezpecné a k prostiedi Setrné produkty Ize do budoucna ocekavat dalsi rist

uzivani hlistovek v ochrané rostlin.

Moznost vyuziti hlistovek v biologické ochran¢ rostlin nastartovala v poslednich
tficeti letech intenzivni vyzkum této skupiny. Stale vSak ziistava fada neprobadanych oblasti,

z nichZ jednou je mezidruhova kompetice hlistovek.

Jelikoz se hlistovky v pfirod¢ €asto vyskytuji v druhovych smésich (Amarasinghe et
al., 1994; Stuart a Gaugler, 1994; Campbell et al., 1995; Sturhan, 1999) a patrné se nebrani
smésnym infekcim s jinymi druhy (Bovien, 1937; Koppenhofer et al., 1995; Koppenhofer a
Kaya, 1996a), dochazi k mezidruhové kompetici pravdépodobné i v pfirozeném prostiedi.
Vliv této kompetice na entomopatogenni hlistice neni znamy, patrné¢ muze hlistovky
negativné ovliviiovat (Alatorre-Rosas a Kaya, 1990; Kaya a Koppenhofer, 1996). Neni
pfesné znamo, co rozhoduje o vysledku mezidruhové kompetice, ale vliv ma bakteridlni

symbiont (Piza a Mracek, 2009).

Poznani vlivu mezidruhové kompetice na entomopatogenni hlistice ma vyznam jak
z hlediska teoretického, kdy pfinasi mnoho obecnych informaci o vztazich mezi parazity 1
z hlediska ochrany pfirody, kdy umozni hodnoceni vlivu aplikaci plivodnich i neptivodnich

druhii ¢i kment hlistovek na jejich pfirodni populace.



Cilem mé prace by mélo byt shrnuti dostupnych poznatkli o mezidruhové kompetici
hlistovek. Dalsim cilem bude v experimentalni ¢asti zjisténi vlivu symbionta na kompetici

vybranych druhti entomopatogennich hlistic.



2. LITERARNI PREHLED

2.1. Systematické zarazeni skupiny

Entomopatogenni hlistice jsou dle Maggentiho (1981) fazeny do kmene hlistic
(Nematoda), fadu had’ata (Rhabditida). Skupinu entomopatogennich hlistic tvoii 2 ¢eledi, a
to Heterorhabditidae a Steinernematidae. Obé¢ ¢eledi se podobaji pribéhem invaze a rychlosti
hynuti hostitele (Weiser a Mracek, 1988). Z fylogenetického hlediska netvofi tyto Celedi
monofyletickou skupinu, ale tento styl zivota vznikl nejméné dvakrat (Blaxter et al., 1998).
Celed® Steinernematidae Chitwood a Chitwood, 1937 v sou¢asné dobé zahrnuje rod
Steinernema Travassos, 1927 s cca 81 popsanymi druhy a rod Neosteinernema Nguyen a
Smart, 1994 s jedinym druhem. Kromé¢ téchto rodt Steiner, 1929 zavedl rod Neoaplectana.
Uvedl, Ze se lisi v povrchovych ¢astech hlavy od diive popsaného rodu Steinernema. Avsak
Mracek a Weiser (1979) a Mracek et al. (1981) provedli povrchovou studii hlavové ¢asti
obou zéstupct a zjistili, Ze neplati dosavadni rozliSeni rodt. Na zéklad¢€ stejného usporadani
papil Wouts et al. (1982) oznacili rod Neoaplectana jako mlad$i synonymum rodu

Steinernema.

2.2. Morfologie

Hlistovky rodu Steinernema maji dlouhé, nitovité télo bile zabarvené. Velikostné se
hlistovky v priibe¢hu vyvojového cyklu vyrazné li§i. Samice jsou vétsi nez samci. Velikost
téla dospélcti se pohybuje zhruba mezi 0,5 — 8§ mm, u samcti mezi 0,5-2 mm a u samic mezi
2,3-8 mm. Invazni larvy méii kolem 0,5 — 1,5 mm (Mracek et al., 1981). Stavba téla
hlistovek vykazuje pomérné jednoduchou bilateralni symetrii. Vnitini uspotfadani télnich
organti a rozmisténi papil na hlavé ma vsak urCity stupen radidlni symetrie. Kutikula
dospélct je mirné krouzkovand, kdy smérem k hlavovému konci se krouzkovani zhustuje a
termindlni ¢ast je hladkd. Oproti tomu kutikula invaznich larev je pravidelné krouzkovana

(Weiser a Mracek, 1988).
Kopula¢nim organem samic je ventralni vulva, jejiz vyusténi se nachazi tésné za
polovinou téla (Steiner, 1923). U samct jsou pomocnym paficim organem parové spikuly a

neparové gubernakulum (Chitwood a Chitwood, 1937).



2.3. Biologie a zivotni cyklus

2.3.1. Adaptace hlistovek pro Zivot v piidé a detekce hostitele

Invazni larvy hlistovek (larvalni stadia tfetiho instaru) jsou jedina stadia, kterd se
vyskytuji volné v pidnim prosttedi. Zde jsou ovliviiovany abiotickymi faktory, chorobami a
predatory. V pudnim prostifedi mohou prezit az nékolik mésici a za timto ucelem maji rtizna
ptizptisobeni (Griffin et al., 2005). Dokazou si zachovat kutilu z druhého vyvojového stadia,
ktera slouzi jako ochranna pochva proti vysychani a patogennim houbam (Timper a Kaya,
1989). Co se tyce potravy, invazni larvy piezivaji jen diky zasobam energie (Selvan et al.,
1993b; Fitters et al., 1999). Potravu piijimat nemohou, protoZe maji uzavieny ustni otvor
(Weiser a Mracek, 1988). Dalsim ze zplsobt adaptace proti neptiznivym podminkdm je
agregace. Je to zplsob chovani, pti kterém se hlistovky seskupuji. Hlistovky pii okrajich
shluku obvykle zahynou a tim vytvofi bariéru (Ishibashi a Kondo, 1990), ktera chrani ostatni
Cleny pred vyschnutim a slune¢nim zafenim (Wallace a Doncaster, 1964). Toto chovani

muze byt fizeno mechanickou ¢i dotykovou citlivosti hlistovek (Croll a Matthews, 1977).

Invazni larvy jsou schopny detekovat hostitele za pomoci riiznych smyslovych
organti. Na jejich hlavé je umistén par senzorickych organt, tzv. amphidd a papil, které

dokazou zachytit CO2 a dal$i metabolity uvoliiované hostitelem (Griffin et al., 2005).

2.3.2. Lokalizace, prinik a usmrceni hostitele

Invazni larva lokalizuje vhodného hostitele dle latek, které vylucuje a pohybuje se po
chemickém gradientu téchto latek smérem k hostiteli (Ishibashi a Kondo, 1990). Nalezne-li
vhodného hostitele, mtize do jeho hemocoelu pronikat skrz usta, fitni otvor nebo spirakula
(Bedding a Molyneux, 1982; Peters a Ehlers, 1994). Do hemocoelu larva ze svého stfeva
uvolni bakteridlniho symbionta, ktery se mnozi ve vyzivné hmyzi hemolymf€. Smrt hostitele

nastdva nasledkem bakteridlni septikémie asi po 24-48 hodinach (Griffin et al., 2005).

2.3.3. Zivotni cyklus hlistovek

Invazni larvy se po priniku do hostitele vyvijeji v larvy ¢tvrtého instaru, které se zivi
na bakteriich a nasledn¢ se pteméni v prvni, tzv. obii generaci. Dospélci se spafi a
z nakladenych vajicek se v mrtvém hostiteli vyvinou larvy, které ptes 4 instary dospéji
v dospélce druhé, tzv. normalni generace (Mracek a Weiser, 1988). Oplozené samice druhé

generace kladou vajicka a v ptipadé dostatku Zivin se vyviji jesté jedna az dvé generace.



Pokud jsou Ziviny vycerpdny, tak se zlarev druhého instaru vyvine invazni larva, ktera

opousti hostitele (Poinar, 1979; Adams a Nguyen, 2002).

2.3.4. Strategie hlistovek pri napadani hostitele

Podle toho jakym zptsobem invazni larvy vyhledavaji a napadaji hostitele, byly
Celedi Steinernematidae rozdeleny do dvou skupin (Lewis et al., 1992). Tzv. cruiser se
aktivné pohybuje a vyhledava spiSe sedentdrni hostitele. Tento zplsob chovani je typicky
napit. pro S. glaseri. Oproti tomu tzv. ambusher je nepohyblivy, ¢eka del§i dobu blizko
povrchu pudy a napadd zejména mobilni hostitele. Typicky ambusher je S. carpocapsae
(Lewis et al., 1992). Grewal et al. (1994) zjistili, ze S. feltiae se chova jako cruiser i jako
ambusher a takovou kombinaci strategii oznacili jako strategii ,,intermediate, neboli

prechodnou.

Jak bylo zminéno v kapitole 2.3.1., hlistovky jsou schopné detekovat hostitele dle
ruznych faktor. Urcujici faktor je oxid uhli¢ity a dal$i metabolity vychazejici z hostitele.
Obe¢ strategie hlistovek dokézou tyto stimuly vnimat, ale kazd4 jinym zptisobem. Ambusher
ma na tyto stimuly slabsi odpovéd’ a pohybuje se hlavné dle gradientu oxidu uhli¢itého, az
kdyZ je hostitel v blizkosti (Lewis et al., 1993). Cruiser na tyto podnéty reaguje mnohem

siln&ji, a na vétsi vzdalenost.

V souvislosti s vySe zminénymi strategiemi 1ze rozlisit tfi typy chovani hlistovek, tzv.
crawling, standing a jumping. Crawling je sinusoidni pohyb (Croll, 1970), ktery je pouzivan
k rozpoznavani chemickych podnéti hostiteli a podnétt z prostredi (Bargman a Mori, 1997;
Croll, 1970; Dusenberry, 1980; Huettel, 1986; Zuckerman a Jansson, 1984). Vyskytuje se u
skupiny cruiser (Lewis et al., 2005). Standing a jumping jsou typické pro skupinu ambusher.
Pii standingu larvy dokézi pozvednout velkou ¢ast svého téla ze substratu a balancuji na
svém ocasu (Campbell a Gaugler, 1993; Ishibashi a Kondo, 1990; Reed a Wallace, 1965).
V této imobilni fazi ¢ekaji na prochazejici hostitele (Campbell a Kaya, 2002). Jumping
funguje pti detekei hostitele, kdy larva prudce vyskoci a atakuje hostitele (Campbell a Kaya,
1999a).

Avsak situace se strategii ambusher - cruiser se v poslednich letech ukazala byt

vvvvvv

typicky druh se strategii ambusher. S touto teorii souhlasili i Hallem et al. (2011), avSak dle

experimentl usoudili, Ze S. carpocapsae je schopna k vyhleddvani hostiteli vyuzivat i



strategii cruiser. Nejenze je S. carpocapsae schopna reagovat na podnéty hostitele, obzvlaste
CO2 (Hallem et al., 2011), ale dle Torr et al. (2004) také silné reaguje na vzdalené vibra¢ni
podnéty v pudé. Diive mnoho studii dokazovalo, Ze S. carpocapsae je jako ambusher
nepohyblivd a napada spiSe mobilni hostitele. Tento nazor vSak vyvratili Jabbour a
Barbercheck (2008), kteti zkoumali lateralni pohyb této hlistice v kukuficném poli. Zjistili,
7e se dokaze pohybovat maximalni rychlosti 33.3 cm za den. Uz tento fakt ukazoval, Ze se
chova jako cruiser. Také mnoho experimentti dokazalo, ze S. carpocapsae napada krome
pohyblivych hostitelt i ty, ktefi Ziji hluboko v pudé, kryptické nebo nepohyblivé (Wilson et
al., 2011). Jednim z mnoha ptiklada je Gspésnd likvidace vyznamného evropského Skidce
borovic klikoroha borového (Hylobius abietis) (Leather et al., 1999). Larva tohoto sktidce se
vyviji a kukli se v kofenech hynoucich a uhynulych borovic, 40-50 cm pod povrchem ptdy
(Pye a Claesson, 1981). Jako typicky druh se strategii ambusher by S. carpocapsae neméla
byt schopna tohoto hostitele napadat. Usp&sné pouZiti S. carpocapsae v biologické kontrole
tohoto skidce (Dillon et al., 2007; Torr et al., 2007) ukazuje, Ze tento druh za urcitych
podminek vykazuje znaky chovani, pfipisované pouze druhim strategie cruiser. Z téchto
skute¢nosti tedy plyne, Ze teorie ambusher a cruiser plati pouze za uréitych podminek. Podle
Wilsona et al. (2011) jsou urcité druhy strategie ambusher jako je S. carpocapsae
adaptovany na Zivot v prostfedi jiném neZ je mineralni pada. Ziji v organické vrstvé jako je
raSelina, listovy opad, kiira a dfevo stromi a zde se dokazi chovat jako druhy se strategii
cruiser a regulovat zde sedentarni a kryptické hmyzi sktidce (Wilson et al., 2011). Pavodni
experimenty odliSujici ob¢ strategie byly ale provadény pouze na mineralnim substratu, a
predstavuji tak spiSe umélé rozdéleni, bez skute¢né ekologické relevance (Wilson et al.,

2011).

2.4. Hostitelské spektrum

Hlistovky jsou vhodné pro pouziti v biologické kontrole, protoze dokézi napadat
Siroké spektrum hostiteld. Jsou povazovany za druhové nespecifické, protoze jsou schopny
napadat nejen hmyz, ale i jiné bezobratlé (Izopoda, Symphyla, Chelicerata, Diplopoda)
(Bathon, 1996). Jelikoz jsou to ZzivoCichové véazani na Zivot v plidé, tak mohou za
pfirozenych podminek napadat pouze hostitele, kteii se v pidé, alesponn po urcity cas,
vyskytuji (Peters, 1996). Mezi takové hostitele patii hmyzi larvy ztadu Coleoptera,
Lepidoptera, Diptera, Hymenoptera (Peters, 1996). Hlistovky jsou pouzivany v biologickém

boji s mnohymi skidci z téchto fadu.



Proti detekei a infekei hlisticemi se vSak nékteti plidni Zivocichové (vEetné pidnich
Skidct) dokdZou brénit pouzitim rlznych strategii. Napiiklad celed’ vrubounoviti snizuji
infekci zvySenou rychlosti kaleni, kukly motyld minimalizuji chemické podnéty tim, Ze
snizuji produkci oxidu uhli¢itého nebo jej uvoliuji v malych davkach, bazlivec kukufi¢ny se
zavrtava do kotend, aby unikl pfed invaznimi larvami (Gaugler, 1988). Proti infekci si ¢asto
vytvaifi morfologickou obranu ¢i bariéru (napt. larvy kovatikti (Elateridae) (Eidth a
Thurston, 1995). Utvaii si napiiklad hedvabné kokony, pevnou kutikulu, tésné uzaviena

spirakula nebo sita, ktera pokryvaji spirakula (Gaugler, 1988).

Kromé téchto obran mohou byt hlistovky s bakteriemi vystaveny silné bunééné i
humoralni reakci hostitele. MiiZze dojit naptiklad k enkapsulaci (Peters a Ehlers, 1997), coz je
schopnost hmyzich hemocyti (krevnich bunék) shlukovat se kolem parazita a uzavtit ho do
mnohovrstevné kapsule (Poinar 1974; Ratcliffe 1982) ¢i fagocytdze bakterialnich bunék a
jejich zni¢eni pomoci antimikrobidlni aktivity hmyzi hemolymfy (Wang a Gaugler, 1999).
Hlistovky vSak spolupracuji s bakteriemi a v souc¢innosti mohou piekonat hmyzi imunitu

(Wang a Gaugler, 1999).

Vhodnym hostitelem pro hlistovky jsou hmyzi larvy, které nepouzivaji zminéné
strategie a jsou vybaveny kousacim ustnim ustrojim a maji hladkou kutikulu bez chlupt
(Weiser a Mracek, 1988). Dilezita je i velikost hostitele. Hlistovky mizou napadat velmi
malé hostitele, jako jsou napf. mSice (Mracek a Ruzicka, 1990) nebo larvy blechy
Xenopsylla cheopsis (Mracek a Weiser, 1983), ale vSeobecné je znamo, Ze ¢im vetsi je
hostitel, tim vétsi je produkce potomstva hlistovek (Lindegren et al., 1993; Shapiro-Ilan a

Gaugler, 2002).

2.4.1. Mezidruhové rozdily

Dle Peterse (1996) jsou nékteré druhy hlistovek spiSe generalisti se SirSim
hostitelskym spektrem (napt. S. feltiae), kdezto jiné druhy (napt. S. glaseri) jsou spise
specialisti s uzSim hostitelskym spektrem. Naptiklad hlistovka S. scapterisci napada
v piirozenych podminkéach zejména krtonozky rodu Scapteriscus (Nguyen a Smart, 1990).
Druh hlistovky S. scarabaei je nejspiSe specializovan na infekci larev vrubounovitych
broukt (Stock a Koppenhoefer, 2003). VétSina druht jsou pievazné generalisti se SirSim
hostitelskym spektrem. Je ziejmé, ze uzsi ptirozené hostitelské spektrum je déno spiSe

nedostatecnou nabidkou hmyzu, nez schopnosti hlistovek infikovat pouze malou c¢ast



hostitelského spektra. Napt. u jiz zminéné S. scapterisci bylo v laboratofi zjisténo, Zze dokaze

infikovat 1 velké mnozstvi jiného hmyzu (Grewal et al., 1993).

2.5. Symbiotické bakterie

2.5.1. Taxonomie

Celed” Steinernematidae Zije v symbidze s bakterii rodu Xenorhabdus (eled
Heterorhabditidae Zije v symbidze s bakterii rodu Photorhabdus). Rod Xenorhabdus a
Photorhabdus tadime ke skupiné gramnegativnich bakterii z Celedi Enterobacteriaceae
patfici do tzv. y - podtiidy Proteobakterii (Boemare, 2002). Nékteré druhy téchto bakterii se
vyskytuji pouze u jednoho druhu hlistovky, jako je napiiklad X. nematophilus u druhu S.
carpocapsae, jiné jsou spole¢né vice druhim hlistovek napt. X. bovienii u druht S. feltiae, S.

affine, S. kraussei, S. intermedium (Akhurst a Boemare, 1988).

2.5.2. Symbidza s hlistovkami

Bakterie jako symbionti hlistovek maji fadu vlastnosti, které zasadn¢ ovliviuji jejich
zivotni cyklus. Hlistovky slouzi jako vektor, pomoci kterého jsou symbionti pieneseni do
hemocoelu hostitele. Zde bakterie vétSinou zdolaji imunitni systém a uvolnénim toxin
zabiji hostitele (Boemare, 2002; Forst a Clarke, 2002). Bakteridlni symbionti jsou schopni
uvolnovat tzv. bakteriociny (Davis et al., 1968), které chrani mrtvé télo hostitele proti
napadeni saprofytickymi mikroorganismy i proti hmyzim mrchozroutim (Han a Ehlers,
1998; Poinar a Thomas, 1966; Poinar et al., 1977). Nejvétsi vyznam vSak maji v poskytnuti
vyzivného média pro vyvoj a reprodukci hlistovek (Griffin et al., 2005). Bakterie se bez
hlistovek nevyskytuji (vyjimkou je P. asymbiotica, coz je lidsky patogen, ktery patrné nezije
v symbidze s hlistovkami (Fischer-Le Saux et al., 1999), stejné tak se hlistovky nevyskytuji
v piirozenych podminkach bez svého symbionta. V experimentdlnich podminkiach mohou
hlistovky konzumovat rizné bakterie, disledkem je vSak sniZeni jejich riistu a produkce

potomstva (Aguillera a Smart, 1993).

Bakterie se vyskytuje ve dvou odlisnych fazich. V prvni fazi (vegetativni) se
vyskytuje v hostiteli, kde zije v nadbytku zivin (Griffin et al., 2005) a ve druhé fazi
(foretické) je uchovana ve stfevnim vacku invaznich larev, kde po dlouhou dobu nepiijima

zadné Ziviny (Bird a Akhurst, 1983).

Hlistovky si nejlépe udrzi pouze svou vlastni symbiotickou bakterii, avSak dokazou

konzumovat i nesymbiotickou bakterii (napf. FE.coli) nebo v nekterych piipadech i
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bakteridlntho symbionta jiného druhu hlistice (Sicard et al., 2003). To vede ovSem

k pomalej§imu ristu a snizené reprodukei.

2.6. Hlistovky v biologické kontrole

2.6.1. Vyznam

Uz nékdy od roku 1970 mnoho zemi jevi zajem o vyzkum entomopatogennich hlistic
a jejich bakteridlnich symbiontii. Zijem o hlistice se projevil zdivodu nedostatku
efektivnich a k piirod¢ Setrnych prostredkii, které by zlikvidovaly hmyzi sktidce (Klein,
1990). Divodem je také moznost masové produkce hlistic (Friedman, 1990). Zde se mohou
rozlisit dvé metody produkce, a to in vivo a in vitro. Metody in vivo jsou technicky
jednodussi. Jsou zalozeny na kultivaci hlistovek na zivém hostiteli. Metody in vitro jsou
finan¢né nékladné&jsi, co se tyCe vybaveni, ale produkce larev je levnéjsi (Ehlers a Shapiro-

Ilan, 2005). Metody in vitro jsou rozdéleny na mnoZeni v pevném a kapalném médiu.

Mnozeni na pevném médiu bylo poprvé provedeno na dvourozmérnych nadobach
napf. Petriho miskach s pouzitim rtiznych medii (Hara et al., 1981; Wouts, 1981). Nasledné
byl vynalezen trojrozmérny systém, ktery obsahoval kulturu nematodli na polyuretanové
péné (Bedding, 1981). Kapalné medium bylo smichano s pénou, autoklavovano, poté
nao¢kovano bakterii a nasledn¢ pokryto hlisticemi. Hlistice byly sklizeny béhem 2-3 tydnt
(Bedding, 1981; Bedding, 1984). V tomto postupu bylo medium zaloZeno na Zivoc¢iSnych
produktech (napf. vepfové ledviny ¢i driibezi vnitinosti), ale pozdé€ji byly pouzity rdzné
ingredience napf. pepton, kvasnicovy extrakt, vajicka, sojovou mouku a jiné (Han et al.,
1992; 1993). Bedding (1981) tento postup rozsifil o provzdusnény autoklavni ,,vak*. Dalsi
pokrok se tykal zavedeni automatického autokldvovéani, soubézné inokulace nematodi a

bakterii, automatického sklizeni pfes centrifugacni filtry (Gaugler a Han, 2002).

V metodach kapalného media jsou nejprve naneseny bakterie, poté hlistice (Buecher
a Popiel, 1989; Surrey a Davies, 1996; Strauch a Ehlers, 2000). Jsou zde pouzivany rizné
ingredience napi. sdjova mouka, extrakt z kvasnic, kukufi¢ny olej, vajecny zloutek, extrakt
z jater a jiné (Surrey a Davies, 1996; Ehlers et al., 2000; Yoo et al., 2000). Doba kultivace se
lisi v zavislosti na mediu a druzich, miize trvat az 3 tydny (Surrey a Davies, 1996; Chavarria-
Hernandez a de la Torre, 2001). N¢které druhy mohou dosdhnout maxima produkce

invaznich larev ve 2 tydnech i méné (Friedman 1990; Ehlers et al., 2000; Neves et al., 2001;



Strauch and Ehlers, 2000; Yoo et al., 2000). KdyZ je kultura zhotovena, hlistice mohou byt

sklizeny z media pomoci centrifugace (Surrey a Davies, 1996).

2.6.2. Aplikace

Hlistice jsou v biologické ochrané rostlin zatim pouzivany méné nez jiné biologické
prosttedky. Pficinou mtze byt vysoka cena a relativné nesnadné pouziti. Je totiz dulezité je
aplikovat ve vecernich hodinach, aby byly uchranény pted slunecnim zafenim. Nékdy je
nezbytnosti hlistice pfimo vpravit do pidy ¢i po aplikaci provést zalivku. V dnesni dob¢ je
nejrozsitenéj$i metodou plosny stiik. V minulosti se uvazovalo i nad metodami ohniskové a
pasové aplikace v bezprostiedni blizkosti rostlin. Diivodem byla snaha o sniZeni spotifeby
hlistic. Avsak hlistice maji v pfirozeném prostfedi mnoho neptatel, ktefi je napadaji a jejich
mnozstvi se mize snizit az pod hranici repelentniho u¢inku. A proto se musi dle potieby

osetfeni opakovat kazdy rok.

V dnesni dobé jsou v biologické ochrané¢ rostlin pouzivany tyto druhy hlistic:
Steinernema carpocapsae, S. riobrave, S, feltiae, S. kraussei, S. scapterisci, Heterorhabditis
bacteriophora, H. megidis, které jsou uspésné¢ pouzivané k regulaci sktidct, jako jsou napi.
lalokonosec ryhovany (Otiorhynchus sulcatus) a listokaz zahradni (Phyllopertha horticola)
napadani pfevazné zastupci rodu Heterorhabditis. S. feltiae se pouziva v boji proti riznym
housenkdm a larvdm dvoukiidlych (obale¢ jable¢ny (Cydia pomonella), osenice (Agrostis
sp.), muchnicoviti (Bibionidae) a S. scapterisci k redukovani populace krtonozky obecné

(Gryllotalpa gryllotalpa) (Nermut’ et al., 2012).

2.7. Kompetice

2.7.1. Obecné pojeti kompetice

Kompetice je druh interakce, pti které jeden organismus konzumuje zdroj, ktery mohl
ziskat a spotfebovat jiny organismus (Begon et al., 1997). V dusledku toho ma jiny
organismus k dispozici nedostatek zdroji a tim padem pomaleji roste, produkuje méné
potomstva a jeho zivot je v ohrozeni (Grover, 1997). Obecné lze kompetici definovat jako
pfimou ¢i nepfimou interakci organismu, ktera vede ke zméné jejich fitness (Holomuzki et
al., 2010). Pfimo na sebe piisobi jednotlivei pii tzv. interferencni kompetici, kdy se jeden
druh chova agresivné, aby zabranil jinému druhu dostat se ke zdroji. Neptimo se ovliviyji
jedinci pii tzv. exploataéni kompetici. Zde se organismy snazi vyuzivat stejny zdroj, ktery

tim spotfebovavaji (Lang a Benbow, 2013). Pfi tzv. aparentni kompetici na sebe jedinci
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pusobi také neptimo. Zde jedinci nesoutézi o zdroj, ale oba jsou kofisti ¢i hostiteli stejného
predatora ¢i parazita (Hatcher et al., 2006). Kompetice je také jednim z mnoha na sebe
pusobicich abiotickych a biotickych faktort, které ovliviiuji strukturu spolecenstva (Sahney
et al., 2010). Mize nastat mezi pfislusniky téhoz druhu (vnitrodruhovd) ¢i jedinci druht
rozdilnych (mezidruhova) (Chesson, 2000). Jedinci téhoz druhu maji vétSinou stejné naroky
na zdroje ve svém prostiedi, kdeZto piisluSnici rozdilnych druhd maji spiSe odlisné

pozadavky (Begon et al., 1997).

Vnitrodruhova kompetice se tyka jedinct téhoz druhu, ktefi maji podobné pozadavky
na to, aby mohli ptezit, rist a rozmnozovat se, ale jejich spolecnd potieba néjakého zdroje
muze prevysit jeho stavajici zadsobu. V dusledku toho si jedinci konkuruji a nékterému z nich
je zdroj odepfen (Begon et al., 1997). Je to dulezita sila v ekologii a je zodpovédna za
fenomén, jako je rozSifeni a teritorialita. Je primarni pfi¢inou regulace populace, ktera

nastane pfi zvyseni hustoty populace (Mackenzie et al., 1998).

Mezidruhova kompetice spoc¢iva v tom, ze délku Zivota, plodnost ¢i rlst jedincd
jednoho druhu omezuji svou pfitomnosti jedinci jiného druhu, ktetfi od¢erpavaji zdroje nebo
pusobi jinou interferenci (Fedriani et al., 2000). Je vyjadienim piekryvani ekologickych nik
(potravnich, prostorovych, ukrytovych apod.). Nejintenzivngj$i kompeti¢ni vztahy jsou
v hrani¢nich mezich piekryvajicich se nik (Rajchard et al., 2002). Mezidruhova kompetice
muze ovliviiovat popula¢ni dynamiku konkurujicich druh riznymi zplsoby a tato
dynamika muze zase ovlivnit rozmisténi druhd a v ¢asovém hledisku nutné i jejich evoluci.
Distribuce druhii a pocetnost jejich populaci navic urcuji i slozeni spolecenstev, ve kterych
ziji. Evoluce pak pomoci mezidruhovych interakci ve spolecenstvech zpétné plsobi na

rozmisténi a dynamiku jednotlivych druhti (Townsend et al., 2010).

Mezidruhova kompetice miize byt utlumena riznymi mechanismy a rozdilné druhy
organismi spolu mohou koexistovat. Pokud je nadbytek potravnich zdroji (Chesson a
Huntley, 1989; Carton et al., 1991) ¢i jejich rozdilné vyuziti (Schlyter a Anderbrandt, 1993)
pak mohou koexistovat. Vyssi nadchylnost jednoho druhu organismu k predatorovi mize vést

také k potlaceni kompetice (Norrdahl a Korpimiki, 1993).
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2.8. Kompetice u EPN

2.8.1. Vnitrodruhova kompetice

Vnitrodruhovéa kompetice postihuje populaci hlistovek. Pokud do téla hostitele
pronikne vét$i mnozstvi invaznich larev nez je optimalni hodnota, nastdva vnitrodruhova
kompetice (Kaya a Koppenhdofer, 1996). Tato optimalni hodnota ovSem zavisi na velikosti a
typu hostitele i na druhu hlistovky. Naptiklad u zavijece voskového (Galleria mellonella) se
hodnota pohybuje v rozmezi 50 — 100 larvami na jednoho hostitele (Selvan et al., 1993;
Koppenhofer a Kaya, 1995). Pokud je optimalni hodnota piekrocena, vznikla vnitrodruhova
kompetice ma negativni dopad na rast a reprodukei hlistovek. Pokud do hostitele pronikne
vice larev, nez je jejich kritické mnozstvi, hlistovky se nereprodukuji a hynou. Kritické
mnozstvi larev v hostiteli je taktéz zavislé na druhu hlistovky a hostitele. U zavijece
voskového se tato hodnota pohybuje mezi 150 — 300 larvami na hostitele (Selvan et al.,

1993; Koppenhofer a Kaya, 1995).

Wouts (1980) uvedl, Ze pokud je populacni hustota hlistic uvniti hostitele velka,
larva L1 se vyviji do larvy L2. Pfi nizké populac¢ni hustoté¢ (pfi vhodnych Zivotnich

podminkach) ihned do larvy L4.

S vnitrodruhovou kompetici nejspi§ souvisi uvoliiovani invaznich larev z hostitele.
Larvy se mohou uvoliiovat diive ¢i pozdé€ji a dle toho se odliSuji v urcitych vlastnostech.
Rané formy invaznich larev jsou vétsi a maji vétsi pomér samcetli neZ pozdni formy (Lewis a
Gaugler, 1994; Nguyen a Smart, 1995; Stuart et al., 1996). V rané formé ma larva nejvetsi
schopnost nalézt a infikovat hostitele a poté se v ném rozmnozit. Larvy, které se uvolni
pozdéji, takovou moznost nemaji. Musi se §itit dale, aby nalezly neinfikovaného hostitele.
Mohou také napadnout hostitele, ktery byl jiz infikovan ranymi larvami, které se v ném
vyviji a reprodukuji. Tim padem maji pozdni larvy mensi uspéch v reprodukci. Odlisnost
mezi témito formami se pravdépodobné netyka strategie ambusher (Kaya a Gaugler, 1993).
Lze vSak ptedpokladat, Ze existuji mechanismy, které mohou vnitrodruhové kompetici u

obou strategii pfedchazet.

2.8.2. Mezidruhova kompetice

Vliv kompetice

Mezidruhova kompetice nastava, kdyz do jednoho hostitele souc¢asné vnikne vice

druhii hlistovek. Vysledkem byva nejcastéji prevladnuti jednoho druhu hlistovky, méné
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Castym ptipadem je imrti obou druhti hlistovek (Allatorre-Rosas a Kaya, 1990), nebo mohou
prezit a rozmnozit se oba druhy (Akhurst, 1983). Hlistovky roda Heterorhabditis a
Steinernema mohou spolecné infikovat hostitele, ale spole¢né se dal nemohou vyvijet, a
jedna hlistovka pievladne (Alatorre-Rosas a Kaya, 1990). Oproti tomu rtizné druhy z ¢eledi
Steinernematidae napadaji hostitele a oba druhy jsou schopny se v ném dal vyvijet (Kondo,
1989; Koppenhofer et al., 1995). Kompetice ma vSak do urcité miry negativni dopad na
hlistovky. Kondo (1989) pozoroval larvy muiry (Spodoptera litura) koinfikované druhy S.
glaseri a S. feltiae, které produkovaly smiSené potomstvo a druhy S. carpocapsae a S.
glaseri, u kterych byla S. carpocapsae kompetitivné silnéjsi. Zde bylo zpozorovano 80%
sniZzeni potomstva S. glaseri, zatimco S. carpocapsae nebyla ovlivnéna. U zavijece
voskového (Galleria mellonela) koinfikovaného stejnymi druhy, byla zpozorovana redukce
potomstva obou druhti (Koppenhofer et al., 1995). Ptiza a Mracek (2009) experimentalné
infikovali zavijece voskového druhy S. affine a S. kraussei. Dle této studie méla S. kraussei
pozitivni vliv na S. affine. Ztejmé pomohla S. affine ptekrocit imunitni systém hostitele a
navysit mnozstvi bakterialniho symbionta. V hostitelich infikovanych diive S. kraussei byl
vysledek podobny simultanni infekci a S. affine byla dominantni v hostitelich jiz zahubenych
druhym druhem. Dle San-Blas et al. (2008) né¢které druhy entomopatogennich hlistic
preferuji uhynulé hostitele pfed Zivymi, nemusi tak piekondvat obranné mechanismy
hmyziho imunitniho systému. Avsak hlistice, kterd infikuje hostitele nakazeného jinou
hlistici ptili§ pozdé, se muze stfetnout s dobfe vyvinutym potomstvem tohoto druhu. Dle
vyzkumu Puzi a Mracka (2009) je patrné nejvhodnéjsi, aby byl hostitel infikovan S. kraussei
24 hod pted aplikaci S. affine. Pti tomto postupu byla u S. affine zpozorovana nejvyssi
produkce potomstva. Navzdory pozivnimu vlivu S. kraussei na S. affine, méla dle Puzi a
Mracka (2010) naopak S. affine negativni vliv na S. kraussei. Pti smiSené infekci Galleria
mellonela se S. kraussei vyhybala koinfekei s S. affine, coZ je nejspi$ klicovy faktor pro S.
kraussei. Patrn€ diky lepsi pohyblivosti v pud¢, invazni larva S. kraussei se mize rozsifovat
do mist neobsazenych S. affine. Bylo prokazano, Ze polovina mist s vyskytem S. kraussei
nebyla obsazena S. affine a S. kraussei se tak mohla rozmnozovat bez negativniho ptisobeni
S. affine. Za téchto okolnosti mohou hlistovky stejného druhu vytvaret shlukovité distribuce

a koexistovat tak s jinymi druhy hlistovek (Ptza a Mracek, 2010).
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Mechanismy piedchdzeni kompetici

Negativni vlivu, ktery pievladd v mezidruhové kompetici, se hlistovky snazi ur¢itymi
mechanismy ptredchazet. Jak bylo zminéno v pfedchozi kapitole, hlistovky jsou v pfirozeném
prostiedi shlukovité rozmisténé (Spiridonov et al, 2007; McGraw a Koppenhdéfer, 2009), coz
muze redukovat jejich interakce a tim tak pfispivat k jejich vzdjemnému souziti (Kaya a
Koppenhofer 1996; Stuart et al., 2006). Dal$im faktorem, ktery napomaha jejich koexistenci,
mohou byt rozdilné strategie v napadani hostitele (tzv. foraging strategy, zminéné v kapitole
2.3.4.). Se strategii souvisi rozdilny vybér hostitelti a vertikalni distribuce (Alatorre-Rosas a
Kaya, 1990; Koppenhofer a Kaya, 1996a). Avsak tyto foraging strategy jsou spiSe
kontinuum mezi dvéma extrémy (Campbell a Gaugler, 1997) a vétSina druhli ma stejnou,

tzv. intermediate strategy (Piza a Mracek, 2010).

Vliv symbionta

Na mezidruhovou kompetici ma patrné vyznamny vliv bakteridlni symbiont.
Pisobenim symbionta mohou byt nékteré druhy hlistovek dominantni vi¢i jinym druhim
(Koppenhofer et al., 1995), coz vede k rychlejsimu vyvoji a rozmnoZovani. Vitézem se
patrn¢ stava ten druh hlistovky, jehoz bakterie se dokdze na hostiteli nejrychleji namnozit
(Kaya a Koppenhofer, 1996). Akhurst (1982) usoudil, Ze antibiotika produkované bakteriemi
jednoho druhu hlistovek rozdilné inhibuji bakterialni symbionty jinych druhi hlistovek. Bylo
ukazano, ze kdyz je nedostatek inhibi¢nich vlivii mezi bakteriemi odlisnych druht hlistic,
hlistice mohou koexistovat na stejném hostiteli (Akhurst, 1982). Dva druhy hlistovek z rodu
Steinernema maji velkou pravdépodobnost spoleéného souziti, pokud se dokazou zivit na
bakteridlnim symbiontu jiného druhu (Akhurst, 1983; Dunphy et al., 1985). Avsak
Photorhabdus z celedi Heterorhabditidae nedokéze zit s Xenorhabdus z Celedi
Steinernematidae, jelikoz produkuje bakteriociny, které Photorhabdus zabijeji (Boemare,
2002). Ptza et al. (2013) zkoumali vliv bakteridlnich symbiontli na mezidruhovou kompetici
druhti hlistovek S. kraussei a S. affine. Axenické larvy obou druht byly kultivovany
samostatné a ve smési na jedné bakterii a na smésnych bakteriich na Wouts agarovych
plotnach. Dle vysledkd se S. affine byla schopna vyvijet a produkovat Zivotaschopné
potomstvo na bakteridlnim symbiontu S. kraussei. Nezpozorovala se ani zddnd odliSnost
v délce cyklu ¢i reprodukei, ve velikosti larev a obsahu tuku S. affine v symbioze s vlastni
bakterii. AvSak S. kraussei se byla schopna dobfe vyvijet a rozmnozovat jen na své
symbiotické bakterii, rist na symbiontu S. affine byl zanedbatelny. Tyto experimenty mohly
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vysvétlit predesly vyzkum, kdy byla pozorovana vyrazna dominance S. affine nad S. kraussei
(PGza a Mracek, 2009). Tato fakta také mohou pfispét k porozuméni vztahu mezi
hlistovkami a jejich bakteridlnim symbiontem (PGza et al., 2013). Pro dukladngjsi
porozuméni roli bakteridlniho symbionta v kompetici entomopatogennich hlistic je nutné

tento vyzkum opakovat s dalSimi druhy.
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3. METODIKA

3.1. Pouzité hlistice

V experimentech byly pouzity entomopatogenni hlistice Steinernema affine, kmen
J006, pochazejici z jablofiového sadu u Cheléic v Jiznich Cechéach (soufadnice 49 06.380N
14 09.320E), a Steinernema feltiae, komeréni kmen ENTONEM (dale ENT) (Biocont
laboratory). V nékterych experimentech byla pro srovnani pouzita Steinernema affine, kmen

V, pochazejici z lokality Vrbenské rybniky (48 59 38.391N, 14 26 14.534E).

Pro veskeré ndkazy byly pouzity housenky posledniho larvalniho instaru zavijece

voskového (Galleria mellonella) z laboratorniho chovu.

3.1.1. Izolace bakterii

Nakazena housenka (cca 24 hodin od infekce) byla povrchové sterilizovana po dobu
5 minut v 99 % etanolu. Poté byla ve flowboxu odstfizenim panozky odebrana hemolymfa,
ktera byla sterilni klickou rozetiena na NBTA agarovou plotnu (skladajici se z 37 g
standardniho vyzivného agaru (Merck), 25 mg bronthymolové modii (Sigma), 1 1
destilované vody, 4 ml 2,3,5-Triphenyl-tetracoliumchloridového roztoku (1%, sterilni
filtrovany) (Akhurst, 1980). Jednotlivé kolonie vykazujici znaky bakterii rodu Xenorhabdus
byly pieneseny do tekutého YS media a inkubovany na tiepacce (180 rpm) v teplote 22°C.

3.1.2. Priprava axenickych hlistic
Nakazy byly provedeny v Petriho miskach (primér 9 cm) na filtracnim papiru. Poté
se nakazovalo davkou piiblizné 80-100 larev na housenku. Petriho misky byly ulozeny v

temné mistnosti o teploté cca 20°C.

3.1.3. Izolace a sterilizace vaji¢ek hlistic

Z housenek byly po 4-5 dnech od nékazy vypitvany oplodnéné samice hlistic, které
byly vlozeny do zkumavek s nastiihanymi ziletkami a nasledné vortexovany, nez se uvolnila
vajicka. Vysledna suspenze s vaji¢ky byla prelita pies uhelonovy filtr (velikost ocka 40 pum)
do mikrozkumavky (1,5 ml). Do mikrozkumavky byl pfidan RingerGv roztok (1 ml), vSe
bylo zcentrifugovano po dobu 1 minuty pii 2 tis. otdCkach a nasledné¢ byl odstranén
piebyteény supernatant. Tento krok se opakoval jesté nejméné 2x. Dale byl uz pokus
provadén ve sterilnim flowboxu. Z mikrozkumavky byl do sterilni mikrozkumavky pienesen

pelet (suspenze vajicek) a ptidan sterilni Ringertiv roztok (1 ml). Byla provedena
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centrifugace po dobu 1 minuty pti 2 tis. otdCkach. VSechen supernatant byl odsan a byl
pfidan 1 ml steriliza¢niho ¢inidla. Nasledné byly mikrozkumavky protfepany v ruce po dobu
4 minut a centrifugovany 2 minuty pii 4 tis. otackach. VSechno sterilizacni ¢inidlo bylo
odstranéno a piidano sterilni medium YS (yeast solution). Po dobu 1 minuty pii 4 tis.
otackach byla provedena centrifugace, poté byl odstranén supernatant a opakovani probéhlo
jesté jednou. Poté byla suspenze s vajicky nasana a pienesena po 350 pl do kultivaéni
desticky (24 jamek). Pro kontrolu bylo naneseno 350 pul sterilniho YS. Nasledné¢ byla
plastova kultivaéni desti¢ka prelepena parafilmem a zanesena do temné mistnosti. Cekalo se
2 dny pro kontrolu uspés$nosti sterilizace. Kontaminace by se projevila zakalenim jinak

¢irého roztoku s vajicky. Z vajicek se béhem této doby vylihly larvy prvniho instaru (L1).

3.1.4. Naneseni hlistic a bakterii na agarové plotny

Na agarovych plotnach byl pouzit tzv. Woutstiv agar (Wouts 1981) skladajici se ze 16
g vyzivného bujénu (Difco), 12 g Bacto® agaru (Difco), 5 g slunecnicového oleje na 1 1

destilované vody.

Ve flowboxu byla na kazdou Petriho misku ozehlou ockovaci klickou nanesena
bakterialni kultura a poté cca 30 axenickych L1. S Petriho miskami se fadné zatfepalo o
podlozku, aby se bakterie s hlisticemi rozprostiely po povrchu agaru. Nasledné byly

jednotlivé Petriho misky ptelepeny parafilmem a ponechény inkubaci v temné mistnosti.

Zkoumané hlistovky byly jednotlivé a v kombinaci nandSeny se vSemi kombinacemi
bakterii. V Tab. 1 je uvedeno, jaké kombinace hlistovek a bakterii byly pouzity. Pro kazdou
kombinaci hlistic a bakterii bylo zaloZzeno 10 Petriho misek a kazda série méla dvé

opakovani.

3.1.5. Pozorovani vyvoje hlistic na agarovych plotnach
V pribéhu 2-3 tydnl byl pozorovan vyvoj hlistic (rostoucich na bakterialni kultufe).
V ptipadé¢ druhové smeési byla sledovana piitomnost obou druhd, konkrétné samci

rozpoznatelnych dle spikul.
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Tab. 1. Testované kombinace hlistic a bakterii.

Hlistice

Bakterie

S. feltiae ENT
S. feltiae ENT
S. feltiae ENT
S. affine J006
S. affine J006
S. affine 1006

X bovienii J006
X bovienii ENT
X. bovienii JO06 + X. bovienii ENT
X bovienii J006
X bovienii ENT
X. bovienii JO06 + X. bovienii ENT

S. affine J006 + S. feltiae ENT
S. affine J006 + S. feltiae ENT
S. affine J006 + S. feltiae ENT

X. bovienii ENT
X. bovienii J006
X bovienii JO06 + X. bovienii ENT

S. feltiae ENT
S. feltiae ENT
S. feltiae ENT

X bovienii ENT
X. bovienii V
X. bovienii ENT + X. bovienii V

S. feltiae ENT + S. affine V
S. feltiae ENT + S. affine V

X bovienii ENT
X bovienii V

3.1.6. Sklizeni hlistic z agarovych ploten

Agarové plotny s hlisticemi byly prolity sterilni vodou, pfelity do zkumavky a
ponechany sedimentaci. Poté byl sediment pfenesen na sitko, které bylo umisténé v Petriho
misce a prolité sterilni vodou. Hlistice byly ponechany na sitku, dokud invazni larvy
neprolezly. U druhovych smési bylo hodnoceno zastoupeni obou druhii ve vysledném

potomstvu.

3.1.7. Méreni velikosti hlistic a obsahu tuku

Pfiblizné 2 ml roztoku hlistic byly umistény do zkumavky, do které byl pfidan 1 ml
ethanolu a 1 ml olejové Cervené, a byly ponechdny inkubaci v 60°C po dobu 20 minut. Poté
byly hlistice ponechany sedimentaci a s pomoci Pasteurovy pipety byl odsan piebyte¢ny
supernatant. Nasledné bylo ptiddno 5 ml glycerolu a hlistice ponechany pies noc v mistnosti
o pokojové teploté. Po uplynulé 1hité byla pod mikroskopem u 30 jedincti zmétena délka a
obsah tuku. Obsah tuku, byl ur¢en podle stupnice od 1 (bezbarvé) do 8 (nejvice zbarvené)
(Croll, 1972; Patel et al., 1977). V tomto experimentu byly pouzity studované hlistice S.
affine J006 a S. feltiae ENT, S. affine V zde pouzita nebyla.
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4. Vysledky

Vysledky z pozorovani vyvoje hlistic na agarovych plotnach jsou uvedeny v Tab.
1., Tab. 2., Tab. 3. a Tab. 4. Vysledky z méteni velikosti hlistic a obsahu tuku jsou uvedeny
na Grafu 1 a Grafu 2.

4.1. Vliv bakterii na rust S. feltiae ENT a S. affine J006

Z tabulky 1 je patrné, ze S. feltiae ENT dokaze rtst na bakterii X. bovienii J006, i
kdyZ je mirn¢ negativné ovlivnéna, jelikoz na 30% misek k rozmnoZeni nedoslo. Je schopna
rust na vlastni bakterii (X. bovienii ENT) a na kombinaci obou bakterii. S. affine J006 je

schopna rist na obou bakteriich jednotlivé i v kombinaci bez znamek negativniho ovlivnéni.

Tab. 1. Rist S. feltiae ENT a S. affine J006 na bakteriich X. bovienii ENT a X. bovienii J006.

Hlistice Bakterie Vyvoj RozmnozZovani

S. feltiae ENT X bovienii J006 Ano Ano (pouze 70% misek)
S. feltiae ENT X bovienii ENT Ano Ano

S. feltiae ENT X bovienii J006 + X. bovienii ENT Ano Ano

S. affine J006 X bovienii J006 Ano Ano

S. affine J006 X bovienii ENT Ano Ano

S. affine J006 X bovienii J006 + X. bovienii ENT Ano Ano

Z tabulky 2 je patrné, ze S. feltiae ENT a S. affine J006 se jsou schopny pii spolecné
inokulaci na bakterii X. bovienii ENT vyvijet a rozmnoZovat, ve vysledném potomstvu S.
feltiae ENT mirn¢ ptevladla. Pti ristu na bakterii X. bovienii JO06 se S. feltiae ENT neni
schopna vyvijet a produkovat potomstvo, na téchto miskach se tedy rozmnozila pouze S.
affine J006. Pii ristu na kombinaci obou bakterii se oba druhy hlistovek vyviji a reprodukuji,

ale ve vysledném potomstvu pievlada S. affine.
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Tab. 2. Rist S. affine J006 a S. feltiae ENT pfi spoleéné inokulaci na riznych bakteriich a

podil obou druhti na vysledném potomstvu.

Hlistice Bakterie Vyvoj Reprodukce Potomstvo
S. feltiae ENT Ano Ano 60%
X bovienii ENT
S. affine J006 Ano Ano 40%
S. feltiae ENT Ne Ne -
X bovienii J006
S. affine 1006 Ano Ano 100%
S. feltiae ENT Ano Ano 30%
X bovienii JO06 + X. bovienii ENT
S. affine J006 Ano Ano 70%

4.2. Vliv bakterie na kvalitu invaznich larev

Tukova zasoba druhti hlistovek S. feltiae ENT a S. affine J006 se lisila (F= 4.06;
p<<0.01). Z grafu 1 je vSak patrné, Ze se liSila jen v urCitych ptipadech. Zasoba tuku S.
feltiae ENT byla pfi rdstu na vlastni bakterii priikazné niZs$i oproti ristu na bakterii X.
bovienii J006 (p=0.03) a v porovnani s ristem S. affine J006 na kombinaci obou bakterii byla
také prikazné nizsi (p=0.002). Dale pak méla mensi tukovou zasobu S. affine JO06 rostouci
na vlastni bakterii oproti ristu na kombinaci obou bakterii (p=0.03). Ostatni kombinace

druhti hlistovek a bakterii se nelisily.

Délka téla hlistovek se prukazné lisila. (F = 35.88; p<<0.01). Z grafu 2 je patrné, ze
délka téla S. feltiae ENT byla pfi rastu na vlastni bakterii, na bakterii X. bovienii J006 a na
kombinaci obou bakterii prikazné vétsi nez délka téla S. affine JO06 rostouci na stejné
kombinaci bakterii (p<<0.01). Délka téla S. feltiae ENT byla pii rastu na bakterii X. bovienii
JO06 mensi nez pfi rastu na vlastni (p=0.003) a na kombinaci obou bakterii (p=0.02). Délka
téla S. affine JO06 se pti ristu na vlastni bakterii, na bakterii X. bovienii ENT a na kombinaci

obou nelisila.
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Graf 1. Tukova zéasoba S. feltiae ENT a S. affine J006 pti rustu na X. bovienii ENT (XbF) a
X. bovienii JO06 (XbA).
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Graf 2. Délka téla S. feltiae ENT a S. affine J006 pii rustu na X. bovienii ENT (XbF) a X.
bovienii J006 (XbA).
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4.3. Kompetice S. feltiae ENT a S. affine V
7 tabulky 3 je ziejmé, ze S. feltiae, jak jiz bylo vySe zminéno, je schopna rist na
vlastni bakterii, ale nedokéze se vyvijet a reprodukovat na bakterii X. bovienii V. Na

kombinaci obou bakterii byla schopna vyvoje a reprodukce na vétsing misek.

Tab. 3. Rust S. feltiae ENT na bakteriich X. hovienii ENT a X. bovienii V.

Hlistice Bakterie Vyvoj Rozmnozovani
S. feltiae ENT X bovienii ENT Ano Ano

S. feltiae ENT X bovienii V Ne Ne

S. feltiae ENT X bovienii ENT + X bovienii V Ano Ano*

* na 80% misek
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7 tabulky 4 je zfejmé, Ze pii spolecné inokulaci S. feltiae ENT a S. affine V na
bakteriich obou druhti byl rist S. feltiae ENT potlacen, ale S. affine V se vyvijela a

produkovala potomstvo.

Tab. 4. Rust S. affine V a S. feltiae ENT pfi spole¢né inokulaci na riiznych bakteriich a podil

obou druhii na vysledném potomstvu.

Hlistice Bakterie Vyvoj Reprodukce Potomstvo
S. feltiae ENT Ano Ne -

X bovienii ENT
S. affine V Ano Ano 100%
S. feltiae ENT Ne Ne -

X bovienii V
S. affine V Ano Ano 100%
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S. Diskuse

5.1. Vliv bakterii na vyvoj hlistovek

Bakterialni symbiont ma v zivotnim cyklu hlistovek velky vyznam. Dokaze ptekonat
obranné mechanismy hostitelti a pomoci toxinl je zahubit (Boemare, 2002; Forst a Clarke,
2002). Vylu¢ovanim tzv. bakteriocinti (Davis et al., 1968) dokaze branit mrtvé télo proti
napadeni riznymi organismy (Han a Ehlers, 1998; Poinar a Thomas, 1966; Poinar et al.,
1977). Zasadni vyznam ma vsSak v poskytnuti potravy pro hlistovky, které se tak mohou
vyvijet a rozmnozovat (Griffin et al., 2005). Vliv bakterie se ukazal byt dulezity také
v mezidruhové kompetici hlistovek S. affine a S. kraussei (Piza a Mracek, 2009). Dalsi

studium této problematiky bylo pfedmétem experimentalni ¢asti této prace.

K pozorovani ristu hlistovek na bakteriich byly pouzity agarové plotny, protoze zde
bylo mozno 1épe zachytit vyvoj hlistovek. Hlistovky by bylo mozno pozorovat i ve hmyzim
hostiteli, ale vyvoj hlistovek by se nepodafilo tak dobfe zachytit a hrozilo by i vétsi riziko

infekce hostitele jinymi organismy, a tak mozny uhyn hlistovek.

Pro experimenty byly vybrany hlistovky S. feltiae a S. affine. Oba druhy nesou
symbotickou bakterii Xenorhabdus bovienii (Campos-Herrera et al., 2012) a bézné se
vyskytuji v piidach Ceské Republiky (Mragek et al., 2005). S. affine, kmen J006 se piirozené
vyskytuje na rybizové plantazi u Chelgic v Jiznich Cechidch. Na této lokalité byl
experimentalné aplikovan komeréni kmen S. feltiaie ENTONEM (ENT) (Puza, osobni
sdéleni). Poznani interakci téchto hlistic tak mize napovédét, jaky vliv mohou mit komeréné
aplikované kmeny hlistovek na pfirozené se vyskytujici populace. Pro srovnani byla pouzita

S. affine kmen ,,V*, ktery byl studovan ve vySe zminéné praci Ptiza a Mracek (2009).

Experimenty s ristem jednotlivych hlistovek na rtznych bakteriich ukazaly, ze S.
affine J006 je schopna dobfe riist jak na vlastni bakterii, tak na bakterii X. bovienii ENT 1 na
kombinaci obou. S. feltiae ENT také, ale pfi ristu na bakterii X. bovienii J006 se byla
schopna rozmnozit pouze na 70% misek. Zda se tedy, ze X. bovienii J006 ma na S. feltiae
mirné negativni vliv. Piza et al. (2013) podobnym zptisobem testovali hlistovky S. affine V a
S. kraussei. V jejich studii, byla S. affine V také schopna rlst na bakterii S. kraussei.

S. kraussei se vSak na bakterii X. bovienii nevyvijela.

Neékteré druhy rodu Xenorhabdus dokazi vyluovat toxické latky, které hubi
hlistovky spojené s jinym druhem rodu Xenorhabdus (Sicard et al., 2004). Napiiklad X.
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beddingi a X. bovienii byly toxické pro S. carpocapsae, kterd je spojend s X. nematophila.
Sicard et al. (2004) uvedl, Ze neptirozené druhy rodu Xenorhabdus mohou mit negativni vliv
na vyvoj a reprodukci hlistovek. Ma prace ukazuje, Ze i rizné kmeny jednoho druhu bakterie

mohou mit negativni vliv na rist hlistovek, asociovanych s jinym kmenem stejné bakterie.

Pfi pouziti bakterie X. bovienii V nebyla S. feltiae ENT schopna vyvoje, podobné
jako S. kraussei v praci Pluza et al. (2013). Ukazuje se tak, Ze i blizce ptibuzné kmeny X
bovienii z riznych kment stejného druhu hlistovky, se mohou lisit v produkci toxinti proti
jinym hlistovkdm. Podobného vysledku bylo dosazeno pi#i vyzkumu produkce tzv.
bakteriocini (latky hubici jiné kmeny bakterii) u bakterii rodu Xenorhabdus. Bylo
pozorovano, ze produkce téchto latek se také muze liSit i u blizce ptibuznych kmenti druhu

X bovienii (Hawlena et al., 2010; Bashey et al., 2012).

Pti spole¢né inokulaci S. affine JO06 a S. feltiae ENT na bakterii S. feltiae ENT oba
druhy hlistovek rostly, ale S. feltiae ENT 1épe. Na kombinaci obou bakterii rostla 1épe S.
affine J006. Na miskach s bakterii X. bovienii J006 se vSak rozmnozila pouze S. affine J006,
zatimco S. feltiae ENT nikoli. Fakt, Zze samotna S. feltiae ENT na této bakterii rostla,
napovida, ze ji v pifimé kompetici negativné ovlivnila ptfimo pfitomnost S. affine. Je mozné,
7ze S. affine svoji bakterii rychleji konzumuje a tak S. feltiae ENT na téchto miskach
zahynula v disledku nedostatku potravy. Role hlistovky pfi mezidruhové kompetici vSak

zUstava nejasna, a méla by byt predmétem dal$iho vyzkumu.

5.2. Vliv bakterii na kvalitu invaznich larev

Obsah tuku a velikost jsou hlavnimi ukazateli kvality invaznich larev (Yang et al.
1997), jelikoz maji vliv na dobu pifezivani larev ve vn&j$Sim prostfedi a infektivitu.
Prekvapive, obsah tuku S. feltiae ENT 1 S. affine JO06 byl pii ristu na vlastni bakterii nizsi
nez pii riistu na neptirozené bakterii. Podobny vysledek pozorovali Piza et al. (2013), kdy
tukova zasoba S. affine byla vyssi pfi riistu na bakterii S. kraussei nez na vlastni bakterii.
Vysvétleni této skute¢nosti je slozité. U bakterii S. affine 1ze predpokladat, ze produkce latek
toxickych pro jiné hlistovky miize byt na tkor nutri¢ni hodnoty. To vSak nevysvétluje vyssi

obsah tuku u S. feltiae ENT rostouci na X. bovienii J006.

U délky téla S. feltiae ENT byla pfi ristu na vSech kombinacich bakterii vétsi, nez u

S. affine J006. To odpovida obecné znamému rozdilu ve velikosti mezi témito dvéma druhy.
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Rozdily v délce téla v ramci druhu pozorovany nebyly. Podobné to bylo i u Ptza et al.

(2013) kde se délka larev S. affine V rostoucich na riznych bakteriich také nelisila.

Obecné¢ Ize shrnout, ze ptes mirné rozdily, ob& bakterie podporuji produkci kvalitniho
a zivotaschopného potomstva. To je prekvapivé vzhledem k vySe zminénému faktu, ze S.
feltiae ENT rostouci na X. bovienii J0O06 byla patrné negativné ovlivnéna, protoZe na

nekterych miskach viibec nedoslo k rozmnozeni.
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6. Zavéry

1. Z dostupné literatury vyplyva, Ze role bakteridlniho symbionta v kompetici hlistovek je

vyznamna.

2. S. affine J006 a S. affine V byly schopny rist na bakterii X. bovienii ENT. Negativni
ovlivnéni pfirodni populace S. affine J006 komerénim kmenem S. feltiae ENTONEM je tak

nepravdépodobné.

3. S. feltiae ENT roste na bakterii X. bovienii J006, ale na X. bovienii V nikoli. To ukazuje,
7e blizce piibuzné kmeny X. bovienii se mohou lisit v produkci toxint proti nepfirozenym

hlistovkam.

4. S. feltiae ENT b&zn¢ dokazala rust na bakterii X. bovienii JO06, ale pii spole¢né inokulaci
se S. affine J006 nerostla. To naznaCuje, Ze na piimé kompetici se n&jakym, dosud

neznamym zpusobem podili i hlistovka
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