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ABSTRAKT

V této praci byla testovana ucinnost entomoparazitickych hlistic (EPN’s)
z Celedi Steinernematidae za riznych laboratornich podminek. Porovnavana byla
virulence druhti Steinernema arenarium, S. carpocapsae a S. feltiae viaci Ctvrtému
instaru larev zavijeCe voskového Galleria mellonella a potemnika mouc¢ného Tenebrio
molitor. U prvniho biotestu byly navozeny standardni podminky (teplota 25°C a
vlhkost 12,5 %). U larev T. molitor byla prokazana vys$$i Gc¢innost druhu S.
carpocapsae (LDsy 44,1 1Js), zatimco larvy G. mellonella byly citlivéjsi vaci S.
arenarium (LDso 35 1Js). Druhy typ biotestu byl zaméfen na vliv teplot 10, 15 a 25°C
na infektivitu S. feltiae a S. carpocapsae. Oba druhy projevovaly pii 25°C obdobnou
ucinnost pii vyssi koncentraci (500 IJs), ale pfi nizSich teplotdich 15 a 10°C byla
vykonngjsi S. feltiae. V tfetim typu biotestu byl zkouman vliv nizsi vlhkosti a nasledné
rehydratace na infektivitu hlistic. Bylo prok4zéano, ze nizsi vlhkost (6 %) ma vyrazny
vliv na schopnost hlistice infikovat hostitele. V piipadé¢ larev G. mellonella se virulence
po dovlhéeni na 12,5 % wu S. carpocapsae navySovala pii obou testovanych
koncentracich (50 and 500 1Js), zatimco u S. feltiae vzrostla pouze pii koncentraci 500

IJs. AvSak u T. molitor prokazala S. feltiae vuci nizké vlhkosti vyssi toleranci.

Klic¢ova slova: Steinernema arenarium, Steinernema carpocapsae, Steinernema feltiae,

ucinnost, biotest



ABSTRACT

The efficacy of three entomopathogenic nematodes (EPN’s) of family
Steinernematidae was tested in different laboratory conditions in this study. The
virulence of Steinernema arenarium, S. carpocapsae and S. feltiae was evaluated to
fourth - instar larvae of Galleria mellonella and Tenebrio molitor. Standard temperature
(25°C) and humidity (12,5 %) was used in bioassay No I. S. carpocapsae was the most
virulent one (LDsy 44,1 1Js) for larvae of T. molitor, whereas S. arenarium for larvae
G. mellonella (LDsy 35 1Js) at the temperature 25°C. Trial No II focused on impact of
temperature 10, 15 and 25°C on effectivity of S. feltiae and S. carpocapsae. Both
proved similar efficacy at higher concentration (500 1Js) at 25°C, but S. feltiae was
more effectual at temperature 15 a 10°C. Bioassay No III examined the influence of
lower humidity and in consequence rehydration on virulence nematodes. Lower
moisture (6 %) influenced ability to infect the host. In case of G. mellonella, virulence
of S. carpocapsae went up at both concentration (50 and 500 1Js), while virulence of
S. feltiae rised only at concentration 500 1Js after rehydration to 12,5 %. However S.

feltiae showed higher tolerance to fluctuating humidity in case of T. molitor.

Key words: Steinernema arenarium, Steinernema carpocapsae, Steinernema feltiae,

efficacy, bioassay
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1. UVOD

Biologicka ochrana muze byt definovana jako vyuziti organismu k omezeni
hustoty populace jiného organismu a tudiz zahrnuje i1 kontrolu zivocichu, pleveli a
chorob. Pocetnost vyznamnych Skidci muze byt diky zdmérmému vyuZivani
pfirozenych neptatel udrzovana na nizké hustot¢ po dlouhou dobu. Jednou ze
zékladnich strategii biologické ochrany rostlin proto je podpora a konzervace
piirozenych nepratel. Tato strategie zahrnuje fadu agroekologickych opatieni, jako je
zakladani biokorikodli, atraktance pfirozenych neptatel, rozmanitost pouzivanych
kulturnich plodin, vytvoteni ptiznivého mikroklimatu v porostech péstovanych rostlin a
dalsi, vedouci k podporovani a ochran¢ endemickych druhd.

Pojem pfirozeny nepfitel je vymezen jako troficky nadfazeny druh, ktery sktdci
konkuruje osidlenim shodné ekologické niky. RozliSujeme tii zdkladni kategorie
pfirozenych nepfatel: parazity (resp. parazitoidy), predatory a patogenni
mikroorganismy. Mezi entomopatogenni organismy vyuzivané v mikrobidlni ochrané
se zahrnuji bakterie, viry, houby, hlistovky a prvoci. V porovnani s konven¢nimi
chemickymi pesticidy jsou prostiedky na bazi entomopatogenti obvykle limitovany
predev§im svou ucinnosti a cenou. AvsSak neopomenutelnych je tada vyhod
zahrnujicich nizkou toxicitu, kratkou dobu perzistence, bez ohrozeni kontaminace
podzemnich vod, a limitovany dopad na c¢lovéka a necilové organismy. DalSim
pozitivem je i podpora aktivity ostatnich pfirozenych neptatel a zvySovani biodiverzity
ekosystéml. Z technického hlediska lze poukadzat i na nendrocnost aplikace a
samoziejm¢ 1 nakladovost je zcela srovnatelna s nakladovosti na pouzivani béznych
chemickych insekticidii. Programy biologické ochrany funguji po celém svété jako
soucdst fizeni a regulace sktidcti v zeméd¢lstvi, lesnictvi a zahradnictvi.

Existuji tfi hlavni postupy biologické ochrany: klasicka, nékdy popisovana jako
inokulativni biologickd ochrana, augmentativni, ktera zahrnuje sezonni inokulaci a
inundaci, a metoda konzervace piirozenych nepiatel. Klasickd neboli inokulativni
ochrana je vyuzivdna hlavné proti ,.exotickym* Skiidciim. Tento typ ochrany se
prosazuje v porostech trvalych kultur (ovocné plantdze). Augmentativni ochrana se
vztahuje na vSechny formy biologické kontroly, ve kterych jsou pfirozeni nepratelé

periodicky introdukovani. Inundace se tykd masové produkce a vypousténi velkého
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mnozstvi jedincu, jako je paraziticka vosicka Trichogramma, vyvijeci se ve vajickach
mnoha skudct ztadu Lepidoptera, véetné zavijeCe kukuficného Ostrinia nubilalis.
Sezénni inokulace je forma augmentativni ochrany, pii niZ jsou pfirozeni neptatelé
obdobnym zplisobem chovani masové v laboratoii a opakované introdukovani
v kontrolovanych péstebnich systémech, kde se objevuje vice generaci za kazdou
sezonu. Jako piiklad mize slouzit kontrola msic, roztoci, vrtalek a molic parazitoidy a
predatory ve sklenicich. Konzervativni ochrana se tykéd vyuZzivani ptivodnich predatori
a parazitoidi zaméfenych proti pivodnim skiidcim. V tomto ptipadé jsou provadény
rozmanité kroky ke zvySeni abundance ¢i aktivity pfirozenych neptatel zahrnujici
vytvofeni ukrytu pro pieckdni zimy, zvétSovani dostupnosti alternativnich hostitelt a
koftisti ¢i poskytovani nezbytnych potravnich zdrojt, jako jsou kvéty pro dospélce
parazitoidu (Bale et al., 2008).

Nejvice rozsifenym inundativné pouzivanym organismem mikrobni ochrany je
Bacillus thuringiensis (Bt). Dnes je mnozstvi isolati této bakterie komeréné
produkovano proti fadim Lepidoptera, Coleoptera a Diptera. Také velké mnozstvi vird
nabizi uplatnéni v mikrobialni ochran¢ proti hmyzu. Ty, které maji nejvetsi potencial,
jsou zastupci Baculoviridae — nucleopolyhedroviruses (NPV) a granuloviruses (GV).
Vice jak 400 druhti hmyzu, vétSinou zastupci fadu Lepidoptera a Hymenoptera, bylo
oznac¢eno jako hostitelé bakulovirt. Také entomopatogenni houby skytaji Siroké
spektrum vyuziti. K nejznaméj$im vlaknitym houbam patii houby rodu Beauveria,
Lecanicillium, Metarhizium a Paecilomyces. V téchto rodech je zastoupena fada druht,
z nichz ptiblizn€ 25 je v soucasnosti vyuzivana ve formé standardnich biopreparata pii
biologické regulaci populaci skiidcti zemédé€lskych plodin a kultur (Lacey et al., 2001).

Entomoparazitické hlistice patii v souc¢asné dobé¢ k dynamicky se rozvijejici
skupiné¢ bioagents vyuzivané v biologické ochrané rostlin, vcetné¢ ekologického
zem&délstvi. Jsou pfirozenou soucasti pidnich biocénoz a jsou schopni atakovat
rozséahlou $kalu skadci.

Cilem této prace je porovnani virulence vybranych druht hlistovek rodu
Steinernema proti modelovym zastupcim hmyzich fadu Lepidoptera a Coleoptera a
urcit vliv riznych abiotickych faktort (vlhkost, teplota) na Gc€innost hlistic. Dil¢i ¢ast

prace tvoii zavedeni standardniho metodického postupu pii jejich testovani.
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2. LITERARNI PREHLED

Entomoparazitické hlistice (EPN’s) jsou znamy od 17. stoleti, ale az od pocatku
30. let 20. stoleti zaCaly byt pouzivany v boji proti hmyzim Skidciim. Hlisticemi
infikované larvy japonského brouka, Popillia japonica, byly nalezeny v roce 1929.
Steiner ve stejném roce popsal hlistici Neoaplectana (=Steinernema) glaseri (Smart,
1995). Glaserovi pozoruhodné vyzkumy upadly docasné v zapomnéni diky vSeobecné
rozsifenému vyuzivani relativné levnych chemickych latek. V 60. a 70. letech se ale

z4jem o EPN znovu ozZivil.

2.1 Klasifikace hlistic

Kmen Nematoda zahrnuje celkem 184 Celedi, ale pouze néco malo pies 30
zastupcl z nich napadd nebo zije na hmyzim hostiteli (Weiser and Mracek, 1988).
Sedm celedi je mozné vyuzit v biologické ochran¢ - Allantonematidae,
Heterorhabditidae, Mermitidae, Phaenopsitylylenidae, Sphaerulariidae,
Steinernematidae a Tetradonematidae (Kaya and Stock, 1997). V soucasné dobé jsou

nejvice vyuzivany Celedi Steinernematidae a Heterorhabditidae.

Zatazeni podle Maggentiho (1981):
Kmen: Nematoda
Ttida: Secernentea
Rad: Rhabditida
Celed: Steinernematidae, Heterorhabditidae

Rod: Steinernema, Heterorhabditis

Steiner (1923) popsal prvni entomopatogenni hlistovku Aplectana kraussei.
Travassos (1927) piejmenoval rodové jméno na Steinernema (Weiser and Mracek,
1988). O dva roky pozd¢ji Steiner objevil dalsi druh Neoaplectana glaseri, ktery se
podobal S. kraussei. Wouts et al. (1982) ptezkoumal oba druhy (N. glaseri i S.
kraussei) a dosel k zavéru, ze jsou identické, a Neoaplectana je synonymem pro
Steinernema (Adams and Nguyen, 2002).

12



2.2 Zakladni charakteristika hlistic

Nazev kmene Nematoda je odvozen z feckého slova ,,nema®, coz znamena nit a
pln¢ vystihuje celkovy tvar téla z vnéjSiho pohledu. VétSina hlistic si je svym tvarem
velmi podobna. Vyjimku tvoii jen néktefi znacné specializovani jedinci. Délka téla
hlistic nalézanych v téle hmyzu je zna¢né kolisava. Napt. u celedi Steinernematidae
kolisé u dospélcii od 1 do 10 mm. Hlistice jsou bilaterdlné soumérné, ale vykazuji také
prvky primitivni radidlni soumérnosti ve stavbé hlavy a ve tvaru jicnu. Hexaradidlni
usporadani smyslovych prvki a papil kolem ustniho otvoru je povazovéano za
nejprimitivngjsi znak. Povrch téla je bez segmentace a piivéskd. Ustni otvor je umistén
termindln¢ a kolem né&j jsou uspotfaddany hlavové papily, ve 2 - 3 kruzich. Papily nese
také ocasni ¢ast samct. Kopulacni organy samci jsou umistény v koncové Casti téla.
Jsou tvofeny parovymi spikulami, které slouzi kroztahovani samic¢i wvulvy, a

neparovym guberndkulem s funkci jakéhosi natahovace spikul (obr. €. 1).

stoma

Jicen exkreéni porus

stoma

nervovy prstenec _
: exkreéni porus

et jicen
strevo J .
sHe nervovy prstenec

vajecnik

déloha varle (testis)

vulva

spikuly

gubernakulum

kloaka

fitni otvor

samice samec

Obr. €. 1: Schéma télesné stavby hlistic (Kaya and Stock, 1997).
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Ttivrstevna kutikula, hypodermis a podélné svaly tvoii elastickou trubici, ktera uzavira
druhotnou télni dutinu — pseudocoel. V ni jsou ulozeny trubicovité, vétSinou parové a
symetrické gonady. Zbytek pseudocoelu vypliuje travici trubice. T¢€lo, ackoliv je
ohebné, vykazuje jen nepatrné zmény v délce a udrzuje si vysoky vnitini hydrostaticky
tlak. Tento systém vyborné¢ umoziuje provadéni vinivych, plazivych pohybt, kterymi

hlistice pronika pidou a plave (Weiser and Mracek, 1988).

2.2.1 Celed’ Steinernematidae ( Chitwood and Chitwood, 1937)

Kutikula dospélci je hladkd sjemnym piiénym krouzkovanim. Kutikula
invaznich larev ma podélna lateralni pole s ryhami. Kolem ustniho otvoru je v kruhu 6
nezietelnych pyskl. Kazdy nese 1 labialni papilu. Druhy, cefalicky kruh je tvotfen 4
papilami. Amfidy Usti laterdln€ mezi labidlnim a cefalickym kruhem. Stoma je
redukované. Jicen ma cylindricky prokorpus, pon€kud rozsifeny metakorpus a kulovity
termindlni bulbus. Bulbus ma modifikovanou valvu. Ovaria jsou parova, testes
neparové. Spikuly jsou parové. Celed’ zahrnuje jediny rod Steinernema (Travassos,
1927). Vedle znakl uvedenych v charakteristice celedi plati jesté dalsi pro rod: samci
nemaji burzu a ocasni ¢ast ma 2 fady parovych papil a 1 neparovou papilu umisténou
tésné pred vyusténim fitniho otvoru. Spikuly jsou srpkovitého tvaru a guberndkulum
ma Casto hakovita zakonc¢eni (Weiser and Mracek, 1988). Treti stadium IJs ma stoma
redukované. Specialni vacek s bakteriemi je umistény na zacatku stieva a ma rtzny
tvar. Vyrazny exkre¢ni porus se nachazi vpfedu nervového prstence (Grewal et al.,

2005).

2.2.2 Morfologie Steinernema arenarium (Artyukhovsky, 1967) Wouts, Mracek,
Gardin and Bedding, 1982

Samice maji t¢lo s nazloutlym stfevem a bezbarvymi gonadami. Pfedni ¢ast téla
je Siroce zaoblena se 6 zaSpicatélymi labidlnimi papilami a 4 cefalickymi papilami.
V piedni ¢asti stoma je 1,5 um tlusty sklerotizovany kruh, zadni ¢ast je stejna jako u
ostatnich zastupc Celedi Steinernema. Jicen ma napadny metakorpus. Exkreéni
kanalek je v piedni ¢asti Siroky 3 um. Déloha ma dvé ¢asti: ¢ast blizko vulvy se sténami
ze zdutelych 2 - 3 jadernych bunck, ¢ast v blizkosti vaje¢nikli ma tenci stény. U

mladych samic jsou tyto ¢asti délohy oddéleny ziZeninou.
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Télo samch prvni generace ma nazloutlou barvu. Ve ventrdlni casti je
zakonceno kruhem se 6 labidlnimi a 4 markantnimi cefalickymi papilami. Stoma ma
kulovity tvar. Jicen je svalnaty, metakorpus a bazalni bulba zvétSena. Kardia méii 5 - 7
um. Exkre¢ni porus je Siroky 2 um. Spikuly jsou ¢ervenohnédé¢. Distalni konec spikul je
obvykle opatfen zdufelou Spickou s malym otvorem na ptedni strané spikul. Dva pary
papil jsou umistény na ventralni stran€ u konce ocasu, jeden par na dorsalni strané. Dva
pary submedialnich papil jsou umistény blizko kloaky, jeden dodate¢ny par na stejné
urovni jesté laterarné. P&t parti prekloakalnich papil je umisténo ve dvou Sikmych
fadach, kdy pfedni par je tém¢éf lateralné a posledni par témét ventraln€ umistén.

T¢lo invaznich larev (1J) je dlouhé a silné. Na laterarni stran¢ se nachdzi 8
hiebent (9 linii). Pfilezitostné je predni ¢ast téla zakoncena kruhem cefalickych kapsli
Sirokych 12 - 14 pm. Ocas je konicky s kulatym nebo nepravidelnym okrajem mezi

hypodermalni a hyalinni ¢asti (Nguyen K.B. 1, 2010).

2.2.3 Morfologie Steinernema carpocapsae (Weiser, 1955) Wouts, Mracek, Gerdin
and Bedding, 1982

Samice jsou rizné velké, obfi formy dosahuji az 14 cm (Weiser and Mracek,
1988). Hlava se pozvolna zuzuje do kruhu, pysky jsou spojeny, dva kruhy ptednich
papil se rozliSuji na 6 vnitinich labidlnich papil a 4 vnéjsi cefalické papily. Tkan jicnu
uzavira ustni otvor, limecek chybi. Jicen je svalnaty, pfedni Cast prokorpusu se rozsifuje
pravé za stomou a dale se prodluzuje ve zvétSeny metakorpus. Exkrecni porus je
obvykle v pfedni ¢asti nervového prstence. Vulva je umisténa na vyrustku. Ocas je
hrub¢ koénicky do tvaru kupole s nebo bez ostnil na Spicce.

Ptedni ¢ast samcii je podobna samicim. Spikuly jsou parové, symetrické, mirné
zkroucené. Na ventralni strané se guberndkulum zuZzuje v kratkou tizkou ¢ast. Kénus je
Sipovity anebo tvarovany do pismene Y. Ocas samcti nese 23 genitalnich papil, 11 para
a 1 neparovou papilu (Nguyen K.B. 2, 2010). Ocas vybiha v kratky mukron (Weiser
and Mracek, 1988). Bursa chybi.

Invazni larvy jsou mnohem uzi nez by odpovidalo parazitickym 1J. Ustni a fitni
otvor je uzavieny, jicen a stievo je sesuté, ocas je Spicaty, lateralni Cast je vyrazna

(Nguyen K.B. 2, 2010).
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2.2.4 Morfologie Steinernema feltiae (Filipjev, 1934) Wouts, Mracek, Gerdin and
Bedding, 1982

Samice maji hladkou kutikulu (Weiser and Mracek, 1988). Hlava nese kruh 6
papil. Kazda papila ma na Spicce jednu labialni papilu. Cefalické papily jsou 4. Amfidy
jsou zakryté. Jicen je v porovnani s télem kratky. Exkrecni porus se nachdzi na Grovni
metakorpu nebo trochu vic vpiedu. Exkre¢ni zldzy nahrazuji pfedni Céast stfeva na
dorzalni stran¢. Ocas se vyrazn¢ zuzuje do kruhu s mukronem na konci.

Kutikula samct je také hladka a predni Cast téla je podobnd samicim. Spikuly
jsou mirné zkroucené. Hrot spikul je prodlouzeny, pomér délka: Sitka spikul je vétsi nez
1,5 (obvykle delsi nez §irsi). Guberndkulum se v pfedni ¢asti zuzuje. Konus je kratky,
ma tvar pismene Y a nedosahuje zadniho konce korpusu. Ocas se kruhovité zuzuje a je
zakoncen mukronem.

T¢lo invaznich larev je §tihlé, pravidelné se zuzujici od baze jicnu dopiedu a od
fitni oblasti k termindlnimu konci ocasu. Kutikula je snezietelnym pfi€nym
pruhovanim, které je velmi jasné viditelné v raném vyvoji, kdy je invazni larva jesté
obklopena kutikulou ptedchoziho vyvojového stadia (L2), a v pozdnim vyvoji, kdy rast
pokracuje v novém hostiteli. Jicen je dlouhy a uzky s tfipaprs¢itym lumenem, zabirajici
Y5 - Va Sitky téla, zfeteln€ uzsi v irovni nervového prstence. Bezprostiedné pod kardii je
vacek s bakteriemi obklopeny sténou stfeva. Kone¢nik je dlouhy a uzky. Ocas je

konicky Spicaté zakonCeny (Nguyen K.B. 3, 2010).

2.3 Biologie a patogenita

2.3.1 Zivotni cyklus

Steinernematidae a Heterorhabditidae maji podobny zivotni cyklus (obr. €. 2).
Rozdil u celedi Heterorhabditidae spociva vtom, ze prvni generaci se stavaji
hermafroditi (Smart, 1995). Jediné neparazitické stddium je infek¢ni juvenilni (1J) tieti
instar (Shapiro-Ilan et al., 2006). Objevi se po vyCerpani mrtvého téla hostitele
v pudnim prostiedi, kde setrvdva dokud nenalezne a neinfikuje nového hostitele

(Koppenhofer et al., 1995).
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Obr. &. 2: Zivotni cyklus entomopatogennich hlistic.
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(Zdroj 1: http://www.nysaes.cornell.edu/ent/biocontrol/pathogens/nematodes.html)

Existuje nékolik riznych cest proniknuti do hostitele, zalezi na druhu hlistovek
a na hostiteli. EPN mohou penetrovat do hemocoelu hmyzu skrze kutikulu ptes stievni
sténu pomoci ustniho ¢i fitniho otvoru anebo pies spirdkuly tracheji (Lewis et al.,
2006). Rada druhti méa vytvofeny stylet anebo specialnd modifikovany zub, kterym
prorazi t€lni sténu hmyzu (Weiser and Mracek, 1988). Po proniknuti do hemocoelu
hostitele hlistovky uvolni své symbiotické bakterie. Ty se rychle namnozi v krvi
hostitele a usmrceni zapficCini septikémii obvykle béhem 24 - 48 hodin (Adams and
Nguyen, 2002). Hlistovky se potom méni na potravu pfijimajici juvenilni tfeti stddium
zivici se bakteriemi a jejich metabolickymi produkty a pfeménuji se na Ctvrté stadium,
dale pak na samecky a samicky prvni generace. Po spareni samic¢ky nakladou vajicka,
z kterych se vylihne juvenilni prvni stadium, které se postupné pifeménuje na druhy,
treti a Ctvrty instar, a potom na samecky a samicky druhé generace. Dospélci se spafi a
vajicka vyprodukovana touto druhou generaci samicek se pfeméni na prvni a dale na
druhy instar (Smart, 1995). Reprodukce hlistic pokracuje az do vycerpani zivin z
mrtvého hostitele, obvykle dovolujici vytvorit dvé nebo tii generace (dlouhy cyklus).
Pokud je zasoba Zivin limitovana, vajicka produkovana samickami prvni generace se

vyviji pfimo v infekéni juvenilni stddium (kratky cyklus) (Adams and Nguyen, 2002).
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Jednotlivé druhy hlistic se vyzna€uji ur€itym druhem strategie napadani
hostitele. Ty jsou rozdéleny do dvou zakladnich kategorii: cruise a ambush. Cruise
(,,chytaci®) jsou velmi pohyblivi a aktivné vyhledavaji kofist. Ambush (,,ciha¢i®) maji
strategii nazvanou sit-and-wait, tzn. ze vyckavaji na mist¢ a napadaji spiSe pohyblivy
hmyz. U vétSiny nematod jde vSak o jakési kontinuum mezi obéma — strategiemi

(Lewis et al., 20006).

2.3.2 Symbiotické bakterie

Vsichni zastupci fadu Rhabditida jsou bakteriofagni a mnoho znich ma

foreticky vztah ke svému hostiteli. Postupné se ziejmé u nckterych druht rozvinul
v parazitismus. Cést stfeva infekéniho juvenilniho stidia ¢eledi Steinernematidae a
Heterorhabditidae je pfeménéna na komurku, kde maji ulozeny symbiotické bakterie.
Rod Xenorhabdus se vaze krodu Steinernema a rod Photorhabdus zase k rodu
Heterorhabditis (Smart, 1995).
Photorhabdus a Xenorhadus jsou gram-negativni entomopatogenni bakterie patiici do
Celedi Enterobacteriaceae se Sirokym okruhem hmyzich hostiteld. Photorhabdus a
Xenorhabdus existuji ve dvou fenotypickych formach, jedna se o fenomén zvany
fazova variace. Faze I (primarni forma) se od faze II (sekundarni forma) lisi v jistych
morfologickych a fyziologickych vlastnostech. Sledovand podobnost v jejich virulenci
vici hmyzim hostitelim muze vyjadfovat moznost in vivo pieménu faze I do faze II.
Molekularni mechanismy a biologicky vyznam fazovych variaci je dodnes neznamy
(Owuama, 2001). Kazdy jednotlivy druh bakterie je asociovan s danym druhem
hlistice, ale dany druh bakterii mize byt asociovan s vice druhy hlistic (Kaya and
Koppenhoffer, 1999). Xenorhabdus nematophilus je symbioticky druh bakterie u
hlistovky Steinernema carpocapsae, Xenorhabdus poinarii u Steinernema glaseri.
Xenorhabdus bovienii je asociovany s n¢kolika druhy: Steinernema affine, Steinernema
intermedium, Steinernema kraussei a Steinernema feltiae (Fischer-Le Saux et al.,
1999).
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2.4 Hostitelské spektrum

Tab. ¢. 1:

Hostitelské

spektrum

a moznosti

vyuziti jednotlivych druhd

entomopatogennich hlistic v programech biointenzivni integrované¢ ochrany rostlin

(Lacey and Kaya, 2000).

Hostitelé Plodina Druh hlistovky

Coleoptera

Curculionidae |travniky, citrusy, okrasné rostliny, | S. carpocapsae, H. bacteriophora
cukrovka, chmel, mata, semenacky, |S. carpocapsae, S. riobrave,
bananovnik H. bacteriophora, S. kraussei,

Chrysomelidae

Scarabeidae

mata, brambory, cukrovka, zelenina,
kukufice

travniky, okrasné rostliny, polni plodiny

H. indiga, H. megidis,
S. carpocapsae, S. riobrave

H. bacteriophora, H. megidis

Diptera

Agromyzidae okrasné rostliny, zelenina S. carpocapsae
Ephydridae okrasné rostliny, zelenina S. feltiae

Sciaridae okrasné rostliny, zelenina, Zampiony S. feltiae

Tipulidae travniky, okrasné rostliny S. carpocapsae, H. megidis
Muscidae domacnosti S. feltiae, H. bacteriophora
Lepidoptera

Noctuidae kukufice, bavlna, travniky, zelenina S. carpocapsae
Pterophoridae | arty¢ok S. carpocapsae

Pyralidae brusinky, travniky, okrasné rostliny S. carpocapsae

Sessidae dyné, ovocné stromy, okrasné rostliny, |S. carpocapsae

Cossidae jablof, hruSen S. carpocapsae
Carposinidae | jablon S. carpocapsae

Orthoptera
Gryllotalpidae

travniky, zelenina

S. carpocapsae, S. scapterisci,

S. riobrave

Blattodea
Blattellidae

domacnosti

S. carpocapsae
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Entomoparazitické hlistice jsou Siroce polyfagni a mohou napadat velmi
rozmanity sortiment hmyzich druhti. Nejcastéji jsou hlisticemi napadana juvenilni
stadia hmyzu, tj. larvy, ptipadné kukly. Pfehled fadi a jednotlivych ¢eledi, u nichz byla

zaznamenana citlivost vi¢i hlisticim, je uveden v tabulce €.1.

2.5 Faktory ovliviiujici u¢innost hlistovek

2.5.1 Biotické faktory

Do biotickych faktorti, které ovliviiuji pfezivani nematod a jejich symbiontd, 1ze
zafadit organismy, které mohou pulsobit jako intraspecificti anebo interpecificti
konkurenti, dale pfirozené nepratele hlistic ¢i latky antibiotické povahy vylu¢ované
samotnymi hostiteli hlistic nebo allelopatika vylucované rostlinami, jenz pak mohou
negativné ovliviiovat vyhleddvaci schopnosti nematod (Kaya and Koppenhofer, 1996).
K témto faktorim lze pfipocitat i faktor samotného patogena, ktery disponuje fadou
fyziologickych a behavioralnich vlastnosti, které mohou predeterminovat jeho uc¢innost.
Jednou z nich je potravni vztah k hostiteli. Entomofilni druhy z fada Diplogasterida a
Rhabditida vytvaieji zcela ojedinélou a specifickou skupinu hlistic, které pouzivaji
hmyz vyhradné jako kultivaéni média pro bakterie, kterymi se zivi. Jsou to hlistice
schopné samostatného saprobiontniho zptisobu vyzivy, mimo télo hmyzu, na mrtvém
organickém materidlu. Pravymi obligdtnimi parazity jsou zastupci cCeledi
Steinernematidae a Heterorhabditidae, u kterych je obdobi saprofytické a parazitické

zcela vyvazeno (Weiser and Mracek, 1988).

2.5.2 Abiotické faktory

Pii udrzovéani Zivotaschopnosti a migrace od hostitele k hostiteli hraji pro
hlistovky zna¢nou ulohu také abiotické faktory (teplota, vlhkost, UV - zafeni, pH,
pudni druh, pesticidy a;.).

Vlhkost

Vlhkost je pravdépodobné nejdilezitéjsSim faktorem, ktery ovliviuje

zivotaschopnost a aktivitu invaznich larev (Weiser and Mracek, 1988). VSechny
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nematody jsou organismy zavislé na vodé, kterd jim umoziuje pohyb. Pokud se hlistice
vyskytuji v prostfedi s postupnym poklesem vlhkosti, dokazi pfezivat ve stavu
anhydribidézy az nekolik let (Wharton, 1986). V suché pidé mohou hlistice z rodu
Steinernematidae a Heterorhabditidae pietrvavat 2 az 3 tydny (Glazer, 2002). Na druhé
strané pii extrémné vysoké vlhkosti mize dochazet k hynuti hlistovek v dasledku
nedostatku vzduchu. Do ur¢ité miry mize chranit nematody pfed vysychanim télo

hostitele, ve kterém se hlistovky vyviji (Koppenhofer et al., 1997).

Teplota

Teplota stejné¢ jako vlhkost zastdva duilezitou roli, kterd modeluje podstatnou
mérou rozvoj hlistic v pfirod¢. Podle fady studii sledujici pfirozeny vyskyt EPN lze
fici, Ze jak hlistice rodu Heterorhabditis, tak hlistice rodu Steinernema jsou schopny
odolavat nizkym teplotam, nebot” byly izolovany z mnoha mist severni Evropy a
Kanady (Burman et al., 1986; Griffin and Downes, 1991; Mracek and Webster, 1993).
Dal§im extrémem pro prezivani hlistovek jsou podminky tropickych oblasti, kde
teploty bézné stoupaji k hodnotam nad 30°C. I v takovychto podminkach je mozno
z pud izolovat hlistice zastupcti rodu Steinernema a Heterorhabditis. S. riobravis je
schopna tolerovat teploty do 37°C. Stejné jako nedavno izolované druhy rodu
Heterorhabditis v Izraeli a v Egypté¢ (Glazer, 2002) ¢i v tropické oblasti Sri Lanky
(Amarasinghe et al., 1994). Prezivani EPN se pohybuje v Sirokém teplotnim rozmezi
od 0 do 40 °C.

Zastupci Celedi Steinernematidae potiebuji vétsinou k tspésné invazi vyssi
teploty. Smiege (1963) se zabyval teplotnimi pozadavky S. carpocapsae. Pii teploté
pod 5°C byla aktivita invaznich larev velmi nizka. Od 5 do 11°C se zvySovala, ale
pohyb byl stdle pomaly. Teprve nad 15°C byla pohybova aktivita a schopnost larev
napadnout hostitele vyznamna. VSeobecné se zvySovala az do 32°C , pak nastal prudky
pokles a pii 37°C byla béhem kratké doby zaznamenana vysoka mortalita (Weiser and

Mrécek, 1988).

UV - zareni
EPN jsou velmi citlivé na slune¢ni zafeni, zvlasté na ultrafialovou slozku. UV
zafeni muze inaktivovat anebo zabit hlistovky béhem par minut (Lacey and Kaya,

2000). Gaugler et al. (1992) prokazal v testech s H. bacteriophora vysokou citlivost
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tohoto druhu, kdy se patogenita snizila jiz po 4 minutach expozice pii hodnoté zareni

302 nm. U S. carpocapsae se projevila podobna reakce po 6 minutach.

Osmoticky tlak
Nematody jsou obecné velmi tolerantni ke koncentraci soli v prostiedi. Midituri
(1996) pfi monitoringu vyskytu hlistic na Gzemi Belgie potvrdil pfitomnost druht

Steinernema a Heterorhabditis v ptdach, jejichz pH se pohybovalo v rozmezi 4,0-8,1.

Pudni druh

Pidni druh mize vyrazné ovliviiovat pfezivani nematod v pidé, jejich pohyb i
schopnost detekovat hostitele. Tento Cinitel plisobi na vyskyt nematod nejen velikosti
partikuli substratu, jez vyrazn¢ ovliviiuje pohyb hlistic, ale i celkovym provzdusnénim
pudy, coz je jeden ze zasadnich pfedpokladl k prezivani hlistic. Hlistice jsou aerobnimi
organismy, které nejsou schopny dlouhodobé ptezivat v prostiedi se snizenym obsahem
kysliku (Wharton, 1986). Kyslik se stavd limitujicim faktorem v jilovych, vodou

nasycenych ptidach nebo v piidach s vysokym obsahem organického materialu.

2.6 Chov hlistic a ¢iSténi suspenze pred testem

Entomopatogenni hlistice mohou byt kultivovany v in vivo nebo in vitro
systémech. In vivo proces produkce je jednoduchy a vyzaduje jen minimalni po¢atecni
investi¢ni vklady. Je - 1i potfeba jen malé mnoZstvi hlistic pro laboratorni pokusy, miize
se vyuzit kultivace in vivo na nahradich hostitelich jako jsou napt. larvy zavijece
voskového Galleria mellonella. Tento hmyz se v laboratofi chova snadno. Metoda
spo¢iva v jednoduchém postupu, kdy je suspense 100 - 200 IJs (infekéni juvenilni
stddium) v mnozstvi 0,5 ml aplikovdno na filtracni papir o priméru 5 cm na dno
plastové Petriho misky. Pét az deset larev G. mellonella je pfemisténo na kazdou
misku a tyto misky jsou inkubovany. Obecné vzato je teplota 25°C dostacujici, ale
nekteré hlistice mohou vyzadovat odlisSny nartst teplot. Kdyz dojde k usmrceni hmyzu
(24 - 28 hodin od infekce), mrtva téla jsou premisténa na ,,vodni pasti“ (mensi Petriho
miska obalend navlhéenym filtranim papirem, ktera je vloZena do vétsi Petriho misky)
pro dalsi inkubaci pii 25°C. Po 10 az 14 dnech nové [Js migruji z mrtvych tél do vody,

ktera obklopuje filtrani papir v pasti. Hlistice jsou néasledné nékolikrat preciStény a
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jako kultura slity do epruvet s molitanem pfipraveny k uskladnéni. Skladovaci teplota
pro rod Steinernema je 4 - 6°C a pro Heterorhabditis 8 - 10°C. Pro n&které druhy musi
byt vyse uvedené¢ podminky modifikovany diky rozséhlé rozmanitosti uvnité populaci
hlistic.

Vynosy v in vivo systému se pohybuji v rozmezi 0,5 - 4,0 x 10° IJs/larva. Tyto
vynosy se ovSem ekonomicky v poméru k laboratornimu vybaveni a materidlu
nevyplati, pokud bychom chtéli produkovat hlistice ve vétSim rozsahu. Néaklady na
jedno 1J se zvySuji linearné se zvySujici se produkei. In vitro produkce Ize fesit dvéma
zpusoby, kultivaci na pevném ¢i tekutém substratu. V piipadé kultivace na pevnych
substratech jsou vyuzivany psi suchary nebo polyuretanovy molitan impregnovany
rozmixovanymi vnitfnostmi (ledviny, jatra, slezina atd.), ktery je pak nasledné
inokulovan symbiotickymi bakteriemi. Vynos pii takovémto stylu produkce se
pohybuje mezi 6 x 10° az 10 x 10° IJs/g substratu nebo kultivace v tekutych
substratech, u kterych se vyuziva specidlnich tekutych nutri¢nich médii (Han and

Ehlers, 1998).
2.7 Prehled metod vyuZitelnych k testovani EPN’s

S roz§ifenim obchodnich zajmli o entomopatogenni hlistice za zacala testovat
citlivost mnoha ekonomicky zavaznych Skidct v Sirokém rozsahu laboratornich
biotesti. Nejcastéji pouzivany biotest zahrnuje vystaveni cilového Skiidce infekénimu
juvenilnimu stadiu hlistic na filtraénim papife. Za ptedpokladu pozitivni korelace mezi
koncentraci hlistic a mortalitou hostitele je jako analyza pak pouzita v testu na

analyzovani dat od davky po odezvu a vypoctu LDsy.

K testiim virulence se pouzivaji tyto metody:
» test penetrace
» Cas expozice
» biotest v substratu
» one-on-one test

> vhodnost hostitele
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Tyto biotesty aktivity hlistovek jsou fazeny podle rozdilnych krokii v procesu
infekce. Test penetrace odrazi schopnost hlistic proniknout do téla hmyzu, test doby
expozice naznacuje rychlost penetrace, biotest v substratu méti schopnost hlistic nalézt
a dale proniknout do cilového hostitele a one-on-one test representuje celkové proces

infekce. Vhodnost hostitele je zaznamendvana mirou pfijeti v jeho chovani (Glazer and

Lewis, 2000).

24



3. MATERIAL A METODY

3.1 Kultivace entomopatogennich hlistic

Entomopatogenni hlistice rodu Steinernema byly dlouhodobé uchovavany
v plastikovych epruvetach v inertnim nosi¢i (molitan) v lednici pii teploté 5 - 7 °C.
Vsechny pouzit¢ druhy hlistic byly ziskdny ze sbirek Entomologického ustavu
Biologického centra AV CR.

Pro ziskani dostate¢ného mnozstvi hlistic pro pokusy byl vyuzit nésledujici
postup. Z epruvet se ziskala suspenze, kterd byla dale nafedéna na pozadované
mnozstvi. Vitalita hlistic (tj. % zivych hlistic z celkového mnozstvi) byla uréena pod
binokuldrem. Pokud byla hodnota vysSi nez 85 %, suspenze se déle upravila na
koncentraci o pfiblizné hodnot¢ 10 1J na 1 larvu zavijeCe voskového Galleria
mellonella a byla pouzita pro infekci larev. Aplikace suspenze probihala nasledovné:
na dno Petriho misky o priméru 9 cm byl vlozen filtracni papir a na néj byl
naaplikovan 1 ml suspenze hlistic. Do pfipravené misky bylo naintrodukovéano 5 - 10
larev Galleria mellonella. Petriho misky byly nasledné inkubovany v termostatu pii
teploté¢ 25+1°C (fotoperioda 0/24) po dobu 3 - 5 dni. Behem infekce byla nezbytna
kontrola vlhkosti v Petriho miskéch a v pfipadé nadmérného vysychani byla vlhkost
upravovana pridanim nékolika kapek sterilni destilované vody. Po 3 - 5 dnech byly
mrtvé housenky s pfiznaky infekce pfemistény na vodni pasti a uloZeny v termostatu pii
teploté 25+1 °C (fotoperioda 0/24). Po 10 - 14 dnech od iniciace infekce se do okoli
infikovanych larev uvoliovala infekcni stadia hlistic, kterd se shromazdovala ve vodé
na dn¢ Petriho misky, odkud byla pravidelné slévana, ¢isténa a nasledné skladovana po

dobu 2 - 3 tydnt pted pouzitim v pokusech.

3.2 Priprava suspenze hlistic

Suspenze hlistic urcena k infekci byla ziskdna z nestandardizované suspenze
udrzované pii teploté 5°C po dobu 2 tydni v Petriho miskach. Po nasledném protiepani
suspenze byl odebran vzorek o objemu 5 pl a pod binokularem uréen pocet zivych
hlistovek. Pozadovana koncentrace byla dale pocitana z primérného poctu vitalnich

hlistic z 5 - ti opakovani dané¢ho objemu.
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3.3 Zavije¢ voskovy Galleria mellonella (Lepidoptera: Pyralidae)

Kontinualni chov zavije¢e voskového Galleria mellonella probihal za
definovanych konstantnich podminek (termostat 30+1°C, fotoperioda 0/24) na umé¢lém
zivném substratu, tzv. Haydakové Zivné pud€ (22 % kukufi¢éného Srotu, 11 %
pSeni¢ného Srotu, 11 % hladké mouky, 11 % suSeného mléka ¢i susené syrovatky,
5,5 % suseného drozdi, 17,5 % vceliho vosku, 11 % medu a 11 % glycerinu, uvedeno

v hmotnostnich procentech).

3.4 Potemnik mou¢ny Tenebrio molitor (Coleoptera: Tenebrionidae)

Larvy potemnika mouc¢ného piedstavuji skupinu larev se silné sklerotizovanou
kutikulou. Vyznamnou piednosti je pomaly vyvoj, diky némuz je mozno uchovavat
larvy nizsich instarti v definovanych podminkidch po dlouhou dobu a pro pokusy
vybirat pozadované instary, dale nenarocnost chovu a snadna dostupnost. Larvy pro
pokusy byly pravidelné¢ kupovany ve specializovanych obchodech a udrzovany
v plastikovych boxech na zivném substratu (otruby) v laboratornich podminkéch

(15+1°C). K biotestiim byly vybirany star$i instary.

3.5 Metoda pro sledovani mortality Galleria mellonella a Tenebrio molitor

entomopatogennimi hlisticemi rodu Steinernema za standardnich podminek

Cilem pokusu bylo zhodnoceni virulence entomopatogennich hlistic rodu
Steinernema proti modelovému $ktdci v zavislosti na koncentraci 1J za standardnich

podminek.

Material
» populace larev zavijece voskového Galleria mellonella a potemnika mouéného
Tenebrio molitor
» suspenze hlistic Steinernema feltiae, S. arenarium, S. carpocapsae
» puda pfipravend ze zahradniho substratu a pisku v poméru 1:1, kterd byla

sterilizovana pfi teplot¢ 121°C po dobu 120 minut
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Postup
>

do plastovych krabi¢ek bylo odméteno 40 ml sterilniho substratu a 4 ml sterilni
vody, do kazdé krabic¢ky bylo vlozeno 10 larev G. mellonella (T. molitor)

do krabicek byla aplikovana suspenze hlistic o koncentraci 10, 50, 100 a 200
[J/krabicku, suspenze byla doplnéna sterilni destilovanou vodou na objem 1 ml
tak, aby byla zajiSténa optimalni objemova vlhkost substratu, tj. 12,5 % (v:v),
vzorky byly poté inkubovany v termostatu (teplota 25+1 °C, fotoperioda 0/24),
varianta oSetfena pouze sterilni destilovanou vodou slouzila jako kontrola

kontrolni dny byly stanoveny na 5., 7. a 14. den po aplikaci hlistic, infikované
housenky byly dale odebrany, povrchové sterilovany 1 % roztokem chlornanu
sodného, oplachnuty sterilni destilovanou vodou a nasledné umistény na vodni

pasti, kde byl vyvoj infekce nadale sledovan

3.6 Metoda pro sledovani mortality Galleria mellonella a Tenebrio molitor

entomopatogennimi hlisticemi rodu Steinernema za rozdilnych teplotnich

podminek

larvam

Cilem pokusu je urcit u¢innost testovanych druhi hlistic rodu Steinernema proti

modelovych skiidct v riznych teplotnich rezimech.

Material

>

Postup
>

populace larev zavijece voskového Galleria mellonella a potemnika mou¢ného
Tenebrio molitor

suspenze hlistic Steinernema feltiae, S. carpocapsae

puda pfipravend ze zahradniho substratu a pisku v poméru 1 : 1, kterd byla

sterilizovana pfi teploté¢ 121°C po dobu 120 minut

do plastovych krabi¢ek bylo odméteno 40 ml sterilniho substratu a 4 ml sterilni
vody, do kazdé krabic¢ky bylo vlozeno 10 larev G. mellonella (T. molitor)

do krabicek byla aplikovana suspenze hlistic o koncentraci 50, 500 1J/krabicku,
suspenze byla doplnéna sterilni destilovanou vodou na objem 1 ml tak, aby byla

zajisténa optimalni objemova vlhkost substratu, tj. 12,5 % (v:v), vzorky byly
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poté inkubovany pfi teploté 25, 15 a 10°C (fotoperioda 0/24), varianta oSetfena
pouze sterilni destilovanou vodou slouZila jako kontrola

» kontrolni dny byly stanoveny na 5., 7. a 14. den po aplikaci hlistic, infikované
housenky byly déle odebrany, povrchové sterilovany 1 % roztokem chlornanu
sodného, oplachnuty sterilni destilovanou vodou a nasledné umistény na vodni

pasti, kde byl vyvoj infekce nadéle sledovan

3.7 Metoda pro sledovani mortality Galleria mellonella a Tenebrio molitor
entomopatogennimi hlisticemi rodu Steinernema za rozdilnych vlhkostnich

podminek

Cilem pokusu je urcit t¢innost testovanych druht hlistic rodu Steinernema proti
larvam modelovych sktidcii v raznych vlihkostnich rezimech. V této studii byl sledovan

také vliv rehydratace na patogenitu studovanych hlistic.

Material
» populace larev zavijece voskového Galleria mellonella a potemnika mouéného
Tenebrio molitor
» suspenze hlistic Steinernema feltiae, S. carpocapsae
» puda pfipravend ze zahradniho substratu a pisku v poméru 1:1, kterd byla
sterilizovana pii teploté¢ 121°C po dobu 120 minut
Postup
» do plastovych krabi¢ek bylo odméteno 40 ml sterilniho substratu a 2 ml sterilni
vody, do kazdé krabic¢ky bylo vlozeno 10 larev G. mellonella (T. molitor)
» do krabicek byla aplikovana suspenze hlistic o koncentraci 50, 500 1J/krabicku,
suspenze byla doplnéna sterilni destilovanou vodou na objemovou vlhkost 6 %
(v:v) a po 7 dnech byla opét doplnéna na optimélnich 12,5 % (v:v), vzorky byly
poté inkubovany pii teplot¢ 15°C (fotoperioda 0/24), varianta oSetienad pouze
sterilni destilovanou vodou slouzila jako kontrola
» kontrolni dny byly stanoveny na 5., 7., 14. a 21. den po aplikaci hlistic,
infikované housenky byly déle odebrany, povrchové sterilovany 1 % roztokem
chlornanu sodného, oplachnuty sterilni destilovanou vodou a nasledn¢ umistény

na vodni pasti, kde byl vyvoj infekce nadale sledovan
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4. EXPERIMENTALNI CAST A VYSLEDKY

Ke zhodnoceni jednotlivych pokusti byla pouzita analyza variance (ANOVA) a
Tukeyho test. Hladina vyznamnosti byla stanovena na a = 0,05. Pro urceni LDs, byla

uzita probitova analyza, pro jejiz realizaci byl pouZit program BioStat 2009.

4.1 Hodnoceni vysledki metody pro sledovani mortality Galleria mellonella a
Tenebrio molitor entomopatogennimi hlisticemi rodu Steinernema za standardnich

podminek

Pfi pokusech byla zjistovana mortalita larev Galleria mellonella a Tenebrio
molitor po aplikaci IJ larev hlistic Steinernema feltiae, S. arenarium, S. carpocapsae za
standardnich podminek, tzn. pfi teploté¢ 25°C a objemové vlhkosti substratu 12,5 %.
Umrtnost byla vyjadiena primérnou mortalitou a smérodatnou odchylkou v procentech.

Dale byla urc¢ena davka LDsg pro jednotlivé druhy hlistic.

Tab. ¢. 2: Mortalita larev G. mellonella (primérna mortalita %+SD) 5. den po aplikaci
vybranych druhit EPN rodu Steinernema (ANOVA metoda, 0=0,05; Tukey HSD test).

Koncentrace 1J/krabicka (% primérna mortalita £SD)
Varianta

50 1Js 100 IJs 200 1Js 500 IJs

Kontrola 6,00+8,94 b 6,00£8,94 ¢ 6,00+£8,94 b  6,00£8,94 b

S.carpocapsae  24,00+18,17 ab 24,00£18,17 bc 58,00£31,14 a 94,00£5,48 a

S. feltiae 40,00+18,71 a  58,00+16,43 a  60,00£30,82 a 98,00+4,47 a

S. arenarium 28,00+19,25 ab  46,00+15,17 ab 62,00+13,04 a 94,00+8,94 a

a, b, c .. priméry ve sloupci se stejnym pismenkem nejsou statisticky rozdilné
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Tab. ¢. 3: Mortalita larev G. mellonella (primérna mortalita %+SD) 7. den po aplikaci
vybranych druhtit EPN rodu Steinernema (ANOVA metoda, a=0,05; Tukey HSD test).

Koncentrace 1J/krabicka (% primérnd mortalita +SD)

Varianta
50 1Js 100 IJs 200 1Js 500 IJs

Kontrola 6,00+8,94 b 6,00+£8,94 b 6,00£8,94 b 6,00+8,94 b
S.carpocapsae  30,00+23,45 ab  26,00+15,17 b  60,00£2828 a  96,00+5,48 a
S. feltiae 46,00+19,49 a  66,00£19,49 a 78,00+17,89 a 100,00£0,00 a

S. arenarium 36,00£26,07 ab  58,00£19,24 a  76,00£16,73 a 94,00+£8,94 a

a, b, ¢ .. primeéry ve sloupci se stejnym pismenkem nejsou statisticky rozdilné

Tab. ¢. 4: Mortalita larev G. mellonella (primérna mortalita %+SD) 14. den po aplikaci
vybranych druhtt EPN rodu Steinernema (ANOVA metoda, a=0,05; Tukey HSD test).

Koncentrace 1J/krabicka (% prumérna mortalita £SD)
Varianta

50 1Js 100 IJs 200 1Js 500 IJs

Kontrola 8,00+£13,04 b 8,00+£13,04 b 8,00+£13,04 b 8,00+£13,04 b
S.carpocapsae 52,00£24,89 a  34,00£13,42 b  78,00+22,80 a  100,00+£0,00 a
S. feltiae 50,00+17,32 a  80,00£15,81 a  88,00+16,43 a 100,00+0,00 a

S. arenarium 60,00+£25,50 a  84,00+18,17 a 96,00+£5,48 a 98,00+4,47 a

a, b, c .. priméry ve sloupci se stejnym pismenkem nejsou statisticky rozdilné

Z vysledka vyplyva, ze primérna mortalita larev Galleria mellonella je odlisna
v zavislosti na testovaném druhu hlistice a zvySuje se s rostouci koncentraci 1J larev
aplikovanych do substratu ( viz tabulky ¢&. 1, 2, 3). Uginnost jednotlivych druhti se mezi
sebou statisticky lisila (p<0,05) predevsim u nizsSich koncentraci (50 a 100 1Js), u
vysSich koncentraci (200 a 500 IJs) se ucinnost statisticky neliSila. Pfi nejvyssi
testované koncentraci (500 1Js) dosahla 14. den S. feltiae a S. carpocapsae 100 %
ucinnosti, S. arenarium dosahla 98 % mortality larev G. mellonella. 100 % mortalita 7.
den po aplikaci 500 IJs byla prokazana pouze S. feltiae. U S. carpocapsae se béhem
testu projevila jistd odchylka v ucinnosti, kdy koncentrace 50 IJs vykazovala vyssi

ucinnost nez 100 1Js.
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Tab. ¢. 5: Mortalita larev T. molitor (primérna mortalita %+SD) 5. den po aplikaci
vybranych druhtit EPN rodu Steinernema (ANOVA metoda, a=0,05; Tukey HSD test).

Koncentrace 1J/krabicka (% prumérna mortalita £SD)

Varianta

50 1Js 100 IJs 200 IJs 500 IJs
Kontrola 2,00+4,47 b 2,00+4,47 ¢ 2,00+4,47 ¢ 2,00+4,47 ¢
S. 48,00+10,95 a 52,00+4,47 a 56,00+8,94 b  80,00+10,00 b
carpocapsae
S. feltiae 10,00+7,07 b 30,00+7,07 b  40,00+£10,00 a 74,00+£8,94 a

S. arenarium 10,00+£10,00 b  10,00£10,00 ¢  20,00+£12,25 a  26,00+11,40 a

a, b, c.. priméry ve sloupci se stejnym pismenkem nejsou statisticky rozdilné

Tab. ¢. 6: Mortalita larev T. molitor (primérna mortalita %+SD) 7. den po aplikaci
vybranych druhit EPN rodu Steinernema (ANOVA metoda, 0=0,05; Tukey HSD test).

Koncentrace 1J/krabicka (% prumérna mortalita £SD)
Varianta
50 1Js 100 s 200 1Js 500 s

Kontrola 2,00+4,47 b 2,00£4,47 ¢ 2,00+4,47 ¢ 2,00£4,47 ¢

S. carpocapsae  50,00£12,25 a 52,00+8,37 a 58,00+4,47 b 86,00+11,40 a

i~

S. feltiae 14,00£11,40 b 36,00+11,40 b  48,00+10,95 78,00£13,04 a

S. arenarium 12,00+8,37 b 10,00+£7,07 ¢ 20,00+12,25 a  30,00+12,25 b

a, b, c .. priméry ve sloupci se stejnym pismenkem nejsou statisticky rozdilné

Tab. ¢. 7: Mortalita larev T. molitor (primérna mortalita %+SD) 14. den po aplikaci
vybranych druhtt EPN rodu Steinernema (ANOVA metoda, a=0,05; Tukey HSD test).

Koncentrace [J/krabicka (% primérna mortalita =SD)

Varianta

50 IJs 100 IJs 200 IJs 500 IJs
Kontrola 6,00£8,94 b 6,00+8,94 ¢ 6,00£8,94 b 6,00+8,94 ¢
S. 60,00+17,32 a 60,00+17,32 a 68,00+4,45 a 94,00+5,48 a
carpocapsae
S. feltiae 28,00+16,43 b 38,00+£8,37 b  50,00£10,00 a 82,00+17,89 a

S. arenarium 16,00+8,94 b 12,00£8,37 ¢ 20,00£12,25 b 38,00+£8,37 b

a, b, ¢ .. priméry ve sloupci se stejnym pismenkem nejsou statisticky rozdilné
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Na rozdil od Galleria mellonellla u Tenebrio molitor se mortalita po 14. dni
testu pohybovala v Sirokém rozmezi (16 a 94 %) v zavislosti na testovaném druhu a
koncentraci aplikované hlistice. Nejvyssi u¢innost prokazali druhy S. feltiae a S.
carpocapsae, tj. 82 % resp. 94 % mortalita. Pfitom u S. carpocapsae se projevila
Larvy Tenebrio molitor vykazovaly velmi nizkou citlivost vici S. arenarium, u n¢hoz

mortalita pfi nejvyssi aplikované koncentraci 500 1Js ¢inila pouze 38 %.

Tab. ¢. 8: Uréeni LDs pro jednotlivé druhy testovanych nematod pro G. mellonellaa T.

molitor pfi teploté 25°C po 14 dnech testu.

Dolni a horni hranice

Druh Druh EPN LDso (95% confidence Chi- Pr > Chi2
hostitele (1Js) o square
limits)
Galleria S. arenarium 35,0 16,915 — 50,034 33,610 < 0,0001
mellonella S. carpocapsae 79,1 57,354 - 100,091 46,910 <0,0001
S. feltiae 48,3 29,777 — 63,715 45,244 < 10,0001
Tenebrio S. arenarium 1491,9 572,499 — 148005,863 24,662 0,003
molitor S. carpocapsae 441 13,024 — 72,373 18,332 <0,0001
S. feltiae 159,8 113,600 — 215,143 36,698 <0,0001

Z tabulky ¢. 8 lze vyvodit, ze larvy Galleria mellonella vykazuji vyssi citlivost
vici testovanym druhiim hlistic rodu Steinernema nez larvy Tenebrio molitor. Hodnoty
LDs, pro G. mellonella se pohybovaly v rozpéti 35 - 79,1 1Js, zatimco LDsg pro T.
molitor 44,1 - 1491,9 1Js. Vysledné hodnoty u larev G. mellonella ukazuji, ze
nejucinnéjsi hlistovka byla S. arenarium (35 1Js), naproti tomu u larev T. molitor
vykazuje tento druh hlistice jistou anomalii v ucinnosti. Probitova analyza stanovila
LDso na 1491,9 Js, coz naznacuje extrémné malou citlivost larev vaci této hlistici. S.
carpocapsae prokazala u larev T. molitor nejvyssi G¢innost (44,1 1Js), u larev G.

mellonella je tomu naopak.
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4.2 Hodnoceni vysledki metody pro sledovani mortality Galleria mellonella a
Tenebrio molitor entomopatogennimi hlisticemi rodu Steinernema za rozdilnych

teplotnich podminek

Pii pokusech byla zjistovana mortalita larev Galleria mellonella a Tenebrio
molitor po aplikaci 1J larev hlistic Steinernema feltiae a S. carpocapsae pfi teplotach
25, 15 a 10 °C. Umrtnost byla vyjadfena primérnou mortalitou a smérodatnou

odchylkou v procentech.

Tab. ¢. 9: Vliv riznych teplot na virulenci hlistic S. feltiae a S. carpocapsae vici
larvam  G. mellonella ve dvou testovanych koncentracich 50 a 500 IJs/krabicka
(ANOVA metoda, a=0,05; Tukey HSD test).

Teplot | Koncentrace | Varianta % Mortalita (primér+SD)
a 17*/krabicka = 5. den 7. den 14. den
25°C | 50D kontrola 6,00+8,94 b 6,00+8,94 b| 8,00+13,04 b
Sf 40,00+18,71 a| 46,00£19,49 a| 50,00+17,32 a
Sc 24,00+18,17 a| 30,00£23,45 a| 52,00£25,00 a
500 1J kontrola 6,00£8,94 b 6,00£8,94 b 8,00+13,04 b
Sf 98,00+4,47 a 100,0+£0,00 a 100,0+£0,00 a
Sc 94,00+5,48 a 96,00+5,48 a 100,0+£0,00 a
15°C | 5010 kontrola 2,00+4,47 b 2,00+4,47 b| 6,005,477 b
Sf 56,00+15,17 a| 68,00+13,04 a 74,00+8,95 a
Sc 6,00+5,48 b| 18,00+8,37 b| 28,00+4,48 a
500 1J kontrola 2,00+4,47 ¢ 2,00+4,47 ¢| 6,00£5477 b
Sf 92,00+8,37 a 100,0£0,00 a 100,0£0,00 a
Sc 46,00+5,48 b| 54,00+£11,40 b 68,00+£8,37 a
10°C 501J kontrola 0,00+£0,00 b 0,00+0,00 b 4,00£5,48 b
Sf 0,00+£0,00 b 2,00+4,47 b| 52,00+£21,68 a
Sc 52,00+14,83 a| 58,00£19,24 a| 70,00+15,81 b
500 1J kontrola 0,00+£0,00 b 0,00+0,00 b 4,00£548 b
Sf 0,00+0,00 b| 58,00+13,04 a 100,0+£0,00 a
Sc 60,00+7,07 a| 66,00£15,17 a| 80,00+15,81 a

*1J - infekéni larvy; ** Sf - Steinernema feltiae, Sc - Steinernema carpocapsae

a, b, c ..praméry ve sloupci se stejnym pismenkem nejsou statisticky rozdilné

Z vysledku je zfejmé, ze mortalita larev G. mellonella narustala se zvySujici se
teplotou (viz tabulka ¢. 9). Oba druhy hlistovek vykazovaly pii nejvyssi testované
teploté (25 °C) pomérné vyrovnanou ucinnost bez statisticky vyznamnych rozdila a to

v obou testovanych koncentracich. Pti nizsich teplotach (15 a 10 °C) se ukézala jako
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ucinngjsi Steinernema feltiae, ktera prokazala 14. den pii koncentraci 500 1Js 100 %

mortalitu larev a dokonce i 100 % ucinnost 7. den pii koncentraci 500 1Js pfi teplote

15°C.

Tab. ¢. 10: Vliv ruznych teplot na virulenci dvou druht hlistic S. feltiae a S.

carpocapsae vuci larvam T. molitor ve dvou testovanych koncentracich 50 a 500
[Js/krabicka (ANOV A metoda, 0=0,05; Tukey HSD test).

Koncentrace | Varianta % Mortalita (primér+SD)
Teplota -y
1J*/krabicka o 5. den 7. den 14. den
25°C 50 kontrola 2,00+4,47 b 2,00£4,47 b 6,00£8,94 b
Sf 10,00+£7,07 b | 14,00£11,40 b | 28,00£16,43 b
Sc 48,00£10,95 a | 50,00£12,25 a | 60,00£17,32 a
500 kontrola 2,00+4,47 b 2,00+4,47 b 6,00£8,94 b
Sf 74,00+£8,95 a | 78,00+13,04 a | 82,00+17,89 a
Sc 80,00£10,00 a | 86,00£11,40 a 94,00+£5,48 a
15°C 50 kontrola 0,00£0,00 b 0,00£0,00 b 2,00£4,47 b
Sf 2,00£4,46 b | 12,00+13,04 a| 12,00£13,04 b
Sc 20,00£10,00 a | 20,00£10,00 a | 38,00+16,43 a
500 kontrola 0,00+0,00 b 0,00+0,00 b 2,00+4,47 b
Sf 46,00+24,08 a | 70,00+14,14 a | 80,00£12,25 a
Sc 52,00£17,89 a | 54,00£20,73 a | 62,00+22,08 a
10°C 50 kontrola 0,00+0,00 a 0,00£0,00 a 4,00+4,37 a
Sf 0,00£0,00 a 4,00+£5,58 a | 10,00£12,25 a
Sc 0,00£0,00 a 0,00+0,00 a 6,00+5,48 a
500 control 0,00+0,00 a 0,00+0,00 b 4,00+4,37 a
Sf 0,00£0,00 a | 26,00£25,09 a | 66,00£20,74 ¢
Sc 0,00£0,00 a 0,00+0,00 b 26,00+£548 b

*1J - infekéni larvy; ** Sf - Steinernema feltiae, Sc - Steinernema carpocapsae

a, b, c ..praméry ve sloupci se stejnym pismenkem nejsou statisticky rozdilné

Mortalita larev T. molitor dosahla nejvyssi hodnoty (94 %) pii 25°C a

koncentraci 500 IJs 14. den testu (viz tabulka ¢. 10). Z hodnot v tabulce vyplyva, ze S.

carpocapsae vykazuje prokazateln¢ vyssi ucinnost pii vyssi teploté (F=16,88, df=2, 12,

p<0.05), zvlasté pii koncentraci 50 IJs. Pfi koncentraci 500 IJs tato tendence nebyla

statisticky signifikantni. Naopak pfi nizSich teplotich byla vy$§i umrtnost larev

prokazana u S. feltiae, 14. den testu pfi koncentraci 500 IJs pfi teploté 15°C ¢inila
mortalita 80 % a pfi teploté 10°C 66 %.
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4.3 Hodnoceni vysledki metody pro sledovani mortality Galleria mellonella a

Tenebrio molitor entomopatogennimi hlisticemi rodu Steinernema za rozdilnych

vlhkostnich podminek

Pii pokusech byla zjistovana mortalita larev Galleria mellonella a Tenebrio
molitor po aplikaci 1J larev hlistic Steinernema feltiae a S. carpocapsae pti objemové
vlhkosti substratu 12,5 % a 6 %.

Graf ¢. 1: Mortalita G. mellonella po aplikaci S. feltiae nebo S. carpocapsae o
koncentraci 50 IJs/krabicka v teploté 15°C pii objemové vlhkosti pady (a) 12,5 % nebo

(b) 6 % (vlhkost byla po 7 dnech testu doplnéna na urovenn 12,5 % - vyznaceno v
grafu).
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b) 6 % vlhkost (7. den testu navySena na 12,5 %)
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Graf ¢. 2: Mortalita G. mellonella po aplikaci S. feltiae nebo S. carpocapsae o
koncentraci 500 IJs/krabicka v teploté¢ 15°C pti objemové vlhkosti pidy (a) 12,5 %

nebo (b) 6 % (vlhkost byla po 7 dnech testu doplnéna na tiroveni 12,5 % - vyznaceno v
grafu).
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b) 6 % vlhkost (7. den testu navySena na 12,5 %)
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Z grafi €. 1 a 2 vyplyva, ze Groven mortality larev G. mellonella se viditelné
zvysila po dovlhéeni substratu na 12,5 %. Navic je patrny i trend navySeni ucinnosti
obou testovanych druht hlistic pfedevs§im pfi nizsi koncentraci 50 1Js. S. feltiae dosahla
mortality 92 % po dovlh¢eni, zatimco pii 12,5 % vlhkosti pouze 76 %. U koncentrace
500 IJs u S. feltiae se tento jev ptili§ neprojevil, protoze jiz 7. den testu pii vlhkosti 6 %
byla zaznamenana timrtnost 60 % larev. U S. carpocapsae se tendence k navySovani
ucinnosti pii této koncentraci ale objevila a Groven mortality se navysila o 14 % oproti

verzi s optimalnimi vlhkostnimi podminkami.
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Graf ¢. 3: Mortalita T. molitor po aplikaci S. feltiae nebo S. carpocapsae o koncentraci
50 DJs/krabicka v teploté 15°C pfi objemové vlhkosti pady (a) 12,5 % nebo (b) 6 %

(vlhkost byla po 7 dnech testu doplnéna na uroven 12,5 % - vyznaceno v grafu).
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Graf ¢. 4: Mortalita T. molitor po aplikaci S. feltiae nebo S. carpocapsae o koncentraci
500 DJs/krabicka v teploté 15°C pii objemové vlhkosti ptdy (a) 12,5 % nebo (b) 6 %

(vlhkost byla po 7 dnech testu doplnéna na uroven 12,5 % - vyznaceno v grafu).
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Z grafti €. 3 a 4 je zfejmé, Ze na mortalitu larev T. molitor méla vlhkost také
velky vliv. U obou koncentraci pfi snizené objemové vlhkosti (6 %) byla zachycena
snizenad ucinnost obou druht hlistovek. Dovlhéenim substratu na 12,5 % se dosahlo
navySeni mortality, které je zvlaste patrné u vyssi koncentrace (500 1Js), kde byl u S.
feltiae zaznamenan nartst ze 4 % na 46 % a u S. carpocapsae ze 4 % na 16 %. Lze fici,

ze S. feltiae reagovala na navyseni vlhkosti 1épe.
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5. DISKUSE

V ptirodé jsou EPN vystavovany vyraznym zméndm podminek a to jak
vlhkostnim tak teplotnim. Diky témto faktorim je jejich u€innost limitovéana pti pouziti
v polnich podminkach. V mé praci byly testovany tfi druhy hlistovek rodu Steinernema
(Steinernema feltiae, S. arenarium a S. carpocapsae). V experimentalni ¢asti byla
sledovana jejich Uc¢innost za standardnich i1 odliSnych teplotnich a vlhkostnich
podminek. Modelovymi Skidci byli larvy zavijeCe voskového Galleria mellonella a
potemnika mou¢ného Tenebrio molitor.

U Galleria mellonella pti teploté 25°C a optimalni vlhkosti prokazala pfi testu
nejvetsi Gcinnost Steinernema feltiae. U nejvyssi koncentrace 500 1Js byla mortalita 5.
den testu 98 % a 7.1 14. den 100 %. 14. den dosahla 100 % ucinnost i S. carpocapsae,
S. arenarium dosahla 98 % mortality. U larev Tenebrio molitor byla nejucinngjsi S.
carpocapsae, ktera pii nejvyssi koncentraci 500 1Js dosahovala mortality 5. den 80 %,
7. den 86 % a 14. den 94 %. S. arenarium dosahla mortality pouze 38 %. Vyhodnoceni
LDsg ukazalo, ze larvy G. mellonella vykazovaly vyssi citlivost (35 - 79,1 1Js) vici tfem
testovanym druhim nez larvy T. molitor. Zajimavé je, ze u G. mellonella se jako
nejucinngjsi projevila S. arenarium, zatimco u T. molitor tomu bylo naopak. Dolinski et
al. (2006) zkouseli test v substratu na S. riobrave, H. indica a H. baujardi.
V koncentraci 100 1Js a 200 IJs nebyla mortalita vSech tii druht vyrazné odlisnd od
kontrolnich vzorkd. Az pti koncentraci 500 1Js prokazala H. indica a H. baujardi
prikazné vyssi mortalitu oproti kontrole (68,3 a 62,7 % vs. 12,8 a 13 %). Rozdily
v rychlosti penetrace a nasledné vyvoladni infekce zfejmé vychazi, krom¢ koncentrace
IJs, také z potravni strategie jednotlivych druhd. Jak naznacuje Lewis et al. (1992) S.
carpocapsae je typickym predstavitelem strategie ,,sit and wait“, rad¢ji zustava blizko
povrchu, a tak je moZznost atakovat hostitele za ur¢itych podminek snizena. Zatimco S.
arenarium je charakteristickd pravé aktivnim vyhledavanim hostitele. S. feltiae se
pohybuje na pomezi obou strategii. Také Del Pino a Morton (2005) testovali druhy S.
carpocapsae (Exhibit a MI137), S. arenarium, S. feltiae, H. bacteriophora
v koncentracich 10 a 150 1Js na larvu Capnodis tenebrionis (Coleoptera: Buprestidae).
Pti vyssi koncentraci prokdzaly vSechny hlistovky vysokou mortalitu 95 % béhem 5
dni. Nejrychleji vSak infekce probéhla u obou druhti S. carpocapsae, zatimco u

ostatnich se mortalita pohybovala od 32 - 4 %. 4. den testu jiz byl tento nepomeér

41



vyrovnan. Pfi nizsi koncentraci byly ale zaznamenany vyrazné odlisnosti. Mortalita C.
tenebrionis byla vyssi (90,91 %) u téch vzorku, které byly oSetfeny S. arenarium, nez u
ostatnich testovanych druhi (S. carpocapsae 59,10 %; S. feltiae 76,19 % a H.
bacteriophora 76,19 %).

Pfi testovani vlivu riiznych teplot na virulenci hlistic S. feltiae a S. carpocapsae
bylo zjisténo, Ze ob¢ hlistice reaguji na snizeni teploty sniZenou uc¢innosti jak u larev
Galleria mellonella, tak i u Tenebrio molitor. Je nutno fici, Zze larvy G. mellonella
vykazovali vyssi citlivost vii€i testovanym druhtim, a pii teploté 25°C a dévce 500 1Js
byla u obou zjisténa 100% mortalita. Pfi teploté¢ 10°C vykazovala 100 % ucinnost
pouze S. feltiae, a to po 14 dnech. Hazir et al. (2001) uvadi, Ze teplota ma zasadni vliv
na rychlost usmrceni hostitele. Borstein-Forst et al. (2005) pouzili pro vyzkouseni
vlivu kolisajici teploty na vyvoj a infektivitu entomopatogenni hlistice (EPN)
Steinernema carpocapsae A10 tii rozdilné laboratorni podminky. Sada 1. pokusu byla
zaméiena na vliv tlaku chladnych podminek na zacatku vyvojového cyklu. Larvy
Galleria mellonella byly inkubovany 2 dny pfi teploté 23°C a nasledné byly vystaveny
od 3 do 36 dne po infekci niz§im teplotam -10, 4, 10, 14°C. Pitva infikovanych
mrtvych tél prokazala zastaveni vyvoje dospélcti pii nizsich teplotach. Pti druhé sadé
pokusii byl zkousen ucinek nizSich teplot na zacatku vyvoje nasledovany vracenim
teploty na 23°C . Omezené mnozstvi populace EPN bylo schopno dokon¢it vyvoj pii 10
a 14°C, ackoli vznikajici populace byla prokazatelné mensi nez ta, ktera byla nepfetrzité
inkubovana pti 23°C. Pfi poslednim tietim pokusu byli infikovani hostitelé¢ vystaveni
chladnym podminkdm ve vyvoji pozdé€ji, tj. pocinaje 4. dnem po infekci, a nasledné
stadia bylo redukovéno pfi nizsi teploté nejméné o 95 % 1 vice ve srovnani s kontrolou.
Vznikajici populace z pokusu ¢. 3 nebyla infek¢éni. Vysledky naznacuji, ze teplota ma
na vyvoj a virulenci hlistic rozhodujici vliv. Také Grewal et al. (1994) ve své studii
potvrdili, ze druh S. carpocapsae ma nejuzsi rozpéti pro reprodukci z dvanécti
testovanych druht a kmen EPN’s. Toto rozmezi se pohybovalo mezi 20 a 30°C, coz
potvrzuje i tato prace. Také Brown et al. (2002) se zabyvali schopnosti S. carpocapsae
infikovat larvy Galleria mellonella a zjistili, Ze pii teplot¢ 5°C byl proces infekce
zastaven a umrtnost larev byla nulova. Infekce pokracovala latentné pouze tehdy, kdyz
byla teplota opétovné€ navySena a po 72 hodinach pii 25°C mortalita larev vzrostla na

100 %. Naproti tomu S. feltiae si udrzovala béhem testii velmi dobré vysledky. Grewal
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et al. (1994) uvadi, ze S. feltiae je druh adaptovany na chladnéjsi podminky a je
uspesné pouzivan zvlasteé proti Skidcim fadu Diptera. Tyto zavery potvrzuji i vysledky
Chen et al. (2003), ktefi testovali tspésné tento druh proti larvam kvétilky (D. radicum)
v 10°C.

V ¢asti sledujici vliv objemové vlhkosti na u¢innost hlistic ukazaly, ze S. feltiae
reaguje na snizenou vlhkost substratu 1épe nez S. carpocapsae a to nezavisle na
hostitelském druhu. U obou testovanych hlistovek se projevil néartist Gc¢innosti po
navraceni vlhkostnich podminek na optimalni uroven. U S. feltiae aplikované proti
larvam T. molitor doslo ke zvySeni mortality o vice nez 40 % a u S. carpocapsae pouze
012 %.

Koppenhofer a Fuzy (2007) testovali uc¢inek ptidni vlhkosti na infektivitu 4
druhti hlistovek Steinernema scarabeidae, S. glaseri, Heterorhabditis zealandica a H.
bacteriophora vucéi tfetimu instaru Popillia japonica. Zjistili, Ze tyto hlistice jsou silné
ovlivnény vzdjemnym plsobenim mezi typem plidy a jejim vodnim potencidlem.
Virulence vSech testovanych hlistic dosahovala nejvy$$ich hodnot pii moderované
pudni vlhkosti (-10 az —100 kPa), kdezto v mirné suchém (-1000 kPa) a vlhkém (-1
kPa) prostiedi klesala. Pouze S. scarabeidae byla aktivni i v suché ptd¢ (-3000 kPa).

S. carpocapsae je povazovana za druh obecné lépe adaptovany na suSsi
podminky diky své behavioralni strategii, pfi které jsou infekéni larvy tohoto druhu
7z 90 % exponovany nad povrchem pudy a mrskavym pohybem se snazi lokalizovat
potenciondlni hostitele pohybujici se po povrchu substratu. Tento druh strategie
vystavuje infekéni larvy extrémnim zméndm vlhkosti. Diky tomu jsou nematody tohoto
druhu povazovany jako odolngj$i vici vysychdni nez druhy ostatni (Campbell and
Kaya, 2000). Také Kung et al. (1991) potvrdili, ze S. carpocapsae piezila v nizké
vlhkosti 2 a 4 % a po doplnéni na 16 % zpusobila letalni infekci larev G. mellonella.
Vysledky pokust dokazuji, ze hlistice potiebuji k pohybu a dal§im vitdlnim projeviim
ur¢ité mnozstvi vody. Taktéz Koppenhofer et al. (1995) potvrdili, Zze S. carpocapsae
vSak mlze dochazet k snizeni u¢innosti z diivodu adaptace na stresové podminky, jez
pak vede nasledné k sniZzeni celkové aktivity a tim i1 G¢innosti. Po znovunarozeni
vhodnych podminek (dovlh¢eni na troven 12,5 %) doslo k ur¢itému zvySeni G€innosti.

U G. mellonella doslo dokonce k navySeni G¢innosti v porovnani s biotestem vedenym

Mrwe
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prostym faktem, Ze vyhleddvaci schopnost byla posilena piedchozimi docasné
nevhodnymi podminkami, které mohly indukovat zvySenou aktivitu nematod. Tyto
vysledky se prokazaly zvlast¢é u larev G. mellonella, ovSsem trend navySujici se

ucinnosti se neprokazal u T. molitor.
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6. ZAVERY

» Byla vypracovana metodika pro praci s entomopatogennimi hlisticemi v pudnim
substratu. Béhem testli se podafilo otestovat tii druhy EPNs (Steinernema

arenarium, S. carpocapsae a S. feltiae).

» U vsech testovanych druhti EPNs byla prokdzana rizna citlivost hostitele
k testovanym druh@im hlistic. Zatimco larvy T. molitor vykazaly nejvyssi
mortalitu v teplot¢ 25°C po oSetfeni S. carpocapsae, G. mellonella byla
nejcitlivéjsi vici S. arenarium. Celkové lze vSak povazovat larvy G. mellonella

za citlivéjsiho hostitele oproti T. molitor.

» Vysledky studie zaméfené na vliv teploty a vlhkosti na virulenci S. feltiae a S.
carpocapsae ukazal, ze oba druhy vykazuji pii 25°C srovnatelnou Gc¢innost pii
vyssich testovanych koncentracich (500 IJs), v teplotach nizsich (15 a 10°C) se

projevila u¢inngjsi S. feltiae (statisticky vSak neprikazné u G. mellonella).

» V ptipadé vlivu vlhkosti na virulenci se prokazalo, ze nizka vlhkost (6 %) ma
vyrazny vliv na schopnost infikovat hostitele a to u obou studovanych druht
nematod. Pii zpétném dovlhéeni na uroven 12,5 % se vSak v pfipad¢ S.
carpocapsae navysila virulence vuc¢i larvam G. mellonella a to u obou
testovanych koncentraci (50 a 500 1Js), u S. feltiae se tento jev potvrdil pouze
pii 500 IJs. U T. molitor se tento trend neprojevil. S. feltiae vykazala vyssi

toleranci viici nizké vlhkosti v prostiedi oproti S. carpocapsae.

» S. feltiae muze byt bez velkych obtizi pouzivana za chladnéjSich podminek. Na
druhé stran€ oba druhy hlistovek vykazovali problémy pfi vysousSeni. A tudiz by
se mélo zabranit vysychani pidy béhem aplikace i po ni anebo by méla byt
pudni vlhkost udrzovana na piiméfené urovni, aby byla zajiSténa alespon

minimalni aktivita hlistic.
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8. PRILOHY

8.1 Fotodokumentace

Foto €. 1: Epruvety s hlisticemi ulozené v Foto ¢. 2: Odbér suspenze hlistic

lednicce pii 5-7°C (foto archiv KRV) mikropipetou o objemu 5 pl pro pocitani
zivych hlistovek pod binokuldrem (foto
archiv KRV)

Foto ¢. 3: Naintrodukované jednotky Foto ¢. 4: Vitalni larva T. molitor 5. den
v plastovych krabi¢kach (foto Trnkova)  od aplikace S. feltiae (foto Trnkova)

Foto ¢. 5: Mrtvé housenky T. molitor po Foto ¢. 6: Vodni past s T. molitor (foto
14. dnech od aplikace S. feltiae (foto Trnkova)

Trnkova)
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8.2 Tabulka 1: Piehled druhi hlistovek rodu Steinernema a k nim prislusné

informace o nalezeni (Adams and Nguyen, 2002).

Druh Popsal Isolovano z | Lokalita

S. abbasi Elawad, Ahmad and Reid, 1997 pada Oman

S. affine (Bovien, 1937) Wouts, Mraéek, Gerdin | Bibionidae | Dansko

and Bedding, 1982

S. arenarium (Artyukhovsky, 1967) Wouts, Mracek, Anomala centralni Rusko
syn. Gerdin and Bedding, 1982 dubia

N. arenaria Artyukhovsky, 1967

N. anomali Kozodoi, 1984

N. anomalae (Kozodoi, 1984) Curran, 1989

S. bicornutum Tallosi, Peters and Ehlers, 1995 puda Vojvodina

S. carpocapsae (Weiser, 1955) Wouts, Mracek, Gerdin | Cydia Ceskoslovensko
syn. and Bedding, 1982 pomonella

N. carpocapsae Weiser, 1955

N. feltiae sensu Stanuszek, 1974, nec Filipjev, 1934

S. caudatum Xu, Wang and Li, 1991 puda Cina

S. ceratophorum | Jian, Reid and Hunt, 1997 puda Cina

S. cubanum Mracek, Hernandez and Boemare, 1994 | ptida Kuba

S.feltiae=bibionis | (Filipjev, 1934) Wouts, Mracek, Gerdin | Bibionidae | Dansko
syn. and Bedding, 1982

N. feltiae Filipjev, 1934 Heliothis Australie

N. bibionis Bovien, 1937 armigera

S. bibionis (Bovien, 1937) Wouts, Mracéek, Gerdin

and Bedding, 1982

S. glaseri (Steiner, 1929) Wouts, Mracek, Gerdin | Popillia New Jersey,
syn. and Bedding, 1982 japonica USA

N. glaseri Steiner, 1929

S. intermedium (Poinar, 1985) Mamiya, 1988 puda Severni
syn. Karolina, USA

N. intermedia Poinar, 1985

S. karii Waturu, Hunt and Reid 1997 puda Kena

S. kushidai Mamiya, 1988 Anomala Japonsko

cuprea
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S. kraussei (Steiner, 1923) Travassos ,1927 Cephaleia | Némecko
syn. abietis

Aplectana Steiner, 1923

kraussei

S. longicaudum Shen and Wang, 1991 puda Cina

S. monticolum Stock, Choo and Kaya, 1997 puda Korea

S. neocurtillae Nguyen and Smart, 1992 Neocurtilla | Florida, USA
syn. hexadactilla

S. neocurtillis Nguyen and Smart, 1992

S. oregonense Liu and Berry, 1996 puda Oregon, USA
syn.

S. oregonensis Liu and Berry, 1996

S. puertoricense | Roman and Figueroa, 1994 puda Puerto Rico
syn.

S. puertoricensis | Roman and Figueroa, 1994

S. rarum (Soucet, 1986) Mamiya, 1988 puda Argentina
syn.

S. rara Soucet, 1986

S. riobravis Cabanillas, Poinar nad Raulston, 1994 Helicoverpa | Texas, USA

zea

S. ritteri Doucet and Doucet, 1990 pada Argentina

S. scapterisci Nguyen and Smart, 1990 Scapteriscus | Uruguay
syn. vicinus

N. carpocapsae Nguyen and Smart, 1988

S. siamkayai Stock, Somsook and Reid, 1998 puda Thajsko

S. tami Luc, Nguyen, Reid and Spiridonov, 2000 | ptda Vietnam

Tabulka 2: Charakteristika komercéné dostupnych druhi hlistic (Lacey and Kaya,

2000)

Druh Délka 1J (rozpéti) v pm  Barva mrtvého téla hostitele
S. carpocapsae 558(468-650) bézova

S. riobrave 622(561-701) bézova

S. feltiae 849(736-950) zlutohnéda az hnéda

S. glaseri 1130(864-1448) tmavé Seda az hnéda

S. bacteriophora

S. megidis

588(512-670)

768(736-800) oranzohnéda

docdervena az tmave fialova
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Tabulka 3:

Asociace

vybranych druhii hlistovek

rodu Steinernema

Heterorhabditis se symbiotickymi bakteriemi (Boemare, 2002)

Steinernema a Xenorhabdus

Steinernema kraussei

w nu U unu unu unu unu unu unu unu umu umu U unu unu unu m

. abbasi

. arenarium

. affine

. bicornutum

. carpocapsae
. cubanum

. feltiae

. glaseri

. intermedium
. kushidai

. longicaudum
. monticulum
. puertoricense
. rarum

. riobrave

. scapterisci

. serratum

Xenorhabdus bovienii
Xenorhabdus sp.
Xenorhabdus sp.
Xenorhabdus bovienii
Xenorhabdus sp.
Xenorhabdus nematophila
Xenorhabdus poinarii
Xenorhabdus bovienii
Xenorhabdus poinarii
Xenorhabdus bovienii
Xenorhabdus japonica
Xenorhabdus beddingii
Xenorhabdus sp.
Xenorhabdus sp.
Xenorhabdus sp.
Xenorhabdus sp.
Xenorhabdus sp.

Xenorhabdus sp.

Heterorhabditis a Photorhabdus

Heterorhabditis bacteriophora subgroup Brecon

Heterorhabditis bacteriophora subgroup HP88

H.

H
H
H
H

indica

. zealandica
. bacteriophora subgroup NC
. megidis Nearctic group

. megidis Palaearctic group

Photorhabdus luminiscens luminiscens
Photorhabdus luminiscens laumondii
Photorhabdus luminiscens akhurstii
Photorhabdus temperata
Photorhabdus temperata
Photorhabdus temperata

Photorhabdus temperata temperata
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