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Annotation

This diploma theses focuses on comparison of natural and intentionally inducated
supressiveness of environment induced by application of entomopathogenous fungi
Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae, Isaria fumosorosea a Lecanicillium
muscarium. In tests were evaluated the in vitro parameters as well as the effectiveness in
Vvivo biotests on insect host larva Tenebrio molitor. The species of entomopatoghenous
fungi were applied in suspensions, single strains and also in combination of two strains.
In the in vitro conditions the possibilities of objective evaluation of the supresivity level
were tested by using the CFU test (Colony Forming Units) on three different nutrient
media (PDA, PDA + A, PDA + D), as one of the basic evaluation parameters. Further
the germination tests were evaluated according to Gl (Germination Index),
determination of radial growth (comparison of median cultures) and interaction of strain
suspensions on nutrient media PDA. In the in vivo biotests were watched the epizooties
from suspensions of these entomopathogenic fungi on insect larva Tenebrio molitor in
competitive test of strains according to FDI (Fungl development index) evaluation scala.
Chosen larva covered by fully sporulating mycelium from epizootie were further
evaluated in CFU test. The result were dominant strain/s on the larva from applied

suspensions.
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1. UVOD

Integrovana ochrana rostlin ma za dobu své existence velmi rozmanity vyvoj.
Vznikla v podstaté aZ v dob¢, kdy ¢lovek vyrazné zmenil druhovou skladbu Zivotniho
prostiedi diky ekonomickému zefektivnéni obhospodarovani zemedélské pudy.
Nésledné dochazi k rozmachu a Sirokému vyuZivani pesticidni chemie. Postupem ¢asu
se zvySuje rezidualni zatizenost zemédélskych produkti jak rostlinnych, tak i
Zivocisnych a zanedbatelné neni ani zatizeni Zivotniho prostiedi. Teprve poznani viech
negativnich chemickych G¢inka zminénych piipravka vedlo k jejich omezovani a
naslednému nahrazeni ptipravky piijatelnymi z hlediska toxikologie i ekologie.

Do popiedi se dostava systém biologické ochrany rostlin proti hmyzim Skadcam.
Vyznamnou skupinou biologické ochrany jsou mimo jiné i entomopatogenni houby
(dale jen EH). Jejich vyuZivdnim je moZno sniZit negativni zatiZzenost (toxicitu
nekterych pouzivanych Gg¢innych latek, kumulaci jejich rezidui v potravnim ftetézci a
vznik rezistentnich populaci cilovych organizmi) a c¢asto i jednostranné pouZiti
klasickych konvenc¢nich chemickych pesticidt.

Integrovany ochranny zasah populaci zemédélského Skidce v daném misté snizi,
neni viak snahou dany druh Skadce vyhubit zcela. Kazda zemédelska plodina ma mensi
i vetsi spektrum druht Skadct schopnych dosahnout vysokych populaénich hustot a
zpusobovat vyznamné zemédélsko-ekonomicke Skody. Zvlasté vyznamné druhy Skudci
jsou proto monitorovany statni rostlinolékaiskou sprédvou, ktera je sleduje a
vyhodnocuje ¢etnost jejich vyskytu.

Jednou z prioritnich alternativ v zemich Setrnych Kk Zivotnimu prostiedi je
zavadeni biopreparatt na bazi riznych druhda mikroorganizmt do zemédélské praxe. Na
trhu v EU a ve svéte (USA) se objevuji stale nové komer¢ni piipravky s biopreparaty na
bazi EH (Jaronski et al., 2007). Jsou také registrovany biopreparaty na bazi EH pro
ochranu sklenikovych plodin. Biopreparaty na bazi téchto hub musi spliovat fadu
kvalitativnich a kvantitativnich parametra a podléhaji kompletnimu registracnimu
procesu. Kvalita se hodnoti pomoci kli¢covych parametra se specifikaci podilu aktivni a
dopliikové sloZzky v biopreparatu. Z kvantitativnich parametri se hodnoti stanoveni
poctu infekénich jednotek a vitality spor. Kvantitativni parametr CFU (colony forming
units) udava, kolik jednotek patogena piitomnych v 1 g nebo 1 ml biopreparatu utvoii

samostatnou kolonii na umélé Zivné padé (Kratka, 2007).
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Cilem této prace je porovnani piirozené a zamérné indukované supresivity
prostiedi navozené aplikaci entomopatogennich hub Beauveria bassiana, Metarhizium
anisopliae, lIsaria fumosorosea a Lecanicillium lecanii. V testech budou hodnoceny jak

in vitro parametry (CFU) tak G¢innost v in vivo biotestech na vybraném druhu hostitele.
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2. LITERARNI PREHLED

2. 1 Integrovana ochrana rostlin

Postupy pouZivajici vSechny ekonomicky, ekologicky a toxikologicky ptijatelné
metody pro udrzeni Skodlivého organismu pod hladinou Skodlivosti s piednostnim
zameérnym vyuzitim piirozenych omezujicich faktord se podle definice 10LB
(Mezinarodni organizace pro biologickou kontrolu) nazyvaji od roku 1973 komplexnim
pojmem integrovana ochrana (Soukup, 2005). Integrovana ochrana rostlin (dale jen
IOR) s sebou nese zasadni zmeny v ochran¢ zemédélskych rostlin. Moderni zemédélské
praktiky vedou ke zménam v rovnovaze piirody, tyto zmény pak zpasobuji dalsi ucinky
na ekosystém, ve kterem se nachdzi systém hospodaieni (Pluke et al., 1999). IOR
muZeme dale definovat jako peclivé zvaZovani veSkerych dostupnych metod ochrany
rostlin a naslednd integrace vhodnych opatieni, kterd potlacuji rozvoj populaci
Skodlivych organismi a udrzZuji pouZivani ptipravka na ochranu rostlin a jinych forem
zasahu na urovnich, které lIze z hospodaiského a ekologického hlediska odavodnit a
které snizuji ¢i minimalizuji rizika pro lidské zdravi nebo Zivotni prostredi (Smérnice
evrop. Parlamentu a rady, 2009/128/ES). Jedno z hlavnich hledisek je sniZeni
absolutnich davek pouZivanych pesticidi. IOR ssebou nese sniZeni rizik a omezeni
dopadu pouZivani pesticidt na lidské zdravi a Zivotni prostiedi, s cilem podpofit vyvoj a
zavadeéni IOR a alternativnich pristupt nebo postupti, aby se sniZila zavislost na
pouZivani pesticidt (Smérnice evrop. Parlamentu a rady, 2009/128/ES).

Zmeny biologické rozmanitosti v dusledku lidské ¢innosti byly rychlejsi v
poslednich 50 letech nez kdykoliv v lidské historii. Ridici zmeny, které zptsobuji ztraty
biologické rozmanitosti, povedou ke zméné daného ekosystému. Tyto zmeny jsou bud’
stabilni, nevykazuji Zadné znamky, ¢i klesajici v ¢ase, nebo jsou vedeny ke zvySovani
intenzity (Millennium Ecosystem Assessment, 2005). Dnes témér zanika diiveéjSi pestra
mozaika poli, luk a pastevnich pozemku, mizi velka ¢ast lemovanych Gtvart a probihaji
nejrazngjsi regulace mokiadi, podméacenych mist a vodotec¢i. Némecka studie nedavno
ukézala, Ze struktura zemeédélské krajiny ma vliv na agroekosystém v biologické
rozmanitosti, kterd zahrnuje i EH a tedy i ekosystémové sluzby (Tscharntke et al.,
2005). V CR se navzdory celkové neuspokojivému stavu piirodniho prostiedi, ve
srovnani s ostatnimi ¢lenskymi zemémi EU, uchovaly cenné ¢asti piirody v relativné
dobrém stavu nebo stavu, ktery skytd moznost obnovy ptirodnich procesa (BrozZova,
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2004). Umét zaznamenat a vysvétlit dlouhodobé zmeény vegetace je mimoiadné dulezité
z hlediska ochrany diverzity druhi a spolecenstev (Hédl, 2005). Plevelnd spolecenstva
se utvareji pod vlivem vzdjemné podminéného komplexu piirodnich podminek a
uplatnovane soustavy hospodaieni (Soukup, 2005). Stéle vice se uznava, Ze biologicka
rozmanitost v agroekosystémech piinasi vyznamné tendence do zemedé¢lské vyroby jako
biologickou kontrolu nad skadci (Meyling, Eilenberg , 2007).

Pouzivani chemickych metod oSetieni plodin je omezovano vybérem odrad se
zvySenou rezistenci proti chorobam a Skadcam. IOR vychazi predevsim ze spravnych
agrotechnickych postupt, spocivajicich ve sprdvném dodrZovani stiidani plodin v
osevnich postupech, v optiméalnich zptisobech obdélavani ¢i zpracovani pudy, v ¢isténi
osiva, v péci o kvalitu statkovych hnojiv a v terminech sklizn¢ naruujicich reprodukéni
cyklus plevela (omezujici tvorbu diaspor a jejich Siteni). Provdzanost ¢lanki systému
IOR umozZiuje minimalizovat spotiebu pesticidi v ochran¢ rostlin pii zabezpeceni

ptimétenych vynosu.
2. 2 Biologicka ochrana rostlin

Biologickou ochranou rozumime vyuZivani Zivych piirozenych neptatel pro
regulaci Skodlivych organismi (Landa et al.,, 2007a). Biologicka ochrana rostlin je
nejcastéji definovana jako zamérné vyuzivani Zivych piirozenych nepratel nebo
antagonistickych organisma, s cilem snizit popula¢ni hustotu Skodlivych cinitelq,

Zivocicht nebo rostlin na ekonomicky ptijatelnou Uroven (Landa et al., 2002).

WuZiti Zivych organismi k biologické ochrané je mozné témito zpusoby:

e Podpora a udrzeni uzite¢nych organisma

Podpora v prirozenych podminkach, kdy v pestrych spole¢enstvech roste
vice druhu kulturnich rostlin a neni tak problém najit potravu v dob¢ vegetace
dostupnou pro larvy i dospélce uzite¢nych druht.

Takto podporovat Ize napi. dravé roztoce a nékteré druhy hmyzu napi. z
celedi: Coccinellidae, rodu: Coccinella, druh: Coccinella septempunctata L.
(slunécko sedmitecné) a rodu: Adalia, druh: Adalia bipunctata L. (slunéc¢ko
dvoute¢né). VétSinou se v8ak dospélci Zivi nektarem z kvéta a larvy jsou dravé
napt. pestienky, lumci. K ochrané polnich i lesnich kultur proti hrabo$tim
prispiva podpora dravych ptaka a sov (Kazda et al., 2010).
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EH konkrétné Beauveria bassiana a Metarhizium anisopliae, patii mezi
ptirozené nepratele Skadcu v agroekosystémech a jsou kandidati pro budouci
zachovani biologické kontroly v oblastech mirného pasma (Meyling, Eilenberg,
2007). Biologicka ochrana je biologicka kontrolni strategie, kterd pfijima
zemédelské praktiky a ekologické manipulace za Gcéelem zvySeni Zivotnich
podminek pro konkrétni piirozené nepratele Skudca. Je to Gcelna manipulace
zZivotniho prostiedi ve prospéch EH, a proto je nutna zékladni znalost aspekta
ekologie, faktora Zivotniho prostiedi, agronomické praxe, piirozeného vyskytu
agroekosystémovych organismt, populacni dynamiky a interakce s jinymi

organismy.

e Introdukce novych uzite¢nych organismu

V CR se tato metoda vyuziva velmi malo. Usp&sné probéhla napiiklad
introdukce chalcidky Aphelimus mali H. (mSicovnika vinatkového), jakoZto
ptirozeneého nepiitele mSice Eriosoma lanigerum H. (vinatky krvavé). (Kazda et
al., 2010).

e Umélé masové namnoZeni a vysazeni uZite¢nych organismi

Pfirozeni nepratelé jsou produkovani a jednorazové nebo periodicky
introdukovani do napadenych zemédélskych plodin. Cilem je nejen okamzity
ochranny efekt, ale i dlouhodob¢jsi regulace populaci multivoltinnich druha
Skadcu (po celou dobu péstitelského cyklu, G¢innost i na generace cilového
Skadce, které se realizuji aZz po introdukci). Strategie ma vyrazné
technologicky charakter, nutnym predpokladem jsou masové chovy a uméle
produkce. Komer¢né je tato strategie realizovana standardnimi prostiedky a
pripravky biologické ochrany. Metoda opakovanych introdukci v prabéhu
jedné vegetace je témer vyhradné vyuZivana v komplexni biologické

ochrang.

Spravné zvladnuti biologické ochrany zarucuje na rozdil od ochrany chemické
dlouhodobou ochranu rostliny proti piesné specifikovanému Skudci nebo chorobg.
Zéakladnim Gspéchem pti  vyuZiti  biologické ochrany rostlin je spravné urceni
organismu, ktery rostliny poskozuje a nasledny vybér vhodnéeho biologického preparatu
(Kazda et al., 2010).
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2. 3 Entomopatogenni houby

Velmi zajimavou skupinou hub jsou entomopatogenni houby (dale jen EH),
které patii mezi nejdéle znamé a nejcastéji determinované entomopatogenni
mikroorganismy asociované s hmyzem, protoZe jejich rast na povrchu téla raznych
hostitelt je na rozdil od ostatnich skupin entomopatogennich mikroorganisma snadno
vizuélné patrny (Landa, 1994). Zahrnuji mnoho druhu, které jsou v poslednich letech
zkouméany pro UGcely biologické ochrany. Casto vyvolavaji prirozené epizootie v
populacich hmyzu, ¢imZ se fadi mezi vyznamné mikroorganismy regulujici hmyzi
populace (Butt, Goettel, 2000).

Entomopatogeni organismy patii mezi ptirozeneé nepiatele hmyzich Skuadca v
agroekosystémech (Meyling, Eilenberg, 2007). Zvlastni skupinu hub piedstavuji druhy,
které mohou vyvolavat primarni onemocnéni raznych vyvojovych stadii hmyzu (Landa,
1998). Pomeérné velkou skupinu EH tvoti druhy, které kromé hmyzu rostou i na mrtvém
substratu organickych zbytka a jejichZ patogenita pro hmyz je jen jednou z moZnosti
jejich existence (Weiser, 1966). Na rozdil od bakterii a virt, které musi vniknout p¥imo
do téla hmyzu a vyvolat onemocnéni, EH infikuji hmyz p#imym pranikem pies pokozku
(Leger, Wang, 2009). Ve skutecnosti existuje vice nez 700 druhtu EH, které jsou
pavodci onemocnéni hmyzu (Hajek, 2004). EH byly zkoumany diky své G¢innosti v
boji proti Sirokému spektru hmyzich Skadca (Butt et al., 2001).

2. 3. 1 Zarazeni entomopatogennich hub do systému

Pravé houby (¥iSe: Mycota) se déli do ¢&tyk skupin:  Chytridiomycota,
Zygomycota, Ascomycota a Basidiomycota (Maniania et al., 2007). Mnoho druhi EH
patficich do tiid Hyphomycetes a Zygomycetes vyvoladva primarni onemocnéni u
suchozemského hmyzu, zatimco houby néleZejici do tiidy Chytridiomycetes a
Oomycetes napadaji pievazné hmyz vodni (Butt, Goettel, 2000). Z nékolika odlisnych
revizi se pro Klasifikaci EH nejvice ujal upraveny klasifika¢ni systém Ainswortha
(Ainsworth, 1973). Dle klasifika¢niho systému Ainswortha jsou nejvyssimi taxony hub
Myxomycota - houby wvytvéiejici plasmodidlni formy a Eumycota — houby, které

zpravidla vytvari mycelium.
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Vsechny EH patti do kmene Eumycota, kde jsou zastoupeny v podkmenech
Mastigomycotina (ttidy Chytridiomycetes, Blastocladiales); Zygomycotina (tiida
Zygomycetes: fady Entomophthorales, Mucorales); Ascomycotina (t¥ida Pyrenomycetes:
fady Spaeriales, Laboulbeniales); Basidiomycotina. V uméle vytvoiené skuping
Deuteromycotina (tfida Hyphomycetes: #&d Moniliales) (Inglis et al., 2001) jsou
zarazena imperfektni stadia hub.

V pododdéleni Deuteromycotina je zastoupena pievazna cast rodt s druhy EH,
které maji prakticky a potenciondlni vyznam v biologické ochrané rostlin. K
nejzndméjSim patéi houby roda Beauveria, Metarhizium, Isaria (=Paecilomyces),
Lecanicillium (=Verticillium), Hirsutella, Nomuraea a Tolypocladium (Maniania et al.,
2007). V techto rodech je zastoupena fada druhi, z nichZ je jiz v soucasnosti cela fada
vyuzivana ve formé standardnich biopreparata k biologické regulaci populaci Skudca
zemedélskych plodin a kultur. VétSina hub této skupiny muaZe realizovat kompletni
vyvojovy cyklus i v alternativnich systémech bez piimé vazby na Zivého hostitele, to
znamend, Ze prodélaji saprofyticky cyklus na odumirajici organické hmoté razného
puavodu.

Dalsi velmi vyznamnou skupinu hub tvoii druhy néleZejici do tadu
Entomophthorales (podkmen Zygomycotina; tiida Zygomycetes). EH zastoupené v
tomto radu (napi. houby patfici do roda Conidiobolus, Entomophaga, Entomophthora,
Erynia, Neozygites a dalsi) reprezentuji obligatné parazitické druhy, jejichZz vyvojovy
cyklus je vazan vyhradné na Zivého hostitele. Pravé tento biotrofni charakter vSak
znemoznuje praktické wvyuZivani téchto hub. PrevdZznou vétSinu hub z tadu
Entomophthorales je moZno produkovat pouze v ,in vivo* systémech na ptirozenych
hostitelich, coZ prakticky znemoZnuje jejich masovou produkci, kterd je nezbytnym
predpokladem komercionalizace standardnich biopreparatt (Papierok, Hajek, 1999; Pell
et al., 2001).
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TABULKA1

Hlavni taxony hub a seznam entomopatogennich hub
KMEN TRIDA RAD DRUH
Ascomycota Hemiascomycetes Endomycetales Blastodendrion psedococci
Piedstavuji Monosporella unicuspidata
nejvetsi Mycoderma sp.

taxonomickou
skupinu v rdmci
Eumycot, s vice
nez 30 000 druhtl.

Laboulbeniomycetes

Loculoascomycetes
Plectomycetes

Pyrenomycetes

Coelomycetes

Hyphomycetes

Laboulbeniales

Pleosporeales

Ascospherales

Sphaeriales

Fanniomyces ceratophorus
Filariomyces forficulae
Hesperomyces virescens
Trenomyces histophthorus

Podonectria coccicola
Ascophaera apis

Cordycepioideus bisporus
Cordyceps aphodii
Torrubiella carnata
Nectia flammea
Hypocrella amomi
Calonectria pruinosa
Aschersonia aleyrodis

Tetranacrium sp.
Aspergillus flavus

Beauveria bassiana
Culicinomyces avenaceum
Fusarium entomophila
Hirsutella thompsonii
Metarhizium anisopliae
Nomuraea rileyi
Pecilomyces fumosoroseus
Sorosporella uvella
Stibella nigra
Tolypocladium
cylindrosporum
Verticillium lacanii

Basidiomycota

Phragmobasidiomycetes

Septobasidiales

Septobasidium clelandii
Uredinella sp.

Chytridiomycota

Chytridiomycetes

Chytridiales

Blastocladiales

Myiophagus ucrainicus

Coelomomyces stegomyiae
Coelomycidium simuli

Oomycota Oomycetes Legenidials Lagenidium giganteum
Saprolegniales Aphanomycopsis sexualis
Leptolegnia chapmani
Zygomycota Trichomycetes Harpellales Legeriomyces sp.
V soucasnosti asi
200 znamych Eccrinales Taeniella carani
druhu.

Assellariales

Asellaria aselli
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Amoebidiales Amoebidium parasiticus

Zygomycetes Entomophthorales | Conidiobolus coronatus
Entomophthora muscae
Entomophaga grylli
Erynia aquatica

Mucor hienalis

Mucorales Sporodiniella umbellata

(upraveno podle Srivastava et al., 2009)

2. 3. 2 Zatridéni jednotlivych entomopatogennich hub do systému

2. 3. 2.1 Rod Beauveria VUILL. 1912

Rod Beauveria Vuillemin reprezentuji Siroce polyfagni houby, které se bézné
vyskytuji v pudé a parazituji na pudnim hmyzu, piipadné na stadiich hmyzu, ktera se
v pudé vyskytuji pouze prilezitostné (hibernace). V sortimentu hostiteli jsou zastoupeny i
fytofagni druhy z tada rovnokridli (Orthoptera), brouci (Coleoptera) napi. potemnik
moucny (Tenebrio molitor L.), larvy a kukly motyli (Lepidoptera) napi. zavije¢ kukuticny
(Ostrinia nubilalis H.) a dvoukiidlého hmyzu. V soucasnosti jsou k dispozici i kmeny B.
bassiana vysoce virulentni vaci nékterym druhtim stejnokiidlého hmyzu (Homoptera).
Nékazy wvyvolané témito houbami jsou oznacovany jako ,bilé muskardiny*, protozZe
infikovany jedinec zpravidla porustd hustym, bilym myceliem (Weiser, 1966),
piekryvajicim exoskelet se vzpiimenymi svazky hyf (synemata).

Konidiogenni buniky ¢asto byvaji v hustych svazcich (nebo preslenech i
samostatn¢), bezbarve, s kulovitou nebo bankovitou béazi a vroubkovitym (zubovitym)
apikalnim prodlouzenim (rachis — patef), nesouci po jedné konidii na kazdém zubu,
konidie neptehradkované (Humber, 1997).

Dulezité charakteristické znaky:

v" bohaté mycelium uvnitt i na povrchu hostitele, rozmnoZovaci organy jsou na
povrchu hostitele
v mycelium barvy bilé, krémové, oranzové nebo rizové
v konidie se oddéluji jednotlivé vyrtstajici z hyf umisténych na konidioforech
jednotlivé nebo v preslenech
Mezi zéstupce rodu Beauveria VUILL. jsou tazeny B. bassiana , B. brongiartii,
B. globurifera, B. tenella, B. velata, B. amorpha a B. annulatus.
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2. 3. 2. 1. 1 Entomopatogenni houba Beauveria bassiana (Bals. — Criv.)
Vuill. 1912

Houba Beauveria bassiana byla jednim z prvnich poznanych ptivodct hmyzich
nakaz. Jiz od 16. stoleti byla sledovana nékaza v chovech bource moruSového. Choroba
byla oznacovana v Italii jako "mal del segno” nebo ”calcino”, na Gzemi Francie byla
znama pod nazvem “muscardine”. Paraziticky puvod tohoto onemocnéni housenek
bource moruSoveého prokazal na poc¢atku tricatych let 19. stoleti Agostino Bassi.
Determinaci této EH provedl v roce 1835 Giuseppe Balsamo Crivelli a zafadil ji do rodu
Botrytis (Botrytis paradoxa), pozd&ji zménil oznaceni na Botrytis bassiana na pocest
jejino objevitele. V roce 1912 revidoval systematické zatrazeni Vuillemin a do dnesni
doby je respektovano jeho zarazeni do rodu Beauveria a oznaceni druhu bassiana
(Dirlbekova, 1991).

EH Beauveria bassiana (Balsamo) Vuillemin (Deuteromycotina: Hyphomycetes)
se prirozené¢ vyskytuje v piirodeé, je kosmopolitné rozSifena a je typickym
predstavitelem entomopatogenni mykoflory pady, kde piezivd ve forme konidii nebo
saprofytického mycelia. Byla izolovana z vice jak 700 druht hmyzu, z deviti fada,
nejvice hostiteld se nachazi mezi Lepidoptera a Coleoptera. B. bassiana zpusobuje
primarni onemocnéni u vice nez 100 druha hmyzu (Hajek, Leger, 1994). Vyskyt na
Skuadcich kolonizujicich vyhradné nadzemni ¢ésti rostlin je velmi fidky (Weiser, 1966),
nicmén¢ v padé je houba B. bassiana perzistentni az po dobu 2 let (Lingg, Donaldson,
1981). Konidie obsahuji na svém povrchu latku ze skupiny monoamint zndmou jako
hydrophobins, ktera poskytuje ochranu konidiim v ptirozeném prostiedi a zvySuje jejich
hydrofobni vlastnosti (Bidochka et al., 1995).

Na umélych Zivnych pudéch i na ptirozeném hostiteli vytvari mycelium mlééné
bilé barvy. Konidie jsou globoidniho az subgloboidniho tvaru, velikost 2-3x2,0-2,5um.
Konidiogenni struktury tvofi husté shluky, hrozny (Dirlbekova, 1991). Nejcastéjsi
cestou penetrace houby B. bassiana do hostitele je povrch téla (Ferron, 1978), pres
kutikulu a stigmata. Kromé téchto hlavnich zpisoba infikuje B. bassiana hmyz téZ per
0s, zvlasté¢ druhy skousavym Ustnim Ustrojim (Feng et al., 1994). Byla vSak
zaznamenana také infekce pies dychaci systém (Clark et al., 1968) a ustni Ustroji
(Siebeneicher et al., 1992). K nadkaze hmyzu dochazi konidiemi, které kli¢i na povrchu

kutikuly a po kratkém ruastu po povrchu vnikaji viaknem kolmo do chitinového pokryvu
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kutikuly a dale do dutiny télni. Rostouci kli¢ni vlakno enzymaticky penetruje povrch
(Smith, Grula, 1981). Aby mohlo dojit k penetraci a nésledné infekci, musi B. bassiana
produkovat nejméné dva typy enzyma v ur¢itém poradi. Jakmile pronikne houba dovnitf
téla hostitele, produkuje sekundarni metabolit beauvericin pro oslabeni imunitniho
systému hostitele. Po smrti hostitele umoZnuje houbé produkované antibiotikum
(oosporein) konkurovat intestinalnim bakteriim.

Uvnitt téla vznikaji valcovité konidie, endokonidie (blastospory), které na
fruktifikujicich vlaknech vyrustaji poriznu po dvou i vice na kratké stopce.
Z endokonidii narustaji dalsi hyfy a na téch se po ur¢itém rastu tvoiri opét endokonidie.
Narastajici hyfy vypini télo hmyzu (Weiser, 1966). Pti vihkosti 92 % a vice prorustaji
hyfy na povrch téla. Na povrchu mumifikovaného téla se zdvihaji vlakna, na kterych se
vyvijeji vzdusné konidie.

Optimalni teplota rastu je 23 - 26°C pfi relativni vihkosti vzduchu nebo vihkosti
substratu 80 - 100%. Minimalni teplota pro rast mycelia je 5 - 8°C, maximalni teplota
pro rast mycelia je 28 - 31°C (Dirlbekova, 1991).

V piirodé pietrvava druh Beauveria bassiana v povrchovych vrstvach pady jako
mycelium jednak v uhynulych hostitelich a jednak na organickych zbytcich (saprofytni
faze). Navzdory velkému mnoZstvi hostitela byly pouze ztidka sledovany epizootie
zpusobené houbou B. bassiana u ptirozenych populaci Skudca (Feng et al., 1994).
Houba muiZze téZ kolonizovat rostliny jako endofyt, ¢ehoZ je mozno vyuZit pii redukci
zavijece kukufi¢ného (Ostrinia nubilalis) (Bing, Lewis, 1992). Davky blizké LD50
mohou iniciovat subletélni nebo sekundarni efekt. Jedna se piedevsim o ovlivnéni
reprodukéniho  potencidlu (plodnosti) (napi. u Leptinotarsa decemlineata, Sitona
lineatus) (Feng et al., 1994).

Beauveria bassiana je typickym piedstavitelem entomopatogenni mykoflory
puady. Je rozSitena po celém svété. PrestoZe se jedna o typického zéstupce pudni
mykoflory, komeréni vyuZiti preparati na bazi EH je cileno na foliarni Skadce (Skadci
nadzemnich c¢asti rostlin). Tato houba je nejcastéji aplikovana ve formé postriku
konidiovou suspenzi. Byla testovana v laboratornich i polnich podminkéach proti
mnoZstvi Skudcd, jako jsou trasnénky, molice a mSice (Legaspi et al., 2000). lzolace
kmeni B. bassiana ze zastupct fadu Diptera (Muscidae) a nasledné testovani
demonstruji potencial k vyuziti v biologické ochrané¢ také proti moucham (Watson et al.,
1995). Mimoto je tato houba neSkodna pro fadu necilovych organizmi (Goettel et al.,
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1990). PrestoZe neni B. bassiana prirozenym neptitelem molic, jsou nymfalni stadia
vysoce nachylna k tomuto patogenu.

Studiu patogenity k rozto¢am byla vénovana mensi pozornost, prestoZe se jedna
0 fadu Skudcid. Jejich mald velikost casto ztéZzuje diagnostiku. Jako hostitel houby B.
bassiana je citovdno mnoZzstvi rozto¢u. Pena et al. (1996) demonstruje patogenitu
k rozto¢i Polyphagotarsonemus latus (Banks). EH druhu Beauveria bassiana je
pouZivand v ochrané proti lykoZroutu smrkovému (Ips typographus). VyuZivani tohoto
biopreparatu v boji s IykoZroutem je rozsiteno zejména v Némecku, Svycarsku a
Rakousku. Experimentuji s nim v3ak i dalsi zemé, véetné Ceské republiky. V roce 2007

byl takovyto biopreparat pouzit i na vybrané lokalité NP Sumava (Landa et al., 2007b).

2. 3. 2. 2 Rod Metarhizium Sorokin 1879

Tento rod reprezentuji zastupci druha Siroce polyfagnich hub M. album, M.
brunneum, M. anisopliae a M. flavoviridae, které jsou pievazné vazany na padni hmyz,
s Sirokym spektrem hostitela (rovnokiidli - Orthoptera, brouci - Coleoptera a
dvouktidli - Diptera) a jimiz zptsobend infekce byla zaznamenana na vice nez 200
hostitelich (Maniania et al., 2007).

Infekce jedince je snadno rozpoznatelnd nékolik dni po smrti. Zpocéatku jsou
vidét jen bilé viaknité hyfy, které se nasledné rozrustaji a zabarvuji od olivova az na
charakteristickou zelenou barvu mycelia. Nakazy vyvolané témito houbami jsou
oznacovany jako ,,zelené muskar-diny”“. V zavislosti na druhu a kmenu Metarhizia, se
vldknité mycelium muaze zbarvovat od bilé pies Zlutou aZz po hnédou a zelenou barvu.
Tyto houby jsou kosmopolitné rozsiieny a zcela bézné se vyskytuji v zemédeélskych i
nezemédelskych puadach (lesnich ekosystémech) v celé oblasti mirného pasma (Weiser,
1966). Navic nedavna zjisteéni naznacuji, Ze tyto houby tvoii asociace s koteny rostlin v
rhizosféie a piezivaji v tomto prostiedi lépe neZ v okolni padé (Zdroj -1, 2012). Druhy
rodu Metarhizium jsou také zndmé tim, Ze produkuji latky, které jsou toxické pro

¢lenovece.
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2. 3. 2. 2. 1 Entomopatogenni houba Metarhizium anisopliae
(Metschnikoff) Sorokin 1883

Druh M. anisopliae byl poprvé izolovan a popsan v roce 1878 Mec¢nikovem na
vrubounovitém broukovi z celedi Scarabeidae Anisopliae austriaca. V roce 1879 jej
Sorokin zaradil do systému. V soucasnosti je povazovan druh M. anisopliae za
polyfyleticky, kmeny jsou dale déleny do 4 poddruhi: M. anisopliae var. anisopliae, M.
anisopliae var. majus, M. anisopliae var. lepidiotum, M. anisopliae var. acridum (Driver
et al, 2000). Infikuje vice nez 200 druhd hmyzu z rozdilnych t&du, predevsim
Orthoptera, Hemiptera, Coleoptera, Diptera, Lepidoptera a Hymenoptera. Patii mezi
béZné zéstupce padni mykoflory, nicméné se po celém svété v malé miie vyskytuje i na
hmyzu ve fyloplanu (Inglis et al., 2001). Houba M. anisopliae produkuje dva typy spor,
vzdusné dlouhé tycinkovité konidie, které wvytvareji kompaktni sloupce fetizka
(Humber, 1997) a jsou produkovany na specializovanych sporogennich kratkych hyfach
nazyvanych phialidy v pribéhu saprofytické faze a jsou oznacovany jako asexualni
spory. Druhy typ spor je produkovan vhmyzi hemolymfé a oznacuje se jako
blastospory (Leland, 2001). Nékazy vyvolané houbou M. anisopliae jsou oznac¢ovany
jako ,,zelend muskardina®“, protoZe infikovany jedinec porusta hustym, tmaveé zelenym
myceliem. Konidiofory jsou vétvené, tvofici Gtvary podobné hustym mnohoramennym
svicnam. Vzdu$né konidie obsahuji na svém povrchu latku ze skupiny monoamini
znamou jako hydrophobins, ktera poskytuje ochranu konidiim v ptirozeném prostiedi a
zvysuje jejich hydrofobni viastnosti. M. anisopliae pouZiva pti penetraci hmyzi kutikuly
podobné jako vétSina ostatnich druhtt EH kombinaci biochemickych (enzymy) a
fyzikaIné mechanickych (mechanicky tlak penetrujici hyfy) prvki. NejvyznamnéjSim
kutikulu degradujicim enzymem je subtilisin napt. Prl (Wang et al., 2002). Optimalni
teplota pro vétsinu kmenit M. anisopliae je 25°C, nicméng teplotni riistovy pomér se u

jednotlivych kment muZe znaéné lisit.

2. 3. 2. 3 Rod Isarium Pers. 1794

Rod Isarium (=Paecilomyces) (Maniania et al., 2007) reprezentuji Siroce
polyfagni entomofagni, akarifagni a nematofagni druhy hub, které iniciuji ndkazy na

zastupcich z mnoha tadia hmyzu (Orthoptera, Thysanoptera, Homoptera, Coleoptera,
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Lepidoptera, Diptera), fytofagnich roztoc¢ich (napi. sviluSkoviti — Tetranychidae) a
nekterych druzich had’atek (cystotvorna had’atka z roda Globodera, Heterodera)
(Koubova, 2009). Rod Paecilomyces byl definovan a popsan Bainierem. V roce 1974
provedl Samson revizi rodu, ktery rozdelil 31 blizce ptibuznych druhi hub do dvou
sekci - Paecilomyces a Isarioidea. Taxonomie rodu je vSak stdle pon¢kud nejasna a
pravidelné se objevuji revize rodu (Humber, 1997).

K nejvyznamngjSim zastupcum rodu Isarium patii Siroce polyfagni Isaria
fumosorosea. I. fumosorosea se maZe vyvijet jako ektoparazit na nékterych druzich rzi
(Uromyces dianthi) a na raznych druzich padli (Sphaerotheca fuliginea) (Landa, 1994).
Rod Isarium obsahuje i dalSi druhy hub jako jsou Isaria farinosa, 1. amoennerosea, I.
javanica a I. tenuipes (Maniania et al., 2007).

Zakladni charakteristika zastupct rodu lsaria:
zahrnuje 10 druhti (Nguya et al., 2007)

popsano na druhu Isaria fumosorosea
druhy jsou saprofytické a entomopatogenni
u mezofilnich druht se optimalni teplota rastu pohybuje mezi 20 — 24°C

kolonie zabarvujici se do svétlych barev (bilé, Zluté, svétle zelené, raZzoveé)

AN N N N NN

tvorba synnemata (coremii-konidiomat) u entomopatogennich druhi (Koubovd,
2009)

2. 3. 2. 3. 1 Entomopatogenni houba Isaria fumosorosea Wize 1904

Houba Isaria fumosorosea (= Paecilomyces fumosoroseus) (Maniania et al.,
2007) je schopna infikovat Siroky hostitelsky okruh a byla zjisténa na vice nez 40
druzich hmyzu (Hoddle, 2004) z vice nez 25 ¢eledi (Koubovd, 2009). Vykazuje nejen
statut entomopatogenni a akarifagni houby, ale za urcitych okolnosti vykazuje i statut
mykoparazita. 1. fumosorosea je hojné rozsiteny kosmopolitni druh, takeé ¢asto izolovan
z raznych pud (Koubova, 2009).

Z abiotickych faktord pusobicich na infekeni cyklus je nejduleZitéjsi relativni
vzdu$nd vihkost. Pii kliceni konidii vyZaduje 1. fumosorosea nejméné 10 - 12 hodin
vihkost vyssi neZz 95%. Teplota se ukazuje mén¢ limitujicim faktorem. Optimalni rast je
sledovan pti 20 - 30°C (pramérny rast houby dosahoval 0 - 5,2 mm za den), vyssi
teploty (30 - 40°C) omezovaly rist vice neZ teploty nizsi (8 - 11°C) (Vidal et al., 1997).
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Na prirozeném hostiteli i na umélych Zivnych pidéch vytvaii I. fumosorosea bilé
plstovité kultury (priamér okolo 4 cm za 14 dnii pti 25°C), které pozdgji meni barvu do
odstina nartzovelé, nafialovelé az Sedofialové barvy. Barevné zabarveni kolonii piimo
koreluje se stupném sporulace kultury (Landa 1994). Hlavni znaky druhu jsou uréovany
na morfologickych strukturach sporulujicich kultur. Nejprve vytvaieji konidiofory, které
jsou na hyfach umistény preslenovitym zpusobem. Na koncich konidiofora se nasledné
formuji konidiogenni phialidy (3-6 phialid na 1 konidioforu), na kterych se vytvareji
ovalné konidie. Konidie se na koncich phialid oddéluji postupné, nejmladsi konidie je
vzdy v kontaktu s phialidou a odtlacuje starSi konidie d&l do tvoficiho se fetizku.
V jednom fetizku konidii ptichyceném na konidiogenni fialidé maze byt ptitomno i vice
nez 50 konidii (Osborne, Landa, 1992). Konidie I. fumosorosea jsou silné hydrofobni.

I. fumosorosea je jeden z nejvice perspektivnich houbovych druhi, ktery byl
popsan jako patogen molice T. vaporariorum (Bolckmans et al., 1995) a Bemisia tabaci
(Osborne, Landa, 1992). Prvni zdznam o asociaci s molicemi pochazi z Ciny z roku
1983, kde byla 1. fumosorosea zjisténa jako patogen piirozené se vyskytujici
v populacich molice sklenikové T. vaporariorum ve sklenicich z oblasti Pekingu, kde
pasobila velmi silné spontanni epizootie, které docasné zcela zdecimovaly populace
tohoto Skudce. Druhym piipadem piirozené epizootie zptisobené 1. fumosorosea
v populacich molic byl periodicky wvyskyt tohoto patogena v populacich molice
tabdkové Bemisia tabaci na Florid¢ (Osborne et al.,, 1990). I. fumosorosea zpusobila
rozsahlé epizootie v populacich B. tabaci a T. vaporariorum jak ve sklenicich, tak i
v polnich kulturach (Osborne, Landa, 1992). Tento nélez inicioval intenzivni vyzkum,
ktery vyustil v pomérné rychly vyvoj biopreparatu na bazi I. fumosorosea, ktery je
znamy pod obchodnim nazvem "PFR 97 WDG - Apopka®" (Apopka — jméno oblasti na
Florid¢, kde byl v roce 1987 poprvé zachycen a odizolovan Dr. Lance S. Osbornem), v
soucasnosti  je uloZen v centralni americké shirce mikroorganizma (ATCC).
Biopreparaty na bazi PFR 97 lIze povaZovat za bezpecné a z hlediska piipadné toxicity
za bezproblémové (Landa, 1994). Molice B. tabaci a T. vaporariorum patti mezi velmi
senzitivni hostitele, na kterych muze 1. fumosorosea prodéldvat vyvoj na vsech
vyvojovych stadiich (Bohatg, 2005).

I. fumosorosea byla testovdna i s cilem nésledného zamérného vyuZiti v biologické
regulaci populaci nekterych druha msic. V kratké dobé po aplikaci (1-2 hod.), Ize na
oSetirenych msicich sledovat zndmky “intoxikace”, které se projevuji sniZzenou
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pohyblivosti, tzv. “knock down* efektem a nekoordinovanym pohybem (Landa, 1994).
DalSi pokusy s touto houbou prokazaly Siroce polyfagni zaklad a vysokou virulenci vici
ttdsnénkdm, larvam nekterych druhd motyla, larvdm a kuklam vrtalek a dokonce i
akaricidni G¢innost vuci svilusce chmelove. I. Fumosorosea je schopna vyvolavat i
nakazu na vajickach svilusek. V n¢kolika ptipadech byl prokazéan i stimulujici vliv na
vyvoj hostitelské rostliny (Landa, 1994).

Na bazi tohoto kmene PFR 97 je konstruovan biopreparét, ktery je registrovan
pod obchodnim nazvem "PFR 97 205%WDG-Apopka®" (pro distribuci v USA) a
PREFERAL ® (pro distribuci v zemich EU). Tento biopreparat obsahuje blastospory I.
fumosorosea vyprodukované pomoci submerzni fermentace a jemné mletou nutritivni
sloZzku. Tyto sloZky jsou formulovany do podoby drobnych, vodou rozpustnych granuli.
Vyrobce (CERTIS USA) garantuje standardni obsah G¢inné slozky na trovni minimalné
1.0 x 10° CFU/1 g preparatu, pii 95% klicivosti blastospor ve finalnim produktu (Pell et
al., 2001).

I. fumosorosea je vzhledem k Sirokému hostitelskému okruhu povaZovéna za
nadéjného ¢initele biologické ochrany (Koubova, 2009). V jeji prospéch mluvi i
vysledky testa toxicity, kompatibility s ptirozenymi neptateli a minimalnim nebezpecim

pro Zivotni prostredi (Osborne, Landa, 1992).

2. 3. 2.4 Rod Lecanicillium Zare & W. Gams 2001

Houby rodu Lecanicillium (= Verticillium) (Maniania et al., 2007) jsou
vyznamnymi patogeny hmyzu a nékteré byly vyvinuty jako komeréni biopesticidy
(Goettel et al., 2008). Rod Verticillium, byl Klasifikovan na rod Lecanicillium ve kterém
jsou zahrnuty tady hub jako Lecanicillium lecanii, L. muscarium a L. longisporum
(Glclu et al., 2010). Nekteré izolaty jsou takeé velmi aktivni proti fytopatogennim
had’atkaim nebo houbam. Lecanicillium spp. vyuZivaji k ptimé penetraci integumentu
hmyzu a bunéénych stén houbovych patogena rostlin jak mechanického pasobeni, tak i
hydrolytickych enzymi. (Goettel et al., 2008) V piipadé mykoparazitismu rostlinnych
patogent je mechanismus U¢inku spojen s kolonizaci pletiv hostitelské rostliny a
vyvolanim systémové ziskané rezistence (SAR). Bylo takeé prokazédno, Ze hybridni
kmeny Lecanicillium spp. ziskané fazi protoplastt, které nesou rodi¢ovské vlastnosti,

maji SirSi hostitelsky okruh a dalSi prospésné vlastnosti, jako napi. zvySenou vitalitu.
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Tyto hybridy vykazuji vyssi virulenci vaéi msicim, molicim a cystotvornému had’atku
sojovému (Heterodera glycines) (Koubova, 2009).

2. 3. 2. 4. 1 Entomopatogenni houba Lecanicillium muscarium
(Petch) Zare & W. Gams 2001

Zare a Gams provedli v roce 2001 revizi rodu a druhu. Lecanicillium muscarium
je kosmopolitné rozsireny druh EH.

Houba tvoti rozrustajici vzdusné mycelium, které je zbarveno do svétlejSich
odstina bilé barvy. V prubéhu konidiogeneze se tvoii dlouhé, Gzké lahvicovité
konidiofory, na jejichz koncich se postupné tvoti elipsoidni konidie. Konidiofory jsou
usporadany v pieslenech a z jednoho mista protilehle vyrastaji 2, 3 az 4 konidiofory. Na
koncich hyf maZe byt pteslen tvoten i vice konidiofory. Konidiofory jsou vytvaieny
postupné, mladsi konidie odtlacuje diive vytvorenou konidii do vytvaiejiciho se shluku,
ktery ma podobu kuli¢ky. V zavérec¢né fazi sporulace se kulicky pokryvaji mucilagenni
hmotou, ktera udrZzuje kompaktni tvar finalniho Gtvaru (Simkova, 2011). Konidie jsou
slizovité, prichytavajici se na kutikulu hostitele. Teplotni optimum pro L. muscarium je
15 — 25°C. Optimum pro vihkost 85 — 90%, vysok& vihkost je nezbytnd nejméné po
dobu 10 — 12 hodin. Spory L. muscarium jsou poSkozovéany ultrafialovym zarenim.
Houba je schopna béhem svého vyvoje produkovat toxin bassianolide (Cloyd, 2005).

L. muscarium je velmi dobie zndma polyfagni EH. Spontanni epizootie
zpusobené timto patogenem jsou nejcastéji zaznamenany v populacich hmyzu tadu
Homoptera, zvl&sté pak v populacich rtznych druha msic, molic (Hall, 1982) a cervca
(Hall, 1981). Casté jsou zaznamy i s vyskytem Lecanicillium spp. v populacich
hostiteld patticich do jinych F#adtd hmyzu. V sortimentu hostitelt patogena byly
zaznamenani zastupci z tadu Orthoptera, Heteroptera, Lepidoptera, Coleoptera,
Hymenoptera a Thysanoptera, z nichz zejména nékteré druhy trasnének patii k velmi
béZznym hostitelam. Spektrum parazitizmu této houby (mykoparazitizmus) vsak neni
omezeno pouze na hmyz. Houba Lecanicillium spp. je rovnéZ schopna potlacovat fadu

houbovych patogenu rostlin, jako padli, rzi, plisné¢ nebo Pythium (Goettel et al., 2008).
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2. 4 Potemnik mouény Tenebrio molitor

Druh potemnik mouény (Tenebrio molitor L.) patti mezi brouky (Coleoptera) do
Celedi: Tenebrionidae. Dospély brouk (dale jen imago) je dlouhy okolo 15 mm, jeho
larvy jsou dlouhé az 30 mm. Oznacovan prevazné za synantropni druh. Jeho larva i
imago Skodi na obili, mouce a mouc¢nych produktech. Ve volné prirodé se vyskytuje v
odumirajicich starych listnatych stromech a v ptacich hnizdech (Hirka, 2005).

Pro laboratorni Gcely se tento druh chova v umélych specialnich chovech. Pri
chovu tohoto brouka se zachovava optimélni teplota 20°C (pokojové teplota), pfi niz
trvd vyvojovy cyklus 5 az 6 mesici. Pri vysSi teploté se vyvojovy cyklus urychli. U

téchto intenzivnich chovi je nutné od sebe oddélit stadium larvy a stadium imaga.

2. 5 VVyvoj entomopatogennich hub

Infek&ni cyklus entomopatogennich deuteromycet Ize rozdéglit do péti fazi:

l. prichyceni spory na povrchu hostitele
1. vytvoieni klicku

I1l.  penetrace kutikulou

IV.  vegetativni rast

V. konidiogeneze (Osborne, Landa, 1992).

Obecny model vyvoje myk6z na hostiteli Ize rozdélit do tii fazi:

l. prichyceni a kliceni konidii na povrchu kutikuly hostitele (primarni
interakce)

Il. pranik patogena do télni dutiny hostitele a vytvoreni povrchového
mycelia (paraziticka faze vyvojoveho cyklu)

I1l.  externi sporulace a tvorba konidii nové generace (saprofytickd faze
vyvojového cyklu)

Vznik houbovych epizootii v populacich hmyzu vyvolavaji vitalni a virulentni
konidie (Boucias et al., 1988), které jsou energeticky dostate¢né vybaveny, bez nutnosti
absorbovani externi Ziviny. K Siteni konidii dochazi nejc¢astéji nad povrchem pudy diky

vétru nebo destoveé vode, v padnich ¢astech se konidie $ifi pomoci pohybu vody v padé.
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Uvnitt hmyzi populace dochazi k Sifeni nakaz v souvislosti s vnitropopula¢nimi procesy
(migrace, kopulace a kladeni vajicek).

Nejprve je tieba, aby konidie ulpély na povrchu potencialniho hostitele (Hajek,
2004).

Priméarni adheze konidii je zajisténa:

v’ ptimou vazbou mezi dvéma hydrofobnimi povrchy (konidie-kutikula hmyzu)

v’ prostiednictvim elektrostatickych sil

v" molekularni interakci mezi latkami (hemaglutiny, glykoproteiny, steroly,
polarni lipidy), které jsou ptitomny na povrchu konidii a kutikuly hostitele

Konidie né¢kterych druhd hub jsou pro tuto féazi vybaveny adhezivnimi
substancemi (napi. mucilageny), pomoci kterych vytvaieji pevnou vazbu s kutikulou
hostitele jiz pti prvém Kkontaktu (napi. houby Verticillium lecanii, Aschersonia
aleyrodis, Hirsutella thompsonii) (Vestergaard et al., 1999). Jiné druhy
entomopatogennich hub (napf. Beauveria bassiana, Paecilomyces fumosoroseus)
produkuji suché, siln¢ hydrofobni konidie s rozmanité strukturovanym povrchem.

Kliceni konidii siln¢ ovliviuji abiotické a biotické podminky (Hesketh et al.
2009), dale zavisi na externich Zivinach a zaroven na pritomnosti latek inhibicni povahy
na povrchu kutikuly hostitele (mastné kyseliny a melanin) (Inglis et al., 2001). Pfi
kliceni konidii v prvé ¢asti dochazi k jejich vyraznému bobtnani, které je doprovézeno
komplexni prestavbou stén a naslednou tvorbou primarnich klicka (Boucias et al.,
1988), které wytvareji razné penetracni struktury (napt. zdutrela Spicka klicku,
apresorium nebo extracelularni pouzdro). Z téchto struktur se dale formuje penetraéni
hyfa, ktera pronika do téla hostitele (Sosa-Gomez et al., 1997). Od urcité faze nakliceni
je dalSi vyvoj patogena zavisly na externim nutricnim zdroji a dochézi k utilizaci latek
pritomnych v kutikule hostitele (Boucias et al., 1988).

Pii ptimé penetraci kutikulou uplatiuji houby kombinaci biochemickych
(enzymy) a fyzikalné¢ mechanickych (tlak penetrujici hyfy) prvku. V prvé fazi penetrace
jsou v oblasti apresoria (plochy tercovity utvar na hyfach, ktery je pfitistén na télo
hostitele) pronikajici hyfy produkovany kutikulu degradujici enzymy. Mezi enzymy
podilejici se na penetraci patti endoprotedzy, esterazy, lipdzy, chitindzy a chitobiazy,
ptricemZ nejvyznamngjSi roli hraji exoproteazy (Butt et al., 1998). Koncova Spicka
invazni hyfy tlakem pronika narusenou kutikulou hostitele do téni dutiny. Castym

19


http://www.tracker-software.com/buy-now
http://www.tracker-software.com/buy-now

mistem penetrace jsou méné sklerotizované ¢asti na povrchu téla (Boucias, Pendland,
1984). Kromé¢ ptimé penetrace kutikulou, vyuZivaji EH k pronikéni do téIni dutiny i
ptirozené otvory.

Po proniknuti invazni hyfy do téla hostitele nastupuje vlastni parazitickd faze.
Patogen zpravidla rychle kolonizuje téIni dutinu, kde wvytvari bud’ jedno nebo
vicebunécna hyfova téliska (blastospory) (Inglis et al., 2001), ktera postradaji bunéénou
sténu, nicméné jsou pokryty tenkou fibrilozni vrstvou na plazmatické membréné.
Blastospory se pomnoZzuji pu¢enim a ve velmi kratké dobé zcela vypliuji télni dutinu
hostitele. Dale se invaze patogena Siii pomoci hostitelské lymfy a nakonec napada
hostitelovy organy a tkang, nasledné na to hostitel umird. Smrti hostitele konci
parazitickd ¢a&st cyklu. Jiné houby zabiji hmyz mnohem rychleji, napiiklad
prostrednictvim vyuZiti toxint, které produkuji. Rychlost infikace hmyziho hostitele a
nasledny projev smrti jsou zavislé i na druhu a kmenu hub, na velikosti hostitele a
okolnich podminkach (Inglis et al., 2001).

Vyvojovy cyklus uzavira saprofyticka faze, kdy vétSina entomopatogennich
deuteromycet tvoti mycelidlni masu uvnitt télni dutiny usmrceného hostitele (tzv.
mumifikace hostitele). Z mycelidlni masy pak na povrch téla mumifikovaneho jedince
prorastda mycelium, na kterém se tvofi druhové specifické konidiofory, jejichz
ptritomnost  signalizuje pocéatek posledni ¢asti  vyvojového cyklu patogena -
konidiogenezi (Landa, 1994). V této fazi jsou nejpatrnéjsi morfologické rozdily mezi
jednotlivymi druhy EH (konidiofor, tvar a velikost konidii, uspoiadani konidii atd.).
Saprotrofni faze patogena konci Uplnou sporulaci. K Sifeni patogena dochédzi pomoci
konidii Sitenych nejcastéji pasivné (voda, proudéni vzduchu) nebo primym kontaktem

zdravych jedinct s jedinci infikovanymi (Osborne, Landa,1992).
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TABULKA 2
Pronikéani EH invazni cestou do hostitele

HOUBA
Siteni spor vétrem

!

SPORY
(asexudlni reprodukce)

!

pronikani do hostitele pomoci enzymatické degradace
HOSTITELOVA EPIKUTIKULA (1. primarni vrstva)

HOSTITELOVA PROKUTIKULA (2. primarni vrstva)

!

HOSTITELUV EPIDERMIS
vicebunéena hyfova téliska (blastospory)

!

HOSTITELOVA HEMOLYMFA
vyprodukované toxiny

VNITRNI ORGANY (stievo, mozek a dalsi organy)

!

HOSTITELOVA SMRT S MUMIFIKOVANYM VZHLEDEM

!

VYPRODUKOVANE SPORY NA HOSTITELI

!

SPORY ROZPTYLENE VZDUCHEM NEBO VODOU

l

PRIPRAVA PRO DALSI INFEKCE

(upraveno podle Srivastava et al., 2009)

2. 6 Obecné charakteristika vztaha entomopatogennich hub
k hostiteldim

Mezi EH muZeme nalézt vysoce specifické druhy, které se vyskytuji pouze na
jednom hostiteli nebo jen na urcitém stadiu jednoho hostitele a zaroven druhy, které
napadaji celou fadu druht, rodut, ¢eledi nebo i vysSich systematickych skupin (Weiser,
1966).

EH a jejich hostitelé se vyskytuji voIné v krajiné a jsou ovliviiovany biotickymi
a abiotickymi faktory. Zmény Zivotniho prostiedi, zejména piichod novych druhi
(hostitel, houba), zmény klimatu, fragmentace maji vliv na celou tuto komunitu.

Vzéjemna interakce je pravdépodobné nejvétsi v polo-piirodnich stanovistich.
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Patogenita je kvalitativni schopnost patogena zpusobit onemocnéni a je urcena
celou radou faktord, veetné fyziologie hostitele (napi. obranné mechanismy), fyziologie
hub (napt. patogenita faktora - tvorba enzymu a toxini) a podminkami prostiedi (Inglis
et al.,, 2001). DalSi moZnosti pronikani patogena do téla hostitele je prostrednictvim
ptirozenych télnich otvora (Ustni organ, trachedlni systém, fitni otvor, a dalsi). EH
parazituji na zéstupcich vSech ta&di hmyzu Hemiptera, Orthoptera, Thysanoptera,
Homoptera, Hymenoptera, Lepidoptera, Coleoptera a Diptera (Weiser, 1966). Houby
2001). Nejcastgji infikovanym vyvojovym stadiem hmyzu jsou larvy, mén¢ casto kukly

a dospélci. Vajicka hmyzu jsou infikovana velice mélo.

TABULKA 3
Hmyzi Skidci a entomopatogenni houby

RAD CILOVY HMYZI INFIKOVANY HOUBA (TRIDA)
SKUDCE
Coleoptera Acanthoscelides obtectus imago Beauveria bassiana
zrnokaz fazolovy (Hyphomycetes)
Leptinotarsa decemlineata |larva, nymfaa |Beauveria bassiana
mandelinka bramborova dospéelec (Hyphomycetes)
Otiorhynchus sulcatus larva Beauveria bassiana,
lalokonosec ryhovany, B. brongniartii,
Sitona lineatus M. anisopliae,
listopas ¢arkovany M. flavoviride,
P. fumosoroseus
(Hyphomycetes)
Oryctes rhinoceros dospéelec M. anisopliae (Hyphomycetes)
nosorozik larva B. bassiana, B.tenella,
M. anisopliae,
P. fumosoroseus,
Aspergillus fumigatus
(Hyphomycetes)
Sitophilus oryzae dospéelec B. bassiana (Hyphomycetes)
pilous ryZovy
Sitophilus granarius dospélec B. bassiana (Hyphomycetes)
pilous ¢erny
Diptera Arachnocampa luminosa larva Tolypocladium spp.
(Hyphomycetes)
Aedes cantator larva Erynia aquatica
(Entomophthoraceae)
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Aedes aegypti dospéelec Coelomomyces stegomyiae
komar tropicky (Coelomomycetaeceae)
larva Laptolegnia chapmanii
(Oomycetes)
larva M. anisopliae (Hyphomycetes)
Aedes kochi larvy Lagenidium giganteum
(Oomycetes)
Culex pipiens larvy Lagenidium giganteum
komar pisklavy, (Oomycetes)
Anopheles stephensi
Culex quinguefasciatus, larvy Laptolegnia (Oomycetes)
Culex pipiens,
Aedes aegypti,
Anopheles quadrimaculatus
Culex pipiens, larva M. anisopliae (Hyphomycetes)
Aedes aegypti,
Anopheles stephensi
Culex quinquefasciatus larva M. anisopliae (Hyphomycetes)
Delia antiqua dospélec Metarhizium anisopliae
kvetilka cibulova (Hyphomycetes)
Musca domestica dospéelec Entomophthora muscae
moucha domaci (Entomophthoraceae)
dospélec B. bassiana (Hyphomycetes)
Hemiptera Adelphocoris spp. nymfa a B. bassiana, M. anisopliae
klopuska, dospéelec (Hyphomycetes)
Eurygaster integriceps,
Lygus lineolaris
Homoptera Acyrthosiphon pisum dospéelec Conidiobolus obscurus
kyjatka hrachova (Entomophthoraceae)
Acyrthosiphon pisum, dospéelec B. bassiana (Hyphomycetes),
Lipaphis erysimi Entomophthora muscae,
mSice tryzelova, Erynia aquatica
Pemphigus sinobursaris, (Entomophthoraceae)
Rhopalosiphum padi
mSice sttemchova
Bemisia argentifolii dospéelec P. fumosoroseus
molice bavinikova (Hyphomycetes)
Cameraria ohridella kukla V. lecanii (Hyphomycetes)

klinénka jirovcova
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Diuraphis noxia dospéelec B. bassiana (Hyphomycetes)
mSice zhoubna
Macrosiphoniella sanborni | dospélec V. lecanii (Hyphomycetes)
kyjatka chryzanténova
Nilaparvata lugens dospéelec B. bassiana (Hyphomycetes)
Hymenoptera | Cephalcia tannourinensis larva B. bassiana (Hyphomycetes)
Lepidoptera Galleria mellonella nymfa a B. bassiana, M. anisopliae
zavije¢ voskovy dospéelec (Hyphomycetes)
larva B. bassiana (Hyphomycetes)
Heliothis zea larva Nomureae rileyi
(Hyphomycetes)
Lambdina inconsequens, nymfa a B. bassiana, M. anisopliae
Melanoplus sanguinipes dospéelec (Hyphomycetes)
Porthetria disper vajicka Entomophthora aulicae
(Entomophthoraceae)
Thysanoptera | Frankliniella occidentalis nymfa a Verticillium lecanii
trdsnénka zapadni dospéelec (Hyphomycetes)
Taeniothrips inconsequens | nymfa a Paecilomyces fumosoroseus
dospélec (Hyphomycetes)

(upraveno podle Srivastava et al., 2009)

2. 7 Biopreparaty na bazi entomopatogennich hub

VétSina EH muZe realizovat kompletni vyvojovy cyklus i v alternativnich
systémech, bez piimé vazby na Ziveho hostitele (napi. saprofyticky cyklus na
odumirajici organicke hmot¢ razného pavodu). Statut fakultativnich parazitt umoZnuje
produkci  biomasy infek¢nich  jednotek  (konidii, resp. blastospor) pomoci
velkokapacitnich biotechnologii, coZ je z&kladni technologicky predpoklad pro vyvoj a
trZni realizaci standardniho biopreparatu (Koubovd, 2009).

Nejvétsi mnoZstvi biopreparatt na bazi spor EH je produkovano pomoci in vitro
produkénich systéma vyuZivajicich substraty, nejcastéji semena raznych druhi rostlin
(ryZe, proso, kukutice, pSenice, je¢émen). Technologie je zpravidla dvoufazova, v prvé
fazi je vyprodukovano c¢isté, koncentrované inokulum, kterym je ve druhé fazi oSetren
sterilni nebo semisterilni substrat. Produkt je k jednoduché finalizaci ptipraven po 2-3

tydnech kultivace a formulaci tvoti razné upraveny (napi. mlety) komplex ,,patogen-
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substrat* (Grimm, 2001). Tyto technologie produkce jsou v dnedni dobé¢
uprednostnovany, protoze jsou c¢asto koncipovany na bazi zamérného vyuZivani
obnovitelnych ptirodnich zdroju, pfipadné i odpadnich organickych produkta. Takto
konstruované biopreparaty byvaji zpravidla nestandardni v klicovych kvalitativnich a
kvantitativnich parametrech a jejich registrace ve vyspélych zemich je vzhledem
k vysokym narokam registracnich procesu prakticky nemozna.

K podstatné standardnéjSim biopreparatam patii tzv. ,pytlova metoda“ (u nés
zndma také pod pojmem jako ,,Kybalova metoda®“), pii které jsou masy spor EH
produkovany v aerobnim prostiedi na myceliu porastajicim povrch sterilniho tekutého
zivného média, které je uzavieno ve sterilnich PVC pytlich. Kompletni biomasa
(mycelium a spory) je po ususeni finalizovdna mletim a smisenim s inertnim nosi¢em
(siloxid, jemné mleta kiemelina). Touto metodou byl i v CR produkovan doposud
jediny trzné dostupny biopreparat na bazi houby B. bassiana majici obchodni nazev
BOVEROL (Weiser, 1991).

Nekteré druhy EH je moZzno produkovat jako submerzni kultury, lze je
v principu povaZovat za technologické analogie ptirozenych procesu vyvoje EH na
hmyzich hostitelich, kdy v klicové parazitické ¢asti vyvojového cyklu patogen pronika
do télni dutiny hostitele a v semiaerobnich podminkach v tekutém prostiedi
(hemolymfa) vytvaii zvlastni tenkosténne, jednobunécneé, tvarové a velikosti pomérné
nestabilni Utvary nazyvané blastospory (nékdy téz hyfova téliska) (Humber, 1997).
Submerzni kultury se pomérné snadno upravuji a dotvaieji do standardni formy
biopreparata. Vyvoj biotechnologii orientovanych do oblasti velkokapacitnich
submerznich kultivaci vlaknitych hub lze povaZzovat za nejvyznamnéjsi vyvoj
standardnich mykoinsekticida a mykofungicida. VeétSina v soucasnosti  komeréné
dostupnych preparatt na bazi hub je konstruovana na bazi blastospor, resp. biomasy
ziskané pomoci submerznich kultivaci (Wright, Carruthers, 1999).

Standardni biopreparaty na béazi EH musi spliovat mnohd kvalitativni a
kvantitativni kritéria a podléhaji kompletnimu registraénimu procesu. Mezi kli¢ové
parametry kvalitativni povahy patii garance druhu a kmene patogena, specifikace podilu
aktivni a doplikové sloZky v biopreparatu a maximalni piipustnd kontaminace
(zastoupeni cizorodych biotickych ptimési, napi. bakterii, v 1 g/ml ptipravku). Mezi
hlavni kvantitativni a kvalitativni parametry houbovych biopreparati patii (Inglis et al.,
2001):
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e pocet infekénich jednotek (garantovany minimalni pocet konidii resp.
blastospor; zpravidla se pohybuje v rozmezi 1,0 x 10° - 1,0 x 10*° konidif v 1
g/ml biopreparéatu)

e Kklicivost konidii (garantovand vitalita konidii nebo blastospor v % )

e pocet jednotek tvoricich kolonie (CFU - colony forming unit) - specificky
Udaj kvalitativni povahy, udavajici z kolika jednotek patogena piitomnych v
1 g/ml biopreparatu se pii kultivaci na umélé Zivné padé vytvori samostatna

kolonie)

|. Standardni biopreparaty konstruované na bazi hub B. bassiana, P. fumosoroseus nebo

V. lecanii jsou jiz v zahrani¢i komeréné dostupné a jsou vyuzivany v programech

biologické ochrany raznych zemedélskych plodin a kultur (Patocka, 2010).

1. DalSi skupinu houbovych biopreparata predstavuji piipravky, které byly cilené

vyvinuty pro Ucely padni aplikace proti ptivodcim onemocnéni a Skadcam vyskytujicim

se v puade.

a) biopreparaty na bazi myceliovych granuli - patogen je finalizovan do formy

suSenych myceliovych fragmenti, které po aplikaci do pady absorbuji vodu a
postupné regeneruji do standardni formy mycelia, na kterém se tvori konidie,

které mohou infikovat hmyziho hostitele (Andersch et al., 1990)

b) biopreparaty na bazi algindtovych pelet - smiSend biomasa (mycelium,

blastospory, konidie) patogena je spolu s nutritivni slozkou imobilizovana do
drobnych pelet, které po aplikaci do pady absorbuji vodu, imobilizovana houba
regeneruje a s vyuzitim Zivin, které jsou soucasti pelety realizuje kompletni
saprofyticky cyklus, jehoz vysledkem je tvorba nové generace konidii (Eyal et
al., 1994)

Soucasny sortiment biopreparatti konstruovanych na bazi nékterého kmene EH
je relativné Uzky a zahrnuje pievdzné specifické kmeny hub roda Beauveria,
Lecanicillium, Paecilomyces a Metarhizium. V soucasné dob¢ je jiz piiblizné 25 druha

vyuZivano ve form¢ standardnich biopreparati. V nasledujicim piehledu (TABULKA 4)
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jsou uvedeny piiklady komerénich biopreparati pouzivanych v praktickeé biologické
ochrang rostlin ve svété (Srivastava et al., 2009).

TABULKA 4
Komer¢ni biopreparaty EH registrované pro potieby biologické ochrany proti hmyzim Skadctim
HOUBA KOMERCNI CiLOVY VYROBCE OBLAST
BIOPREPARAT SKUDCE POUZITI
B. bassiana Ago Bio Bassiana hmyz Ago Biocontrol Jizni Amerika
M. anisopliae | Ago Bio Metarhizium motyli a brouci Ago Biocontrol Jizni Amerika
50
L. lecanii Ago Bio Verticillium zelené housenky Ago Biocontrol Jizni Amerika
50
L. gigantum Laginex AS komafi Agraquest Inc
B. brongniartii Engerlingspilz chroust obecny Andermatt Svycarsko
L. gigantum Leganidium gigantum komafi CA Dept of Health -
M. anisopliae Bioblast termiti Ecoscience USA
ESF 1
M. anisopliae Biopath Roach Svabi Ecoscience/Terminex USA
ESF 1 Chamber
M. flavoviride Green Muscle kobylky, International Institute -
sarancata of Bio. Con.
L. lecanii Mycotal molice Koppert Nizozemsko
L. lecanii Vertalec mSice Koppert Nizozemsko
B. bassiana Botanigard molice, Mycotech Jizni Parkmont,
tfdsnénky, msice USA
B. bassiana Mycotrol molice, Mycotech Jizni Parkmont,
tfdsnénky, msice USA
B. brongniartii Betel chroust obecny NPP/Calliope ostrov Reunion
B. bassiana Ostrinil Oryctes nubialis, NPP/Calliope Francie
O. funacalis
I. fumosorosea PFR-97 molice, roztoci Thermo trilogy -
Apopka 97 tFdsnénky, msice
B. bassiana Naturalis stejnokridli, Troy bioscience USA
brouci, plostice
M. anisopliae Biogreen Svabi Biocare Rakousko
I. fumosorosea Per97 molice Grace USA

Udaje nejsou k dispozici, (upraveno podle Srivastava et al., 2009)
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2. 8 Faktory ovliviiujici entomopatogenni houby

2. 8. 1 Abioticke faktory

Na Siteni infekénich propaguli hub v prostiedi se nejcastéji podili voda, vihkost,
teplota, vzduch a jeho sloZeni, svétlo, dale vitr, dést, pohyb vody v pudé¢, vodni pary.
Délka vyvoje cyklu probiha v Uzké korelaci s okolni teplotou.

2.8.1.1Phda

Mnoho EH néleZejicich do tiidy Hyphomycetes je povaZzovano za typické predstavitele
puadniho ekosystému (Inglis et al., 2001). EH obyvajici pudni prostiedi jsou chranény
proti vysychani, ultrafialovému zareni (Jaronski et al., 2007) a extrémnim teplotam,
nicmén¢ jejich rozsiteni je sezénni a zpasobuje jejich celkové prostorové rozsiteni.
Pievazna vétSina EH obyvajicich padni prostiedi produkuje hydrofobni konidie, které se
pti kontaktu s hmyzi kutikulou snadno prichyti na jeji povrch (McCoy et al., 2002).

Fyzikalni vlastnosti ptudy mohou ovlivnit perzistenci (Jaronski et al., 2007) a
prostorovou interakci padniho hmyzu a houbovych patogent v pude (Villani et al.,
1994). Napiiklad textura ptdy ovliviwuje sporulaci a schopnost konidii navazat kontakt
s potencionalnim hostitelem, ale rovnéz i perzistenci a ¢etnost konidii v padnim profilu
(Li, Holdom, 1993). Jilové frakce maji snad nejvétsi vliv na padni mikroorganismy z
diuvodu svého velkého a reaktivnino povrchu. (Jaronski et al., 2007). Vzjemné
interakce mezi puadnimi jilovymi minerdly a konidiemi hub mohou omezit pronikéni
konidii pudnim profilem. Naopak tomu je v pis¢itych ptdach, kde se ziejmé tyto
interakce nevyskytuji a neomezuji tak pohyb konidii v padnim profilu (Ignoffo et al.,
1977). Puda predstavuje mimotadné heterogenni prostiedi, dokonce i v metru (Jaronski
et al., 2007).

V¢tSina druhtit EH je tolerantni k Sirokému rozpéti pH (pH 5 - 10), kdy neutralni
padni reakce (pH 7) se povaZzuje za optimalni. Chemické vlastnosti charakteristické pro
jednotlivé pudni druhy (typy) mohou ovliviiovat piezivani hub v padé a vnimavost
hostitele k houbové infekci podobné jako kationtova vyménna kapacita a urcité
mineraly (napt. méd’ a sira), které jsou do pady obvykle vndSeny ve formé hnojiv
(McCoy et al., 2002).

28


http://www.tracker-software.com/buy-now
http://www.tracker-software.com/buy-now

TABULKA 5

Prub¢h Zivotniho cyklu B. bassiana a M. anisopliae v severnich oblastech mirného
pasma

B. bassiana B. bassiana B. bassiana
—
rozptyleni vétrem infekce hmyzu na
Z7rozptyleni destém svrchni ¢asti
rozptyleni hmyzem

5. _bassi_ana; M.
B. bassiana; —B. bassiana: M. anisopliae [| anisopliae
M. anisopliae B. bassiana; M. anisopliae || Uhyn hmyzu
L produkce konidii
vytrvalé konidie infekce hmyzu v padé

M. anisopliae puadni kofenova piisobnost?

Sedé pozadi predstavuje pudni prostiedi. Zivotni cyklus je zaloZen na soucasnych znalostech
ekologie hub v mirnych oblastech. Vyznamné rozptyleni a infekéni cesty jsou oznaceny
Sipkami. V kazdém ekologickém oddéleni ukazuji na vyznam prostoru pro Zivotni cykly B.
bassiana a M. anisopliae.

upraveno podle (Meyling, Eilenberg, 2007)

2. 8. 1. 2 Sluneéni zareni

Konidie, hyfova téliska a hyfy vSech Hyphomycetes jsou vysoce nachylné
k poSkozeni slune¢nim zarenim. Vyznamné rozdily v citlivosti k zareni byly
zaznamenany i mezi jednotlivymi druhy EH. Rozdil maZe byt mimo jiné zpusoben i
tim, Ze konidie hub, které jsou pigmentované, jsou vice perzistentni ke slune¢nimu
zareni neZz konidie obsahujici méné pigmentu (Ignoffo, Garcia, 1992). Piirozené
slunec¢ni zareni o vinové délce 290 - 400 nm ovliviuje perzistenci EH vyskytujicich se
na povrchu listt a v mensi mite i na ostatnich substratech (Fuxa, 1987). Mikrolokalita,
ve které se houby nachazeji, je dulezitym faktorem ovliviujicim jejich perzistenci.

Piezivani konidii na substratu, ktery je exponovan piimému slunec¢nimu zéteni,
je podstatné sniZzeno ve srovnani s propagulemi, které jsou pied primym slune¢nim
zaienim chranény napi. rostlinnym pokryvem (Inglis et al., 1993). Vlivem UV zéfeni se
u konidii, které zastaly Zivotaschopné snizuje rychlost kli¢eni, coZ miZe byt zptsobeno

nasledkem piimého poskozeni nukleovych kyselin a proteint (Moore et al., 1993).
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2. 8. 1. 3 Pesticidy

Chemické insekticidy, herbicidy a fungicidy jsou obvykle pouZivany
v konven¢nich zemédélskych postupech. Tyto slouceniny a zejména fungicidy jsou
pouZivany na rostlinné patogeny, které mohou negativné ovlivnit populaci EH. Piehled
dosud publikovanych studii o Ggincich chemickych pesticidd na EH ukazuje, Ze
insekticidy a herbicidy nebyly tak Skodlivé na rast hub, zatimco fungicidy v nékterych
ptipadech Skodlivé byly (Klingen a Haukeland, 2006). Dusledkem sloZitych interakci a
sloZzeni agroekosystému nema aplikace specifickych fungicidt na vyskyt EH v pudé
dopad (Meyling, Eilenberg, 2007).

2. 8. 1. 4 Relativni vihkost

Vysoka relativni vzdusnd vlhkost je pro EH nezbytnd. VIhkost nad 90%
v mikroprostiedi okoli houby je nutné pro Kliceni, infekci a sporulaci, ale je i
povaZzovana za nejkritictéjSi environmentalni faktor ovliviujici vyvoj onemocnéni
(Hesketh et al., 2009). Voda neni dileZita pouze pro Kliceni infekénich propaguli, ale
ma rovnéZ vliv i na prabéh konidiogeneze na povrchu mrtvého hostitele, kdy je
zapotiebi vysoka vihkost, protoZe produkce konidii maze ovlivnit horizontélni rozsireni
patogena. Vlhkost ma vyznamny vliv na perzistenci inokula, nej¢astéji vykazuji konidie
stabilitu ve studenych a suchych podminkach (Inglis et al., 2001). Pouze v obdobi od
proniknuti patogena do téIni dutiny do opétovného prorastani mycelia na povrch téla,
nejsou naroky na vysokou vihkost v okolnim prostiedi tak vysoké (Landa, 1994). Vliv

teploty a vihkosti spolu velmi Gzce koreluje.
2.8. 1.5 Teplota

Okolni teplota ovliviwuje rychlost Kliceni, rast a naslednou smrt hostitele s
tvorbou novych konidii (Hasketh et al., 2009). EH se obecné¢ fadi mezi mezofilni
organismy a optimalni teplota pro vétSinu EH naleZejicich do tridy Hyphomycetes se
pohybuje mezi 20 - 25°C, nicméné infekce a nasledny vznik onemocnéni miZe
probihat v teplotnim rozmezi 15 - 30°C. Pri teploté nad 30°C je vegetativni rist u
vétsiny taxond inhibovan a pri teploté 37°C jiz rist ustava. Je zcela ziejmé, Ze okolni

teplota ma vliv na pribeh a rychlost infekce, ¢imZ ovliviuje ¢as potiebny pro uhynuti
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hostitele (Inglis et al., 2001). Teplota prostiedi piedstavuje duleZity faktor, ktery pasobi
nejen samostatné, ale soucasné uréuje i nasyceni vzduchu vodnimi parami (Weiser,
1966). VeétSina druhtt EH je dokonale adaptovana i na dlouhotrvajici nizké teploty a
preziva i dlouhodobé zmrazeni, toho se vyuziva pii dlouhodobém uchovavani vech
druhi/kment hub pro laboratorni shirky. Bylo zaznamenano, Ze kolisani teplot ma
vyznamny vliv na in vitro rast mnohych Hyphomycetes. Nicméné, vliv kolisani teplot
v podminkéch in vivo je mén¢ casty. Neschopnost EH rast pti teploté lidskeho téla ma

dulezity vyznam pfi registraci biopreparatu pro komeréni pouZziti (Inglis et al., 2001).

2. 8. 2. Bioticke faktory

2. 8. 2. 1 Bakterie

McCoy et al. (2002) predpokladaji, Ze v padé se vyskytuje priblizné¢ 464 druhi
hub a kvasinek a dale bakterie a aktinomycety, jejichz vyznam a role zavisi na
fyziologickych a morfologickych vlastnostech raznych typa ptd. Gottlieb (1976) uvadi,
Ze vjednom gramu puady odebraném z povrchove vrstvy na zemgdélsky
obhospodaiované orné pidé se nachézi 10° - 10° bakterif, 10° - 10" aktinomycet, 5 x 10*
- 10° houbovych propaguli, 10° - 10° prvoka a 10 - 5x 10° fas. Prirozeng se vyskytuijici
padni mikroorganismy a jejich sekundarni metabolity vykazuji v urcitych pudnich
podminkach antagonistické pasobeni ovliviwjici infek¢nost a prezivani EH v pudnich
ekosystémech (McCoy et al., 2002).

2. 8. 2. 2 Patogen

Patogenita je schopnost patogena vyvolat onemocnéni v hmyzi populaci (Inglis
et al., 2001). Pro dspéSnou kontrolu hmyzi populace je nezbytny vybér vhodného
kmene, ktery je schopny penetrovat a infikovat jedince. U mnoha kmentt EH muZe pfi
jejich opétovné kultivaci na umélych Zivnych pudach nebo pii dlouhodobgjSim
skladovani dochézet ke sniZzovani virulence k cilovému Skadci nebo v horSim pripadé
muZe dojit aZz k Uplné ztraté této vlastnosti (Goettel, 1992). Za ucelem zachovani nebo
navyseni virulence pouzitého kmene, je proto casto zdurazinovana nutnost udrZovat

virulenci kmena pasaZzovanim pres piirozeného hmyziho hostitele (Hirte et al., 1989).
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2. 8. 2. 3 Hostitel

a) zivodisny hostitel

Mezi vyznamné fyziologické a morfologické faktory, které ovliviji rozvoj
onemocnéni zptasobenych EH v populaci hmyzich hostiteli, patfi populacni hustota,
chovani a bionomie hostitele, vyvojove stadium, dostupnost potravy, geneticky zéklad,
mozné mechanické ¢i chemické poranéni nebo poranéni zptisobené parazity nebo
predatory. Jeden z nejdulezZitéjSich aspektt prabéhu houbového onemocnéni piedstavuje
stres. Stresovany organizmus je vice nachylny k onemocnéni vyvolané EH. Stres hmyzu
(jedince, populace) muze byt zptisoben jednim nebo vice faktory (pfemnoZeni populace,
nedostatek potravy, vystaveni chemickym stresoram, nepiiznivé podminky prostiedi
nebo ztrata imunity) (Inglis et al., 2001).

Vyvojové stadium hmyzu piedstavuje vyznamny prvek predeterminace pribéhu
houbového onemocnéni. Ne vSechna vyvojova stadia hmyzu mohou byt infikovana EH.
V mnoha piipadech jsou juvenilni stadia hmyzu (larvy, nymfy) vice nachylné k infekci
nez dospélci (Butt, Goettel, 2000; Inglis et al., 2001). Juvenilni stddia hmyzu jsou
nachylngjsi k ndkazdm deuteromycetami zpravidla proto, Ze maji slabsi kutikulu a
vnéjSi kostra nepredstavuje tak vyznamnou obrannou bariéru jako v ptipadé dospélct

(Weiser, 1966).

V soucasné dob¢ je zndmo jen malo piiklada Siteni konidii EH pomoci
biotickych vektord. Jednim z prikladt jsou chvostoskoci, ktefi jsou schopni pienaSet
konidie n¢kolika druhti entomopatogennich hyphomycet na kutikule a v zaZivacim
traktu (Dromph, 2001) a tak hraji velmi vyznamnou roli pti rozSifovani houbového

inokula v padé.

b) rostlinny hostitel

Mnohé vlastnosti (produkce chemickych latek, rust, morfologie) hostitelskych
rostlin mohou mit ptimy nebo nepiimy vliv na preZivani propaguli EH a jejich G¢innost
(Elliot et al., 2000). Rostliny produkuji Siroké spektrum chemickych latek, které
v zavislosti na jejich charakteru, koncentraci a biologické aktivit¢ mohou ovlivnit
Zivotnost konidii nebo nachylnost Skidct k EH (Vega et al., 1997; Butt, 2002).
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3. MATERIAL A METODIKA

3. 1 Druhy studovanych entomopatogennich hub

TABULKA 6

Entomopatogenni houby pouZivané v pokusech

HOUBA KMEN | ZDROJ PUVOD ROK
Beauveria 1101 | Ips typhographus | CR (Sumava - Prameny 2004
bassiana Vltavy)

Metarhizium F-52 | Cydia pomonella | Rakousko 1971
anisopliae

Isaria PRF 97 | Phenacoccus sp. | Florida (Apopka) 1987
fumosorosea

Lecanicillium 19 Ips typhographus | CR (Sumava - Kvilda) 1999
lecanii

Pro Gc¢ely pokusu byly pouzivany kmeny (TABULKA 6) z mykologické sbirky
Katedry rostlinné vyroby a agroekologie, oddéleni Rostlinolékaistvi na Zemédelske
fakulte Jihoceské univerzity v Ceskych Budgjovicich (dale jen KRV). Vsechny
druhy/kmeny hub v této shirce byly dlouhodob¢ uchovavany ve formé suchych

alginatovych pelet s biomasou partikuldrniho kmene zmrazené pii teploté -20 az -22°C.

3. 1. 1 Beauveria bassiana kmen | 101

Kmen oznagovany jako Bba 1101 byl izolovan v roce 2004 v NP Sumava, oblast
- Prameny Vltavy. Patogen byl nalezen na dospélci lykoZrouta smrkového (Ips
typographus), ze kterého byl nésledné odizolovan pomoci selektivniho Zivného média
na bazi fungicidni latky dodine. Nasledné byl kmen paséZovan pies umeélou Zivnou pidu
PDA (Potato Dextrose Agar). Po Uplném ptecisténi byly spory imobilizovany do formy

alginatovych pelet, které jsou uchovavany v mykologicke sbirce na KRV.
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3. 1. 2 Metarhizium anisopliae kmen F-52

Kmen F-52 (pavodni oznaceni M-43) je ucinnou sloZkou piipravku Bio 1020®.
Pro experimentalni Gcely byl na KRV izolovdn v roce 2009 p#imo z uvedeného
prepardtu. Referenéni typovy kmen je uloZen v americké sbirce mikroorganismu pod
oznacenim ATCC 90448. V roce 1971 byl kmen, ktery dostal nazev Ma43 izolovéan z
mrtvé larvy obalece jablonového (Cydia pomonella) poslané z Rakouska do Ustavu pro
biologickou ochranu v némeckém Darmstadtu. Kmen byl patogenni pro mnoho druht
hmyzu, a proto byl poslan do raznych laboratoii. Kromé toho se stal zakladem pro
komercni vyvoj M. anisopliae Bio 1020 pro biologickou ochranu proti lalokonosci
ryhovanému (Otiorhynchus sulcatus). Pozdgji se izolat stal aktivni sloZzkou nékolika
dalSich komer¢nich produkta v USA.

3. 1. 3 Isaria fumosorosea kmen PFR 97

V roce 1993 byl kmen poskytnut oddéleni Rostlinolékaistvi KRV firmou Certis
USA, kde je uloZen ve formé alginitovych pelet v mykologické sbirce. Referencni
typovy kmen je uloZen v americké shirce mikroorganismi pod oznacenim ATCC
20874. V roce 1994 byla udélena licence belgické firmé¢ BIOBEST k pouZivani tohoto
prepardtu v Evropé, kde je biopreparat na bazi PFR 97 registrovan pod komer¢nim

nazvem PreFeRal®WG.

3. 1. 4 Lecanicillium lecanii kmen 19

Kmen 19 byl odizolovan z dospélci lykoZrouta smrkoveho (Ips typhographus)
odchycenych feromonovymi lapac¢i v oblasti NP a CHKO Sumava v roce 1999. Od

tohoto roku je tento kmen souc¢asti mykologické shirky KRV.
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3. 2 Studovany druh hmyzu

3. 2. 1 Potemnik mouény (Tenebrio molitor L.)

Larvy Tenebrio molitor (déale jen larvy) byly zakoupeny ve specializovanych
prodejnach v C. Budgjovicich. Jsou b&zné znamy jako Zluti moucni ervi, maji ¢asteénd
sklerotizovanou kutikulu a jsou vhodnym hostitelskym organismem v biotestech
provadénych s entomopatogennimi houbami. Zakoupené larvy byly udrZzovany v chovu
na KRV pii pokojové teploté. Do testu byly vybirany larvy stejné velikosti. Vzhledem k
tomu, Ze larvy se kupuji ve specializovanych obchodech a neni znamo jejich vyvojové
stadium, je jedinym vybérovym kritériem pravé velikost. Do pokusa se vybiraly larvy

bez zjevnych zndmek onemocnéni ¢i mechanického poskozeni.

3. 3 Pouzivana zivna média

Kultiva¢ni sterilni médium, které bylo rozlévano na Petriho misky, bylo

pripravovano z polotovart od firem pasobicich na trhu CR (EU).

Petriho misky

Tyto misky byly pouzity pro péstovani kultur mikroorganismt v podminkach in
vitro. Mohou byt jak sklenéné, tak i plastové, v piipadé mého pokusu se jednalo o

plastové misky s vickem o praméru 90 mm.

Umelé Zivné pudy

Zivné pudy byly ptipraveny ze standardniho piedem namichaného praskového
agaru, ktery byl smichan s vodou, uvaren a ve sterilnim prostiedi rozlit do piipravenych

Petriho misek.

3. 3. 1 Potato Dextrose Agar

Hlavnim pouzivanym Zivnym médiem byl bramborogluk6zovy agar (déle jen PDA).

PDA byl ptipraven smichanim 500 ml destilované vody s 12g PDB (Potato Dextrose
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Broth) a 89 2% bakteriologického agaru. Smés byla uvarena ve sterilnim prostiedi a

rozlita do pripravenych Petriho misek o praméru vicka 90 mm.

3. 3. 2 Selektivni média

Patti mezi Zivnd média obsahujici fungicidy nebo antibiotika, ktera podporuji
rast entomopatogennich hub a zaroven eliminuji rast saprotrofnich hub a bakterii.
Citlivé kmeny entomopatogennich hub mohou byt kvali selektivnim slozkédm v Zivné
pudé potlaceny a tak mohou davat nepiesné Udaje o druhové rozmanitosti a hustoté

inokula v prostiedi. V této préaci byly vyuzivany 2 druhy selektivnich médii:

3. 3. 2. 1 Potato Dextrose Agar + Antibiotikum

Jednd se o umelou Zivnou pudu PDA s antibiotickou sloZkou Chloramfenikol —
0,25¢/500ml (dale jen PDA + A). Chloramfenikol inhibuje bakteridlni syntézy bilkovin,

proto je oznacovan za bakteriostatické antibiotikum.

3. 3. 2. 2 Potato Dextrose Agar + Dodine

NejselektivngjSi pouZivanou Zivnou pudou je PDA s pridavkem fungicidni
ucinné latky dodine (dale jen PDA + D). Mimo jiné slouzi pro izolaci
entomopatogennich hub z pudy. Citlivé kmeny entomopatogennich hub mohou byt
kvuli selektivni sloZce dodine v Zivné pud¢é potlaceny a tim se i rast kolonii maze
prodlouzit o 3 az 4 dny. U¢inna latka dodine je obsazena z 65% v komerénim

fungicidnim piipravku Syllit 65 WP.

3. 4 UdrzZovani kultur a kultivace entomopatogennich hub

V testech byly pouzity druhy hub z mykologické sbirky KRV. VSechny
entomopatogenni houby v této sbirce jsou dlouhodob¢é uchovdvany ve formé
alginatovych pelet.
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Cilem tvorby alginatovych pelet je imobilizace biomasy (konidie, blastospory,
mycelium, atd.) a jeji udrzovani v rozmezi teplot -20 aZ -22°C.

Pro piipravu pelet slouzi suspenze konidii hub jako zaklad, dale dvouprocentni
alginat sodny (Na sul kyseliny alginové) a jemné mleté piesaté pSeni¢né otruby. Smes
otrub a alginatu sodného se smicha a steriluje. Do vychladlé smési se prida suspenze
spor v poméru 1:1. Posledni sloZzkou pro piipravu pelet je sterilni roztok chloridu
vapenatého (0,25M CaCl,) do kterého se pomoci nalevky kape pripravena smés a
chemicka reakce zaruci vznik pravidelnych kuli¢ek. V roztoku chloridu vapenatého se
nechaji kulicky vytvrdit po dobu 1 - 2 hodin. Po uplynuti potiebné doby je piebytecny
roztok odstranén a samotné kulicky jsou suSeny v aktivnim proudu vzduchu po dobu
nékolika hodin pii nizsich teplotach, aby nedoSlo k poSkozeni imobilizované biomasy.
Po vyschnuti jsou pelety ukladany do plastovych kontejnerd, které jsou oznaceny a
skladovany pii jiz uvedenych teplotach. Takto formulované spory je mozno uchovévat
po fadu let bez jakychkoli kvalitativnich zmén.

Pro aktivaci (oZiveni) jiz uloZzenych kment z mykologické shirky se pouZivaji
sterilni vinké komurky (Petriho misky) s dvouprocentnim bakteriologickym agarem. Na
povrch Petriho misky se pravideln¢ rozmisti pelety (5 - 10 ks). Inkubace probihd po
dobu 3 - 5 dnu pii teploté 23 £ 2 °C. Zhruba 2 - 3 dny po zahajeni inkubace na povrchu
pelet zacne rast mycelium, které 4. - 5. den zac¢ind sporulovat. V dobé¢, kdy je na
peletach jiz sporulujici mycelium, je mozné nové vytvorené spory preockovat na sterilni

Zivnou pudu, ¢imz se ziska zékladni kultura pro dalsi faze pokusd.

3. 5 Priprava zakladni konidiové suspenze kmenid entomopatogennich
hub

Pro pokusy byly vyuZivany konidiové suspenze, ziskané ptelitim povrchu ping
sporulujici kultury, kterd byla kultivovana na PDA po dobu 10 - 14 dnua sterilni
destilovanou vodou. Sterilizovana destilovana voda obsahovala ptidavek 0,05% Tween
80 (dale jen roztok Tween). Suspenze se fadné protiepaly a nasledné se pielily pies
sterilni gazu do sterilni Erlenmeyerovy banky za Gc¢elem odstranéni shluka konidii resp.
kusu mycelia. V piipad¢ potieby byly Erlenmeyerovy bainky umistény na trepacku a
ttepany po dobu 15 min. pfi 200 r.p.m.. Takto piipravené suspenze se dle potieby
naredily a po opétovné homogenizaci se nanesly do pocitaci komurky (hematocymetr)

pod svételny mikroskop a v piedem stanoveném pogcitacim poli se po sedimentaci
37


http://www.tracker-software.com/buy-now
http://www.tracker-software.com/buy-now

konidii stanovil titr. Hodnota titru byla vypocitana na zékladé dvou opakovani (horni a
dolni pocitaci pole komurky). VSechny zakladni suspenze byly poté adjustovany na

standardn titr 1x10° konidii/ml (dale jen standardni titr suspenze).

3. 6 Metodika provadénych pokusi

3. 6. 1 Standardni test kli¢ivosti — Gl (Germination Index)

Cilem testu klicivosti bylo zjistit procento klicivosti piislusné populace konidii.
Byl odebréan vzorek standardniho titru suspenze 1x10%/ml. Tato konidiova suspenze byla
laboratorni klickou nanesena podélné na sterilni povrch Zivné pudy PDA na podloZnim
sklicku v podobé 10 kapek. Po zaschnuti se sklicko vloZilo do vihké komurky, kterou
tvofily Petriho misky, na jejichz dné byl vihky filtracni papir. Petriho misky byly
uloZeny do vytemperovaného termostatu na poZadovanou teplotu 25°C. VVyhodnoceni se
provadélo po 24 hod. pomoci svételného mikroskopu. Hodnoceno bylo minimalné 100
spor z vybranych sekci (zorné pole mikroskopu). Ke kazdé konidii byl ptifazen
prislusny index GI (TABULKA 7), ktery specifikuje vyvoj patogena a stupen nakliceni.
Z vyhodnocenych vzorka bylo vypocteno procento klicivosti.
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TABULKA 7
Hodnotici indexova stupnice (GI) pro kmeny entomopatogennich hub

G index | Charakteristika

0 na konidiich nejsou ziejmé Zadné morfologické zmeny

0,5 |konidie jsou zreteln¢ protahlejsi, nabobtnalé, na konidii je zietelny
jednostranny klicek velikosti v poméru piiblizné 1:0,5 k mate¢né konidii

1 velikost klicku na konidii je v poméru 1:1 k velikosti matec¢né konidie

1,5 |primérni klicek je 2-3 x delSi neZ mate¢na konidie, na mate¢né konidii jsou

ziejme 2 kratsi klicky

2 klicek je vice nez 3 x tak dlouhy jako mate¢né konidie, sekundarni vétveni na

jednom z klicku, na mate¢né konidii jsou dva dlouhé klicky

2,5 |pocatek sporulace

3 plna sporulace

(upravené schéma pouzivané na oddéleni Rostlinolékaistvi KRV)

3. 6. 2 Standardni test CFU (Colony Forming Units)

Principem testu je stanoveni specifického Udaje kvantitativni povahy, ktery
udavd, z kolika infekénich propaguli patogena se pti kultivaci na umglé Zivné pudé
vytvoii samostatna kolonie.

Pro zéklad testu CFU byl pouZit standardn titr suspenze 1x10°/ml.Tato suspenze
byla nafed&na na vychozi suspenzi pro jednotlivé kmeny o titru 5x10%ml a sou¢asné na
vychozi suspenzi pro kombinace jednotlivych kmena o titru 5x10%/ml (2,5x10%ml pro
jeden kmen + 2,5x10%ml pro dalsi kmen vdané kombinaci). Vychozi suspenze v
mnozstvi 0,5 ml se v sedmi opakovanich nanasela na Petriho misky obsahujici Zivna
média PDA, PDA + A, PDA + D. Nanesené suspenze se dukladné rozetiely pomoci
inokula¢ni hokejky pohybem na oto¢ném stolku. Na svrchni stranu Petriho misky byl
zaznamenan kmen houby, pfislusny titr suspenze a datum provedeni vzorku. Po

zaschnuti suspenze (cca 24 hod.) byly Petriho misky uloZeny do igelitovych sacku a
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umistény do termostatu vytemperovaného na 25°C. Hodnoceni poctu kolonii CFU se
provadeélo 4. a 7. den (4. den PDA a PDA+A a 7. den PDA+D). Z hodnocené sady se do
vlastniho vypoc¢tu bralo 5 hodnot (minima a maxima z jednotlivych opakovani se
nezapocitavala).

Pro kontrolni variantu se na konci pokusu odebralo 0,5 ml roztoku Tween a ve
tiech opakovéanich se nandSelo na povrch PDA v Petriho misce. Spole¢né s ostatnimi

vzorky byly kontrolni varianty dale uchovavany ve stejnych podminkach.

3. 6. 3 Standardni laboratorni biotest

Na zacatku testu se larvy povrchové sterilovaly pielitim jednoprocentniho
roztoku SAVA (0,05% NaClO). Nésledn¢ se v co nejkratSi dob& 3x promyly sterilni
vodou (larvy T. molitor jsou citlivé a pfi pomalém postupu mohou zemfit). Pro rychlé
oschnuti se larvy umistily na filtracni papir.

Do standardniho titru suspenze 1x10%/ml se larvy ponofily na 2s. Namodené
larvy se umistily do vihkych komarek (krabicky na tkanové kultury o 12ti bunkach se
dvéma filtracnimi papirky na dné¢ kazde bunky, zvihéené roztokem Tween). V testu
bylo pouZito 25 larev. VIhké komurky byly uloZeny do vytemperovaného termostatu s
poZadovanou teplotu 20°C. Hodnoceni pokust bylo provadéno 1. - 10. den pomoci
svételné binolupy. Kazdé larvé byl piifazen piislusny index FDI charakterizujici
klicovou fazi vyvoje houby (TABULKA 8). Pomoci regresni analyzy byl z jednotlivych
stanovenych indexu stanoven vysledny index 1,5.

Pro kontrolni variantu byl na konci testu pouZit stejny postup, jen standardni titr

suspenze kment byl nahrazen roztokem Tween.
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TABULKA 8

Hodnotici indexova stupnice (FDI) pro T. molitor

Fotografie

INDEX VYVOJE POPIS SYMPTOMU
0 na larvach nejsou vidét zadné zndmky
infekce
na larvach se objevuji  drobné
0,5 melaniza¢ni skvrny, postupné po celém
povrchu, jesté se nespojuji
veétSi  melanizacéni  skvrny, které se
1 mohou zacit spojovat, skvrny jsou
cerné
mezi hrudnimi koncetinami larev se
15 objevuje Vvl&knité mycelium, pouze
jednotlivé hyfy
mycelium  zac¢ind  tvofit  vatovité
2 struktury, zatim nema  vyvinuté
fruktifikacni organy
na konci hyf mycelia se zacinaji
25 objevovat  sporulujici  konidiofory,
pocinajici sporulace
larva je pokrytd plIn¢ sporulujicim
myceliem, které tvoti nové konidie ve
3

velkém poctu

(upravené schéma pouZzivané na oddéleni Rostlinolékaistvi KRV)
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3. 6. 4 Konkurenéni test - porovnani uéinnosti vybranych kmeni

entomopatogennich hub v kombinaci

Test se provadél na vybranych larvach, které proSly standardnim biotestem.
Larva, kterd vykazovala stupen sporulace (tzn. stupen 2,5 a 3), byla vyjmuta z vihké
komirky a vloZzena do zkumavky s roztokem Tween. Naslednym promichanim na
vertexu doslo k uvolnéni spor z povrchu téla larvy. V pocitaci komurce byla spocitana
koncentrace téchto spor. Suspenze byla dale adjustovana na koncentraci 1x10° a
nasledng naredéna na koncentraci 1x10°.

Pro stanoveni CFU byla na povrch PDA+D v Petriho misce nanesena suspenze o
koncentraci 1x10° v mnoZstvi 0,5 ml. Suspenze se po povrchu agaru pravidelng
rozptylila pomoci inokulaéni hokejky pohybem na otoéném stolku. Byla provedena 3
opakovani na kazdou reprezentujici larvu. Po duakladném vsaknuti (zaschnuti) suspenze
se vzorky uloZily do igelitovych sacku a umistily do termostatu vytemperovaného na
25°C.

Hodnoceni jednotlivych Petriho misek probihalo cca po 7 dnech, kdy byly
jednotlivé kultury dobte morfologicky rozliSitelné. Hlavnim cilem bylo zjistit jaky kmen
houby se na povrchu larvy dokaze prosadit (rtstu mycelia a produkce spor).

Pro kontrolni variantu byla pouzita larva z kontrolni varianty standardniho
biotestu. Vyjmuta larva z vlihké komurky byla vloZena do zkumavky s roztokem Tween
a nasledné promichana na vertexu. Ze zkumavky byl odebran kontrolni vzorek na
PDA+D.

3. 6. 5 Radialni rist a vytéZznost

Suspenze o standardnim titru 1x10%/ml byla nanesena pomoci sterilni klicky ve
formé kapky do stredu Petriho misky s umélym Zivnym médiem PDA v 5 opakovanich.
Po zaschnuti kapky se Petriho misky vloZily v plastikovych saccich do termostatu, ktery
byl vytemperovan na teplotu 25°C.

Hodnoceni a méfeni praméru stredovych kultur se provadélo po 21 dnech,
nejmén¢ u 4 kultur od kazdého kmene. Hodnoceni radialniho ristu probihalo na zaklade
méteni dvou na sebe kolmych praméra ziskané stiedové kultury. Ze zjisténych rozméra

se vypocitala plocha kultury.
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Po zmeieni a vyfotografovani kultur nasledovala jejich homogenizace. Ze
Zivného média se vyiizla pouze porostla ¢ast, kterd se vloZila do mixéru, kde po dobu 20
s probihala homogenizace.

Pocitani spor se provadélo v kalibrované pocitaci komarce pod svételnym
mikroskopem. Poc¢italo se vzdy ze dvou opakovani, vysledna hodnota byla jejich
pramérem. Zjisténé hodnoty byly upraveny podle velikosti kultury na hodnoty

reprezentujici mnoZstvi spor na kulturu, resp. na Imm?.
3. 6. 6 Interakce

Zakladni suspenze jednotlivych kment a kment v kombinaci o standardnim titru
byla nanesena na uméla Zivnd média PDA. NandSelo se pomoci inokula¢ni Kklicky ve
formé jedneé kapky nalevo a napravo od stredu Petriho misky v pomysIné roving 2,5 cm
od okraje Petriho misky. Po zaschnuti kapky na Zivném médiu PDA se Petriho misky
vlozily v igelitovych séécich do termostatu, ktery byl vytemperovan na teplotu 25°C.

Hodnoceni interakce kultur se provadélo po 21 dnech nejméné u 3 kultur od

kazdého z kmend.

3. 7 Vyuzivana technika p¥i pokusech

Pro veSkerou laboratorni ¢innost ve sterilnim prostredi byl vyuZivan flow box
BIOHAZARD. PouZivané laboratorni pomucky byly sterilizovany ve sterilizatoru
STERICELL. Pii vyhodnocovani pokust a tvorbé origindlni digitalizované
fotodokumentace bylo pouZito zatizeni (Canon EOS 300D Digital), které je k dispozici
na KRV (svételny mikroskop Nikon a binokularni mikroskop Weiss). Pievazna vétsina

foto obrazka vybranych a zatazenych do diplomové prace jsou origindly.
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4. EXPERIMENTALNI CAST A VYSLEDKY

POKUS 1

Standardni test kli¢ivosti — GI (Germination Index)

Cilem tohoto testu je zjistit procento klicivosti a stupen nakli¢eni piislusné

populace konidii.

Za&kladni Udaje k pokusu:

odebrén vzorek standardniho titru suspenze 1x10%/ml

konidiova suspenze laboratorni klickou nanesena podélné na sterilni povrch
Zivné pudy PDA na podloZnim skli¢ku v podobé 10 kapek

po zaschnuti se sklicko vloZilo do vihké komarky, kterou tvotily Petriho misky,
na jejichz dné byl vihky filtra¢ni papir

Petriho misky byly uloZeny do vytemperovaného termostatu na poZadovanou
teplotu 25°C

vyhodnoceni se provadélo po 24 hod. pomoci svételného mikroskopu

hodnoceno bylo minimaln¢ 100 spor z vybranych sekci (zorné pole mikroskopu)
ke kazdé konidii byl prifazen piislusny index GlI, ktery specifikuje vyvoj
patogena a stupen nakli¢eni

z vyhodnocenych vzorka bylo vypocteno procento Klicivosti

TABULKA 9
Kligivost a rast kmena
KMENY PRUMER Gl KILICIVOST %
1 101 2 100
F-52 1,99 100
PFR 97 2 100
19 2 100
| 101 + F-52 1,99 100
| 101 + PFR 97 2 100
1101+19 2 100
F-52 + PFR 97 2 100
F-52+109 2 100
PFR97 +19 2 100
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Vysledek pokusu:

U vSech kmenti (samostatné i v kombinaci) byla klicivost po 24 hodinach 100%.
V kombinaci se druhy hub negativné neovliviuji (klicivost byla déldna na Zivné padé
PDA). Po 48 hod. vechny druhy hub (samostatné i v kombinaci) dosahovaly indexu
2,5-3.

POKUS 2

Standardni test CFU na Zivnych piadach PDA, PDA + A, PDA + D pro
jednotlivé kmeny

Cilem pokusu je zjistit jestli Zivné pudy (PDA, PDA + A, PDA + D) ovliviuji
jednotlivé kmeny EH.

Zakladni Udaje k pokusu:

e pouZit standardni titr suspenze 1x10%/ml

e suspenze byla nafedéna na vychozi suspenzi pro jednotlivé kmeny o titru
5x10°/ml

e vychozi suspenze v mnoZstvi 0,5 ml (= titr 2,5x10%ml) se v sedmi opakovénich
nanaSela na Petriho misky obsahujici Zivnd média PDA, PDA + A, PDA + D

e nanesené suspenze se dukladné rozetiely pomoci inokula¢ni hokejky pohybem
na oto¢ném stolku

e po zaschnuti suspenze (cca 24 hod.) byly Petriho misky uloZeny do igelitovych
s&cku a umistény do termostatu vytemperovaneho na 25°C

e hodnoceni poc¢tu kolonii CFU se provadélo 4. a 7. den (4. den PDA a PDA+A a
7. den PDA+D)

e do vlastniho vypocétu se bralo 5 hodnot (minima a maxima z jednotlivych

opakovani se nezapogitavala)
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Vysledek pokusu:

Kontrola:
A) Vsechny druhy Zivnych pad (PDA, PDA + A, PDA + D) porostly

B)

C)

D)

E)

koloniemi jednotlivych kment.

I 101 kolonie byly rovnomérné rozmistény na povrchu Zivné pudy, prabéh
rastu byl normélni. Na ttech rozdilnych ptdach byla zaznamenéna
nepatrna klesajici tendence v poc¢tu narostlych kolonii a to z PDA na
PDA+A a na PDA+D. Procenticka odchylka mezi Zivnymi ptadami neni

vétsi nez 2%.

F-52 kolonie byly rovnomérné rozmistény na povrchu Zivné pudy, prabéh
rastu byl normélni. Na ttech rozdilnych ptdach byla zaznamenéna
nepatrna klesajici tendence v poctu narostlych kolonii a to z PDA na
PDA+D a na PDA+A. Na Zivnych pudach PDA+A byly zaznamenény v 7
opakovanich skokové odliSné pocty kolonii. Procentickd odchylka mezi

Zivnymi padami je 7%.

PFR 97 kolonie byly rovnomérné rozmistény na povrchu Zivné pudy,
prabéh rastu byl normalni. Na tiech rozdilnych ptidach byla zaznamenana
klesajici tendence v poc¢tu narostlych kolonii a to z PDA+D na PDA a na

PDA+A. Procenticka odchylka mezi Zivnymi ptidami je pies 15%.

I 9 kolonie byly rovnomérné rozmistény na povrchu Zivné pudy, prabéh
rastu byl normalni. Na trech rozdilnych pudach byla zaznamenéna
nepatrna klesajici tendence v poc¢tu narostlych kolonii a to z PDA+A na

PDA+D a na PDA. Procenticka odchylka mezi Zivnymi padami je 8%.
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GRAF 1

Prumérny pocet kolonii v CFU jednotlivych kmenti, kazdé Zivné ptdy zvIast

STANDARDNI TEST CFU PRO JEDNOTLIVE KMENY
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PDA+ A

PDA+D

1101

B PFR 97

TABULKA 10
Vyhodnoceni CFU max. a min. pocet kolonii pro jednotlivé kmeny na raznych Zivnych
udach
ZIVNA PUDA PDA PDA+A | PDA+D
KMEN TVORICI NEJPOCETNEJSI 19 19 19
KOLONII
@ POCET SPOR TVORICI KOLONII | 0,741.10° | 0,824-10° | 0,764-10°
SMODCH +11,37 49,37 +4,45
KMEN TVORICI NEJMENE PFR 97 PFR 97 F-52
POCETNOU KOLONII
@ POCET SPOR TVORICI KOLONII | 0,608:10° | 0,576-10° | 0,628-10°
SMODCH +4,87 +8,11 +13,37

Zhodnoceni pokusu:

Kmeny | 101, F-52 a | 9 nejsou ovliviovany Zivnymi ptdami. Procenticka

odchylka mezi Zivnymi padami nebyla vétsi jak 10%.U kmene PFR 97 je pozorovano

Ze zivné pudy ovliviuji rast a tvorbu kolonii. Procenticka odchylka mezi Zivnymi

padami je vétsi nez 10 %. Na raznych Zivnych padach tvoril nejpocetn

Vv s

¢jSi kolonie kmen

I 9. Naopak nejméné pocetné kolonie tvotil kmen PFR 97 na Zivnych pudach PDA a
PDA + A. Na PDA + D vytvofil nejméné pocetnou kolonii kmen F-52,
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POKUS 3

Standardni test CFU — pro kmeny v kombinaci

Cilem pokusu je zjistit jestli se mezi sebou jednotlivé kmeny ovliviuji
v kombinacich kmen a jestli se ovliviovani méni s druhem Zivné pady.

Zakladni Udaje k pokusu:

e pouZit standardni titr suspenze 1x10%/ml

e suspenze byla nafedéna na vychozi suspenzi pro kombinace jednotlivych kment
o titru 5x10%/ml (2,5x10%ml pro jeden kmen + 2,5x10%ml pro dalsi kmen v dané
kombinaci).

e vychozi suspenze v mnoZstvi 0,5 ml (= titr 1,25x10%ml) se v sedmi opakovénich
nanaSela na Petriho misky obsahujici Zivnd média PDA, PDA + A, PDA + D

e nanesené suspenze se dukladné rozetiely pomoci inokula¢ni hokejky pohybem
na oto¢ném stolku

e po zaschnuti suspenze (cca 24 hod.) byly Petriho misky uloZeny do igelitovych
s&cku a umistény do termostatu vytemperovaneho na 25°C

e hodnoceni poctu kolonii CFU se provadélo 4. a 7. den (4. den PDA a PDA+A a
7. den PDA+D)

e do vlastniho vypocétu se bralo 5 hodnot (minima a maxima z jednotlivych

opakovani se nezapogitavala)
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GRAF 2
kombinace kmena | 101 + F-52

GRAF 3

kombinace kmena | 101+ 19
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TABULKA 11

Vyhodnoceni CFU max. a min. pocet kolonii pro jednotlivé kmeny v kombinacich na

raznych Zivnych ptdach

ZIVNA PUDA PDA PDA + A PDA + D
KOMBINACE KMENU TVORICI
NEJPOCETNEJSI KOLONII 1101+19 1101 + F-52 1101+19

@ POCET SPOR TVORICICH

KOLONII 0,600x10° + 0,728x10° | 0,816x10° + 0,624x10° | 0,744x10°+ 0,528x10°
SMODCH +185  +731 +344  £301 +889  +471
KOMBINACE KMENU TVORICI
NEJMENE POCETNOU KOLONII F-52 + PFR 97 F-52 + PFR 97 F-52+19

@ POCET SPOR TVORICICH
KOLONII
SMODCH

0,392x10° + 0,656x10°
+4,44  +534

0,380x10° + 0,648x10°
+1,02 +5,84

0,576x10° + 0,432x10°
+1,85 +8,01

Vysledek pokusu:

Kontrola:

A) VSechny druhy Zivnych pud (PDA, PDA + A, PDA + D) porostly
koloniemi jednotlivych kment v kombinacich.

B) 1 101 + F-52 na PDA, F-52 tvofilo celoplodné mensi kolonie. Na PDA+A,
F-52 tvorilo celoplodné mensi kolonie. Na Zivné piudé PDA+D uZ netvoii

oba dva druhy hub mezi sebou z6ny celoplodné, ale naopak kmen I 101

tvoii mensi kolonie a vrustd do F-52. F-52 potlacuje | 101 v rastu

(PRILOHA 1).

C) 1101 + PFR 97 na PDA wvytvéii celoplodn¢ 1 101 menSi kolonie v blizkosti
PFR 97. Na PDA+A vytvaii celoplodné | 101 mensi kolonie v blizkosti
PFR 97 ma | 101 zménény (jiny) genotyp (PRILOHA 2). Na Zivné puds

PDA+D vytvari celoplodné | 101 menSi velikost kolonie a normalni

vzhled.

D) I 101 + I 9 na Zivnych pudach PDA, PDA+A a PDA+D se tyto druhy

vzajemné neovliviuji.
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E) F-52 + PFR 97 na PDA tvoii celoplodné F-52 mensi a potlacené kolonie
vuci druhu PFR 97. Na PDA+A tvori celoplosné F-52 opét mensi a
potlacené kolonie vuac¢i druhu PFR 97. Na Zivné puadé PDA+D tvofii
celoplosné F-52 vétsi kolonie neZ na padach PDA a PDA+A.

F) F-52 + 19 na PDA a PDA+A se celoplodn¢ oba druhy neovliviji ani pri
vrustani v blizkosti do sebe. | 9 tvoti na celé ploSe vétsi pocet kolonii. Na
PDA+D wytvéri celoplosné F-52 veétsi kolonie a naopak | 9 tvoii mensi
pocet kolonii.

G) PFR 97 + 1 9 na PDA a PDA+A se celoplodn¢ oba druhy neovliviuji ani
pti vrustani v blizkosti do sebe.Na PDA+D wvytvari celoplosn¢ | 9 mensi

kolonie.

Zhodnoceni pokusu:

Na PDA a PDA + D tvotil nejpocetnéjsi kolonie v kombinaci kmenu kombinace
I 101 + 1 9. Na PDA + A tvofil nejpocetngjsi kolonii v kombinaci kmend kombinace |
101 + F-52. Kmen | 101 se jevi jako kmen ktery tvofi pocetné kolonie v kombinaci
skmeny | 9 a F-52. Naopak nejmén¢ pocetné kolonie tvofil kmen PFR 97 na Zivnych
pudach PDA a PDA + A. Na PDA + D vytvotil nejméné pocetnou kolonii kmen F-52.

POKUS 4

Standardni laboratorni biotest na hmyzim hostiteli Tenebrio molitor

Principem testu je zjistit kdy doséhnou kmeny na larvé vyvojového indexu 1,5
(FDI).

ZAkladni Udaje k pokusu:

e larvy se povrchove sterilovaly pielitim jednoprocentniho roztoku SAVA (0,05%
NaClO), déle se v co nejkratsi dob& 3x promyly sterilni vodou a umistily na
filtracni papir

e do standardniho titru suspenze 1x10%ml pro jednotlivé kmeny se larvy ponofily

na 2s (,,dip-test®)
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pro kombinace jednotlivych kmenti se standardni suspenze naiedila na vychozi
suspenzi o titru 1x10%/ml (5x10°/ml pro jeden kmen + 5x10°/ml pro dali kmen
v dané kombinaci) a larvy se ponofily na 2s (,,dip-test*)

namoceneé larvy se umistily do vlhkych komirek (krabicky na tkanove kultury o
12ti bunkach se dvéma filtracnimi papirky na dné kazdé bunky, zvihéené
roztokem Tween)

v testu bylo pouzito 25 larev

vihké komurky byly uloZeny do vytemperovaného termostatu s poZadovanou
teplotu 20°C

hodnoceni pokust bylo provadéno 1. - 10. den pomoci svételné binolupy

ke kaZzdé larveé byl piifazen ptislusny index FDI charakterizujici klicovou fazi
Vyvoje houby

pomoci regresni analyzy byl z jednotlivych stanovenych indexd stanoven

vysledny index 1,5

GRAF 8
Prubéh standardniho biotestu pro jednotlivé kmeny a kmeny v kombinacich na larvé
Tenebrio molitor
PRUBEH STANDARDNIHO BIOTESTU VSECH KMENU
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3 F-52
25 PFR 97
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GRAF 9
Dosazeny vyvojovy index 1,5 podle FDI na larvé Tenebrio molitor, sefazeno od kmenu
které dosédhnou index 1,5 jako prvni

DOSAZENY VYVOJOVY INDEX 1,5 PODLE FDI NA

10 LARVE
9
8
7
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4
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2,
l,
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N AR AR N S O 9
S &« Q& & @x & & &
Q\' X Q '\,x QQ
\ & KMEN N
Vysledek pokusu:
Kontrola:

A) Vsechny larvy namocené do standardniho a vychoziho titru 1x10%/ml byly

mrtve a porostlé testovanymi kmeny.

Zhodnoceni pokusu:

Na larvach se prosadily ke konci 5. dne jednotlivé kmeny I 101 a F-52
(PRILOHA 3), které dosahly vyvojového indexu houby 1,5 podle FDI jako prvni.
Vyvojovy index 1,5 dosahl jako posledni kmen I 9 na konci 8 dne.V kombinaci kmena
se prosadily na larvach kmeny na zacatku 6 dne 1 101 + F-52, které dosahly vyvojového
indexu houby 1,5 podle FDI jako prvni. Vyvojovy index 1,5 dosahl jako posledni kmen
PFR 97 + 1 9 na zacatku 8 dne.
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POKUS 5

Sledovani priabéhu infekce na povrchu hostitelské larvy Tenebrio
molitor — konkurenéni test

Cilem testu bylo zjistit, ktery kmen se prosadil (rastu mycelia a produkce spor)
na larvach, které byly ponotené do suspenze z kombinace kment (Standardni

laboratorni biotest).

Zakladni Udaje k pokusu:

e larvy se povrchove sterilovaly pielitim jednoprocentniho roztoku SAVA (0,05%
NaClO), déle se v co nejkratsi dob& 3x promyly sterilni vodou a umistily na
filtracni papir

e pro kombinace jednotlivych kmeni se standardni suspenze 1x10°/ml natedila na
vychozi suspenzi o titru 1x10%/ml 1:1 (5x10°/ml pro jeden kmen + 5x10°/ml pro
dalsi kmen v dané kombinaci) a larvy se ponofily na 2s (,,dip-test*)

e namoceneé larvy se umistily do vlhkych komirek (krabicky na tkanovée kultury o
12ti bunkach se dvéma filtraénimi papirky na dné kazdé bunky, zvihéené
roztokem Tween)

e vtestu bylo pouzito 25 larev

e vlhké komuarky byly uloZeny do vytemperovaného termostatu s poZadovanou
teplotu 20°C

e hodnoceni pokust bylo provadéno 10. den pomoci svételné binolupy

o ke kazdé larveé byl piifazen ptislusny index FDI charakterizujici klicovou fazi
vyvoje houby

e larva, kterd vykazovala stupen sporulace (tzn. stupen 2,5 a 3) byla vyjmuta
z vinké komurky a vloZena do zkumavky s roztokem Tween

e naslednym promichanim na vertexu doslo k uvolnéni spor z povrchu téla larvy

e suspenze byla dale adjustovéna na koncentraci 1x10°ml a nasledn& nafed&na na

koncentraci 1x10% ml
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e pro stanoveni CFU byla na povrch PDA+D v Petriho misce nanesena suspenze o

koncentraci 1x10% v mnozstvi 0,5ml

e suspenze se po povrchu agaru pravidelné rozptylila, byla provedena 3 opakovani

na kaZzdou reprezentujici larvu

e po dukladném vséknuti (zaschnuti) suspenze, se vzorky uloZily do igelitovych

sacku a umistily do termostatu vytemperovaného na 25°C

e hodnoceni cca po 7 dnech, kdy byly jednotlivé kultury dobie morfologicky

rozliSitelné

GRAF 10

Kombinace kmena na larveé 10. den

KOMBINACE KMENU NA LARVE 10. DEN
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TABULKA 12
Vyhodnoceni kmeni v kombinaci na hmyzim hosti
KOMBINACE 1101 F-52 F-52 I 101 I 101 PFR 97
KMENU
+F-52 | +PFR97 +19 +PFR 97 +19 +19
@ INDEX VYVOJE 2,90 2,85 2,85 2,65 2,65 1,25
+SMODCH +0,24 +0,25 +0,33 +0,43 +0,32 +0,77
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TABULKA 13

Vyhodnoceni konkurenéniho testu CFU

KOMBINACE 1101 1101 1101 F-52 F-52 PFR 97
KMENU + F-52 +PFR 97 +19 +PFR 97 +19 +19
POCET

VYTVORENYCH 6+11 1+11 2+24 18+3 1+32 10+ 5

KOLONIT A
PROSAZUJICT F-52 PFR 97 19 F-52 19 19
KMEN
POCET
VYTVORENYCH 5+10 2+10 1+5 2+15 12+3 14+1
KOLONII A
PROSAZUICI F-52 PFR 97 19 PFR 97 F-52 19
KMEN

Vysledek pokusu:

Kontrola:

A) Vsechny larvy namocené do vychoziho titru 1x10%ml byly mrtvé a
porostlé testovanymi kmeny.

Zhodnoceni pokusu:

Na larvach v kombinaci kmena | 101 + F-52 se prosadil kmen F-52.

Na larvach v kombinaci kment | 101 + PFR 97 se prosadil kmen PFR 97.

Na larvach v kombinaci kment | 101 + | 9 se prosadil kmen I 9.

Na larvach v kombinaci kmend F-52 + PFR 97 se prosadily oba dva kmeny.

Na larvach v kombinaci kmend F 52 + 1 9 se prosadily oba dva kmeny.

Na larvach v kombinaci kment PFR 97 + 1 9 se prosadil kmen 1 9.
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POKUS 6

Radialni rist a vytéZznost

Cilem testu bylo zjistit pramér stiedovych kultur vyprodukovanych pii kultivaci
kment, nasledné vypogitat jejich plochu a zjistit mnozZstvi spor vyprodukovanych pfi
kultivaci kmena na Zivné pude.

Déle bylo tieba rozlisit jednotlivé kmeny vybranych druhtt EH pouZitych v testu
(PRILOHY 4, 5, 6) a podle toho urgit ktery kmen se vice prosazuje na larvach Tenebrio

molitor.

ZAkladni Udaje k pokusu:

e suspenze o standardnim titru 1x10%ml byla nanesena pomoci sterilni klicky ve
formé kapky do stiedu Petriho misky sumélym Zivnym médiem PDA v 5
opakovanich

e po zaschnuti kapky se Petriho misky vloZily v plastikovych saccich do
termostatu, ktery byl vytemperovan na teplotu 25°C

e hodnoceni a méteni praméru stiedovych kultur se provadélo po 21 dnech,
nejmén¢ u 4 kultur od kazdého kmene

e hodnoceni radialniho rastu probihalo na zakladé méieni dvou na sebe kolmych
praméru ziskané stredové kultury

e ze zjiSteénych rozméra se vypocitala plocha kultury

e po zmgteni a vyfotografovani kultur ndsledovala jejich homogenizace

e ze Zivného média se vyiizla pouze porostla ¢ast, ktera se vloZila do mixéru, kde
po dobu 20 s probihala homogenizace

e pocitani spor se provadélo v kalibrované pocitaci komurce pod svételnym
mikroskopem

e pocitalo se vZdy ze dvou opakovani, vysledna hodnota byla jejich pramérem

e Zzjisteéné hodnoty byly upraveny podle velikosti kultury na hodnoty reprezentujici

mnoZstvi spor na kulturu, resp. na 1mm?

TABULKA 14
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Vyhodnoceni radialniho rastu a vytéZznosti spor

KMENY @ KULTURY PLOCHA PRODUKCE SPOR PRODUKCE SPOR
(mm) (mm?) (SPOR/1 KULTURA) (mm?)
1101 66,00+1,15 3421,19 4,51x10°+5,62x10° 1,26x10°
F-52 63,50+0,58 3166,92 7,04x10°+3,75x10° 1,97x10°
PFR 97 40,00+0,82 1256,64 4,23x10°+6,25x10’ 1,18x10°
19 51,25+0,50 2062,90 2,25x10°+1,25x10° 6,30x10°
1101 + F-52 50,25+5,85 1983,18 3,90x10°+7,75x10° 1,09x10°
1101 +PFR97 | 39,88+1,25 1248,79 2,73x10°+5,50x10’ 7,63x10"
1101+19 51,50+0,93 2083,07 3,13x10°+1,50x10° 8,75x10°
F-52+PFR97 | 37,00+1,20 1075,21 1,89x10°+1,13x10’ 5,28x10"
F-52+19 51,00+1,07 2042,82 3,45x10°+2,50x10’ 9,66x10°
PFRO7 +19 36,13+0,99 1024,96 1,84x10°+8,13x10’ 5,14x10"
GRAF 11

Vyhodnoceni pramért sttedovych kultur vzestupné dle velikosti (mm)

PRUMER STREDOVYCH KULTUR
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TABULKA 15
RozliSené (prosazujici se) kmeny z kombinaci stiedovych kultur

KMENY Z KOMBINACI PROSAZUJICI SE KMEN
| 101 + F-52 F-52
| 101 + PFR 97 PFR 97
1101+19 19
F-52 + PFR 97 PFR 97
F-52+19 19
PFR97 +19 PFR 97

Vysledek pokusu:

Produkce spor je po 21 dnech nejvétsSi u kmene | 101 a koreluje s velikosti
kultury. Souc¢asné je u tohoto kmene zaznamenan i nejvétsi pramér stiedové Kkultury.
Naopak nejmensi produkce spor je u kombinaci kmena PFR 97 + 1 9 a F-52 + PFR 97. |
zde produkce spor koreluje s velikosti kultury. Soucasné je u téchto kmenii zaznamenan
i nejmensi pramér stredové kultury. Z testu vyplyva, Ze kmen PFR 97 tvoti nejméné
spor a zaroven nejmensi plochu stiedové kultury z jednotlivych kment a taktéz

z kombinaci jednotlivych kment.

POKUS 7

Interakce

Cilem bylo zjistit jak na sebe pusobi jednotlivé kultury kment béhem ristu.

Zakladni Udaje k pokusu:

e suspenze o standardnim titru 1x10%ml byla nanesena nauméla Zivnd média
PDA, pomoci inokulaéni Kklicky ve formé jedné kapky nalevo a napravo od
stiedu Petriho misky v pomysIné roviné 2,5 cm od okraje Petriho misky

e po zaschnuti kapky na Zivném médiu PDA se Petriho misky vlozily v
igelitovych sacécich do termostatu, ktery byl vytemperovan na teplotu 25°C

e hodnoceni interakce kultur se provadélo po 21 dnech nejmén¢ u 3 kultur od

kazdého z kmena
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TABULKA 16
Nejvyraznéji se projevujici kmen v kombinaci

KMENY Z KOMBINACI PROJEVUJICI SE KMEN/Y
| 101 + F-52 F-52i 1101
| 101 + PFR 97 PFR 97
1101+19 19
F-52 + PFR 97 PFR 97
F-52+19 19
PFR97 +19 PFR 97

Vysledek pokusu:

Samostatné kmeny se mezi sebou zasadné neovliviuji. V mistech moZzného

styku vytvaii hraniéni zény (PRILOHA 7).Naopak kmeny z kombinaci se vyrazné

ovliviiuji (PRILOHY 8 a 9). Nejvyrazngji se v kombinacich projevuje kmen 1 9 a kmen

PFR 97. Vyrazny projev kmene | 9 v kombinaci spociva v jeho rychlém ristu a zaroven

v tvorb¢é nejpravidelngjSich kultur, soucasné ostatni kmen z kombinace zasadné moc

neovliviiuje. Kmen PFR 97 v kombinaci se téZ vyrazné projevuje, coz spociva v jeho

sice pomalém rastu avsak tvorbé pravidelnych kultur a téZ tvorbé velkych viditelnych

hrani¢nich z6n s druhym kmenem z kombinace. F-52 m& snahu se prosadit a zaroven

v kombinacich na hranicich styku kment ustupuje. Kmen | 101 mé téZ snahu prosadit se

a zéroven v kombinacich na hranicich styku kmena ustupuje.
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5. DISKUZE A ZAVER

Pro metody wvyuZivajici Zivych pasti se vyuZivaji zejmena larvy Galleria
mellonella a Tenebrio molitor (Zdroj 3). Pro svtj vyzkum jsem tedy jako Zivy pokusny
material zvolil larvy Tenebrio molitor, jelikoZz jsem je na zaklad¢ prostudované
literatury a rady vedouciho mé diplomové prace vyhodnotil jako vhodny a téZ dostupny

material pro Gcely tohoto pokusu.

0,05% roztok Tween 80 (polyethylen glykol sorbitan) (Bohatd, 2005), pouZivany
v mych pokusech je chemicka latka schvalend v EU jako sméacedlo které zvysuje
smécendlivost jak suspenzi hub uZivanych pro pokusy tak i sméacenlivost vyslednych

biopreparét.

Pii hodnoceni vdech ¢ty kment EH byly vyuZity laboratorni testy a byly

zformulovany nésledujici zavery:

POKUS 1
Standardni test kli¢ivosti — Gl

e udava procento klicivosti, stupen nakliceni prislusné populace konidii a nasledny

VYVOj patogena

= 100% Kklicivost byla po 24 hodindch prokdzéna u vSech ¢ty kmenu EH jak
v samostatnych pokusech tak v pokusech ve vzjemnych kombinacich, tzn.
klicivost neni vyznamné ovliviovana ani Zivnou puadou ani vzajemnymi

interakcemi kmena EH
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POKUS 2
Standardni test CFU na Zivnych piadach PDA, PDA + A, PDA + D pro

jednotlivé kmeny

udavé, zda zivné pudy (PDA, PDA + A, PDA + D) ovliviwji jednotlivé kmeny
EH

v pocetné kolonie jednotlivych kmeni EH v prabéhu celého testu rostly na
Zivnych pudach rovnomérné po celém povrchu a soucasné priabéh jejich

rastu byl standardni

v" celkové nejpocetnéjsi kolonie dle testu tvotil kmen 1 9
v" nejméné pocetné kolonie vytvoril kmen PFR 97 konkrétné na Zivnych
pudach PDA a PDA + A; a sou¢asné kmen F-52 na Zivné padé PDA + D

Zivné pudy ovlivauji rast a tvorbu kolonii kmene PFR 97; procenticka odchylka
mezi Zivnymi padami je vétsi nez 10 %

z vyjmenovanych ¢ty kmena EH je tedy samotny kmen PFR 97 na Zivnych
pudéch zavisly nejvice a tedy potirebuje velmi specifické podminky k tomu, aby
se mohl projevit a piipadné ovlivnit svého hostitele (Zivnou pidu)

s nutnosti specifickych podminek kmene PFR 97 souvisi i jeho nejvyrazngjsi
projev na Zivné pudé PDA + D, kdy se tento kmen projevil nejsuverénnéji oproti
ostatnim kmenum, které na p¥itomnost dodinu nereaguji tak kladné jako praveé
kmen PFR 97

kmeny | 101, F-52 a | 9 Zivnymi padami ovlivnény nejsou; procentick& odchylka

mezi Zivnymi padami neni vétsi nez 10 %
tyto kmeny se dokazou na svém hostiteli projevit ¢astéji i pri méné specifickych
podminkach
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POKUS 3
Standardni test CFU na Zivnych piadach PDA, PDA + A, PDA + D pro

kmeny v kombinaci

udavd, zda se jednotlivé kmeny v kombinacich vzajemné ovliviuji a zda se na
ovliviiovani podili také druh Zivné pady

v nejpocetngjsi kolonie kmeni vytvorila kombinace kmena | 101 + | 9 na
Zivnych pudach PDA a PDA + D a souc¢asné¢ kombinace kmenu | 101 + F-52
a to na Zivné padé PDA + A

v nejméné pocetné kolonie tvoiil na zivnych padach PDA a PDA + A kmen
PFR 97 a soucasné na Zivné piadé PDA + D kmen F-52

pro tvorbu nejpocetnéjSich kolonii je tedy vhodna kombinace kmend s kmenem |
101 a zaroven vhodné zvoleny druh Zivné pady — pro kombinaci kmene | 101 s
kmenem | 9 je to Zivna pada PDA a PDA + D, pro kombinaci kmene | 101
s kmenem F-52 je to Zivna puda PDA+A

dalo by se fici, Ze kmen I 101 mé& pro ostatni kmeny v kombinacich nejsilngjsi
stimula¢ni G¢inek, coZ se projevuje pritomnosti nejpocetnéjSich kolonii spor

v kombinac¢nich testech kmene | 101 s ostatnimi kmeny na Zivné padé

POKUS 4

Standardni laboratorni biotest na hmyzim hostiteli Tenebrio molitor

udava, kdy dosdhnou kmeny EH na larvé Tenebrio molitor vyvojového indexu
1,5 (FDI)

v' vyvojovy index 1,5 znaci, Ze larva je mrtva a na jejim povrchu se zacina
objevovat vlaknité mycelium - pouze jednotlivé hyfy
v tohoto indexu jako prvni dosahly kmeny | 101 a F-52, které se na larvach

zacaly prosazovat ke konci 5. dne
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v nejdéle, na konci 8. dne, vyvojového indexu 1,5 dosahl kmen | 9

v' z kombinaci kmenti vyvojového indexu nejrychleji, na zacatku 6 dne,
dosahla kombinace | 101 + F-52

v nejpozdgji dosahla tohoto indexu, na zacatku 8 dne, kombinace kmenti PFR
97 +19

= kmeny | 101 a F-52 wvykazuji jak v testech jednotlivych, tak v testech
kombina¢nich na larvé Tenebrio molitor nejsuverénnéjsi viditelné projevy
mortality (porastani myceliem)

= muZeme tedy konstatovat, Ze tyto kmeny jsou nejrychlejSim a nejucinnéjsSim

spoustécem umrtnosti

POKUS 5
Sledovani priabéhu infekce na povrchu hostitelské larvy Tenebrio

molitor — konkurenéni test

e udava, ktery kmen z kombinace se na larvich Tenebrio molitor prosadi 10. den

po jejich namoceni do suspenze z kombinaci téchto kmeni

v" schopnost prosadit se byla v tomto testu posuzovana dle porastani larvy piné

sporulujicim myceliem

= vysoka schopnost prosadit se byla zaznamenana u kmene F-52 v kombinacich a
soucasné tento kmen ma na druhy kmen z kombinace nizsi konkurenéni
schopnost, tzn. vétsinou se projevi oba soucasné

= vysokou schopnost prosadit se v kombinacich ma také kmen | 9, u tohoto kmene
se ale z velké miry projevuje na druhy kmen z kombinace vy3Si konkurenéni
schopnost, tzn. v kombinacich s kmenem | 9 se vétSinou projevi prave tento

kmen
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v kombinaci kmena kmen | 101
POKUS 6

Radialni rist a vytéZznost

e udava pramér stredovych kultur, plochu téchto kultur a téZz mnoZstvi

vyprodukovanych spor béhem kultivaci kment

v nejvétsi pramér stiedové kultury a soucasné nejvyssi produkce spor po 21
dnech byla zaznamenana u kmene | 101

v nejmensi pramér stiedové kultury a soucasné nejmensi produkce spor po 21
dnech byla zaznamenana u kombinace kmena PFR 97 + 19 a F-52 + PFR 97

a soucasné u samostatného kmene PFR 97

= v konkuren¢nim testu dosahuje rychlého rastu kmen PFR 97 v kombinacich a

naopak kmen I 101 v kombinacich se neprosazuje

POKUS 7

Interakce

e udava, jak na sebe pusobi jednotlivé kultury kmena béhem rastu

v’ u samostatnych kment nedochazi k zasadnimu ovliviiovani

v" kmen | 9 v kombinaci se prosadi a ostatni kmen z kombinace zasadné moc
neovliviuje

v' kmen PFR 97 vkombinaci se také prosadi a zarovén na rozhrani obou
kment tvofti vyrazné hrani¢ni zony (zejména s kmenem F-52)

v" kmen F-52 v kombinacich se sice projevi avSak na rozhrani obou kmnet
prevazné ustupuje

v" kmen | 101 v kombinacich se projevuje avSak na rozhrani pievazné ustupuje
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= nejvyraznéji se v kombinacich projevuje kmen | 9 a kmen PFR 97

= kmen | 9 se razantn¢ projevuje (rychly rast, pravidelné kultury) a zaroven neni

vuci druhému kmeni z kombinace pfili§ agresivni
= kmen PFR 97 se téZ razantn¢ projevuje (tvorba pravidelnych kultur), ale oproti

kmenu | 9 je vaci druhému kmenu z kombinace agresivni (tvorba velkych

viditelnych hrani¢nich zon)

. TABULKA 17
Uvedené prosazujici se kmeny z pokust 6, 7 a 5
KOMBINACE | STREDOVE INTERAKCE PROSAZUJICI SE
KMENU KULTURY KMEN/Y NA LARVE
T. MOLITOR
| 101 + F-52 F-52 F-52i1 101 F-52
| 101 + PFR 97 PFR 97 PFR 97 PFR 97
1101+19 19 19 19
F-52 + PFR 97 PFR 97 PFR 97 PFR 97 i F-52
F-52+109 19 19 19 i F-52
PFRO7 +19 PFR 97 PFR 97 19

Z uvedené tabulky je vidét, ktery/é kmen/y se prosazuji z dané kombinace kmena
v provadénych pokusech (POKUS 6 stiedové kultury, POKUS 7 interakce, POKUS 5

sledovani prabéhu infekce na povrchu hostitelské larvy).
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7. PRILOHY

Jako piilohy byly pouZity fotografie z mého vlastniho vyzkumu.

Priloha 1:
Priloha 2:

Priloha 3:

Piiloha 4:
Piiloha 5:
Piiloha 6:
Piiloha 7:
Piiloha 8:

Priloha 9:

Kmeny | 101 + F-52 na Zivné piadé PDA + D

Kmeny | 101 + PFR 97 na Zivné padé PDA + A
Priklad kombinace kmeni | 101 + F-52

na larvé T. molitor 10. den hodnoceni

Priklady stredovych kultur kombinaci kmena (1. ¢ast)
Priklady stredovych kultur kombinaci kmena (2. ¢ast)
Priklady stredovych kultur kombinaci kmena (3. ¢ast)
Priklady interakce kultur jednotlivych kment
Priklady interakce kultur kombinaci kment (1. ¢ast)

Priklady interakce kultur kombinaci kment (2. ¢ast)
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