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1. UVOD

LykoZrout smrkovy Ips typographus (Linné) je girozenym c¢lenem
entomocenosy borealnich smrkovychileg téchto lesich ma lykoZrout nezastupitelnou
biologickou funkci, umo#uje totiz genergni obnenu lesa (obrna borealniho
smrkoveého lesa se opakuje v pravidelnych geméca cyklech po 300-400 letech) tim,
Ze v utité fazi vyvoje rozvrati toto lesni spoenstvi. K tomu vyuZziva strategii neustalé
migrace.

Lykozrout je sekundarnim druhem, ktery printhmapada stromy poSkozené,
vyvracenécdi oslabené dlouhotrvajicim suchem. Pokacené neodkérdivi nabizi
taktéZ vhodné podminky pro vyvoj lykozrout&izaive klimatické podminky a dostatek
vhodného materialu k jeho vyvoji mohou vést k vy&mu naistu pd@etnosti
a zpisobit tak zna&né poSkozeni lesnich pordstK tomu vyrazg prispiva také
existence bivoltinniho a trivoltinniho vyvojovehgktu a jedné az gkolika sesterskych
generaci lykozrouta. Nenalézaji-li brouci nové gaoe oslabené stromy vhodné pro
svij vyvoj, hapadaji pak stromy zdravé a stavaji se@mim Skdcem.

Cilem ochrany lesa proti lykoZroutu smrkovému jeZedi jeho populaci v
takovém stavu, kdy jim gsobené Skody népsahuji hospodsky Unosnou miru —
populace je udrZzovana v tzv. zakladnim stavu. Kzewlr tohoto stavu je nezbytné
trvalé, Wasné a tisledné provéthi preventivnich opé&bni, kterymi bude br&mo
naristu populaci lykozrouta, tim i jimipobenych posSkozeni lesnich potioat pripads
lykoZrouta smrkoveho jsou v lesnické praxi uzivéata preventivni op&tni: \asné a
dusledné odstigovani Kirovcem napadenych strégma divi, odstragni vesSkerého
materialu vhodného k jeho vyvoji a saiestni jeho néletu v dab rojeni do
piipravenych odchytovych Faeni (feromonové laga, otravené lapaky a lapaky).
V pripadech, kdy ztznych gicin dochazi nebo jiz doslo k rigtu vyskytu lykozrouta
a Skod jim jpsobenych, je nutné okam&iprovést vhodna opani, ktera povedou
k opétovnému dosazeni inosného stavu.

Jednou z moznosti jak eliminovaétnost populaci lykoZrouta je vyuZiti jeho
piirozenych nefatel. Nagiklad entomopatogenni houby maji nemaly vliv na taost
jednotlivych vyvojovych stadii lykoZrouta, z nictreplevSim houby rodu Beauveria,
zejména pak drulBeauveria bassianavyuziti endemickych kmentohoto patogena,
vhodnych aplikanich metod a formulaci biopreparav neposlednfads také vhodné



natasovani termiin aplikace, by se v budoucnu mohlo stat jednou nagmych metod
ochrany lesa proti Skodlivémuigobeni lykoZrouta smrkového.



2. LITERARNI P REHLED

2.1. LykoZrout smrkovy (I pstypographus/L./)

Lykozrouta smrkového fadime mezi zastupceceledi nosatcovitych
(Curculionidae) viadu brouci (Coleoptera). Dodpc ma valcovité do 4,2-5,5 mm
dlouhé, lesklé, hrdocerne, na zadnéasti krovek ozubenétyimi hrbolky. Celé dlo

imaga je pokryto poginé dlouhym, s¥étle Zlutym ochlupenim.

2.1.1. Vyvoj

Sameek lykozrouta, lakan primarnimi atraktanty, ktenduéuji fyziologicky
oslabené stromy, na tyto stromy nalétava a po aavhioda snubni kofinku (2-4 dny).
Poté pilétaji saméky, lakany uvohujicimi se agregmimi feromony z trusu sardlei
a painaji hlodat matnou chodbu. Na jednoho satha pipadaji obvykle 2-3
samiky. Saméka lykozrouta smrkového kladestem svého Zivota 20-100 w&gk
(v praméru 60) do jednotlivych vrub po obou stranach métee chodby. Nkdy
samiky prerusi kladeni a po prélni kratkého Uzivného Ziru pimaji hlodat novou
mate&nou chodbu a zakladaji tzv. sesterské pokolendi8tavajitka trva 6-18 da.
Po této dob se lihnou larvy, které hlodaji v lyku kolmo na efakou chodbu.
Pii optimalni teplot 29°C trva vyvoj larev 7 diy pii 14°C pak 50 dt. Dosglé larvy se
kukli v komiarce na konci larvovych chodeb, délka vyvoje kuktyat 6-17 di.
Zposatku bila imaga se postupmybarvuji fes Zlutou az k hiulé baré. Cerstws vylihli
brouci nejsou schopni okamzitého rozmnozovani, rpusilat tzv. zralostni zir (2-3
tydny), kthem rehoz zbarveni imag tmavne.

Typicky pozerek se tak sklada ze snubni &rky; 2 maténych chodeb, z nichz
vybihaji chodby larvoveé; larvové chodby se postupnzSiuji a jsou ukoteny
kolébkou, kde se vyviji kukla. Na tyto chodby mohmavazovat nepravidelné chodby
znalostniho zirgerstw vylihlych brouki. Vyvoj 1 generace ve vegétdam obdobi trva
pii 29°C 6 tydri, pii 14°C pak tydd 10. LykoZrout nize dosahnout za optimalnich
podminek az 3 generaci ve vegeian obdobi, v zasa&dvSak 3. generace jiZ nebyva
realizovana.

LykoZrout gezimuje nejastji v mist, kde prodlal vyvoj, a to ve vSech
vyvojovych stédii, kror stadia vajka. Mizeme ho ale také nalézt v hrabance pod



stromy. Red jarnim rojenim opoudt zimujici brouci své Ukryty a vyhledavaji vhodné
prostedi k dokogeni zralostniho Ziru. Pokud jsou jiz pohlawozrali, vyhledavaji
vhodné prosedi k zaloZeni nové generace. Jarni rojeni mivéadoy charakter. Letni
nalet (druha generace) byva rozptyleny a jiz &eywazny, je zavisly na ukéeni
vyvinu jarniho pokoleni. Brouci se &aaji rojit, jakmile teplota vzduchu dosahne 20°C
a lyko napadenych stranje protfato na 27-30°C (Zumr 1985).

2.1.2. Letova aktivita

Letova aktivita lykoZrouta @¥e probihat v rozmezi mezi 9-21hodijcpmz
maxima dosahuje v polednich hodinactaaré po poledni. Z pedeSIého je pakigimé,
Ze letova aktivita zavisi na teptotzduchu, kdy minimalni hodnoty pro let jsou 16,5°C
a optimum se pohybuje v rozmezi 22-26°C (FunkegrBkRaigen 1994). Optimalni
télesna teplota dogfca pro let by se ®la pohybovat kolem 23°C (Zumr 1985).

2.1.3. Hostitelska specializace

LykozZrout smrkovy se vyviji na mnoha druzich jehéitych devin. Ve stedni
Evrops Zije prevazré na smrku ztepilémRjca abie3, na severu Evropy byl pozorovan
¢asto i na borovici lesr{Pinus silvestris Prvni nalet lykoZrouta smrkového &mje na
starsi, silgjsi ¢ast kmene, kde suchétve koruny pechazeji v zelené. Odtud obsazuje
kmen sndrem dofi, nahoru pak v mensi mei (@revazré u vyvracenych a porazenych
stromi). F¥i naletu letni generace na stojici smrky byva néleezen pouze na horni
¢ast koruny, zatimco spodiast kmene stava neporusena. Optimalni vyvoj nabizi
lykoZroutu smrkovému stromy ve &t&0-100 let, které maji dostéteu tlousku lyka
a hladkou kru. LykoZrout si vybira hlavhsmrky na okraji nahle otéenych porostnich
stn, porosty s poruSsenym zapojem, hlavedy stromy, u nichz oslabeni fyziologickée
¢innosti bylo zavigno cinnosti ¢loveka, pisobenim klimatickych¢éinitela nebo
cizopasnymi houbami Napada hlgvstejnoeké a stejnorodé smrkové porosty (Zumr
1985).

AvSak stromy napadené vaclavkou obecndum(fllaria meltg) a kaenovnikem
vrstevnatym Kleterobasidion annosum nevyhovuji k nalétnuti a rozvoji velkych
druhi, k nimZ setfadi i lykoZrout smrkovy (vaclavkou je napadeno vieZ 30 %
smrkovych porosf). Houbami zasazeny kenovy systém stojicich str@mprispiva
k poruSeni transportu vody a vyvolava fyziologidtyes, ktery se projevuje ve &n¢

kvality i kvantity kiry a lyka, chemickém sloZeni volatilnich latek \kdy Tim se



vys\étluje snizena atraktivitaé¢hto stroni pro lykozrouta smrkového (Kula, Zabecki
1999)

Lykozrout smrkovy se dnes prakticky vyskytuje odsmpa pahorkatin do hor,
bez ohledu na nadrtekou vySku a lesni typ vSude tam, kde roste snerkajimavé, Ze
lykoZrout se nefemnoZuje ve zrimé mife v €ch skupinach lesnich typ které jsou
tvofeny lesnim porostem, malo poaminym c¢lovékem. Ochrané&kou kontrolu
lykoZrouta smrkového jerdba sousedit do lesnich vegataich stupii buku a jedle;

smrku a buku, v nichz ma lykoZzrout grédamoznosti (Zumr 1985).

2.1.4. Friznaky poSkozeni lykoZroutem na smrku a jeho fi¢iny

Pti jarnim naletu se Zaou projevovat zevni znamky odumirani smrku po 2-3
tydnech od néletu. Jebiizatina ztracet vyraznou zelenou barvu, Sedivi a pakley
z¢ervena.Cervenani z&ina 3-5 tydii od zavrtu brouka. Nélet letni generace na stojici
smrky se omezujeipdevsim na korunovy Usek smrlsmrikim zaina jehlti ¢cervenat
az na j&e nasledujiciho roku. LykoZrout smrkovii pakladani matych chodeb aip
Ziru larev poskozuje rostlinna pletiva, cozigpbuje odumirani stromu (Zumr 1985).
S lykoZroutem jsou asociované&které druhy patogennich hub jakdphiostoma
a Ceratocystis Stromy napadené timto patogenem odumiraji ryichleg @i napadeni
samotnym lykoZroutem. Houby svym myceliem ucpavagilinna pletiva a zZisobuji

jejich vysychani (Paine et al. 1997).

2.1.5. Firozeni nepratelé lykoZrouta smrkového

Infekce entomopoxvirem byla prvni virovA nakazaStgia na lykoZroutu
smrkovém. (Weiser, Wegensteiner 1994). Infekcelgevaje u dosglci, kterym nti
strevni epitel. Mezi dalSi ijrozené nefatele pat bakterie. Bakterialni infekce
se uplatiuji zejména § vrcholu gradace ovce, kdy dochazi k oslabeni lykozrout
nedostatkem potravy a vnitrodruhovym stresetin.vigsokych populénich hustotach
brouka se infekce snadndgiSzpisobuje zlom a pokles petnosti Kirovce do BzZného
stavu. Fuchs (1915) zaznamenal a poprveé popsal@reéni zpisobené zastupciizSe
Protozoa(Telosporidium typographa Gregarina typographi

V hrabance jsou fezimujici brouci napadani cizopasnymi hlisticemi
Diplogaster butscheliParasitophelenchus typographiylenchus contortu typographi
T. disparvar. typographj T. majora T. macrogasterHlistice brouky nezahubi, pouze
je oslabuji (Zumr 1985).



S lykoZroutem smrkovym je asociovangkalik druhi entomopatogennich hub,
které jsou schopné usmrtit vS8echna jeho vyvojoadiat Mezi tyto druhy pé#t nag.
Beauveria bassiana, Isaria farinosa, Isaria fumaxsma, Lecanicillium lecanijLanda
et al. 2001) 8eauveria caledonicéKirschner 2001). Vyskyt entomopatogennich hub
v populacich krovce je zcela &ny, za ukitych okolnosti mohou &které kmeny
spontang indukovat epizootii v rozsahu blizkém lokalni litaci populace tohoto
Skidce (Landa et al. 2007).

NejdalezitejSim a nejhojgjSim predatorem jsou mouchy rodu Medetetzledi
Dolichopodidae DalSimi dilezitymi predatory jsou brouci pestrokr@vék mraveri
(Thanasimus formicariysa pestrokrovénik mensi Thanasimus femoralisz ¢eledi
pestrokroveénika (Cleridae) (Hulcr 2001). Ve vSechipadech jde o hmyz s podkornimi
larvami. Tyto larvy zfisobuji znanou mortalitu larev &rovci v napadenych stromech.
V nékterych gipadech zkonzumuji az 90 % larev lykoZrouta. Z¢l&&tvy much rodu
Medeteranékdy svou hustotouipvysi hustotu larev skice. Pestrokrowmici se navic
Zivi lykozrouty i v dosplosti, lovi dosglé lykozZrouty, ktéi prilétaji na napadené
stromy. Skutén¢ i¢inn¢ vSak potl&uji hmyzi predath lykozrouta jen v pipact jeho
latentniho vyskytu. V iipack gradace se jejich reprodirk rychlost opo#uje
za reprodukci lykozrouta, a nastup gradace tak kémbu ovlivnit. Je tak&éba znovu
zdaraznit, Ze vySe uvedené se tyka predatoprirozeném lese. Z dosud malo znamych
duavoda se jim ned# v kulturnich smt¢inach (Hulcr 2004).

2.2. Entomopatogenni houby jako biopesticidy v oclamé rostlin

Entomopatogenni houby jsou jiz dlouhou dobu zndako jpivodci infekci
u hmyzu, zfisobujiciho Skody na kulturnich plodinach. Jsou patnalre nejvice
vSestranné agens v biologické ochigelikoZz maji Siroké hostitelské spektrum, svého
hostitele mohou infikovat vizném vyvojovém stadiu a mohou vyvolavairedni
epizootie. Zajimavym rysem entomopatogennich hulscj@opnost iniciovat infekci
kontaktem, aktivni penetraci kutikuly a nemusi p§ifimany jako potrava, zatimco
vétSina ostatnich entomopatogenjako jsou bakterie, protozoa a viry musi byt
bezpodminéné¢ pozeny, aby byly schopny vyvolat infekci. Entomopatagie houby
predstavuji heterogenni skupinu 750 drubastoupenych ve 100 rodech, jeZz byly



zaznamenany naiznych druzich hmyzu, z nichz mnoh#&gstavuji velky potencial
v ochrar rostlin (Ambethgar 2002).

Pouziti entomopatogennich hub v masové inokuldwm jaiopesticid zapa&alo
roku 1888 Krassilstchikem. V té débbpanoval takovy optimismus s vyuzitim
entomopatogennich hub, Ze Krassilstchik s jistqimdpovidal, ,myslenky, regulovat
populace hmyzu ushe vyvolanymi epidemiemi vyjdéné @enci @iblizné pred 20 lety,
staly se prakticky proveditelnymi a v budoucnu diermey k dokonalosti, Siroce
vyuzitelnymi se stanou“. Nane&sti vyvo] byl mnohem pomalejSi, nez bylo
piedpovzeno. Objeveni dinnych chemickych latek v letech 1930-1940 snizi#éjem
pouzivani biopesticid AZ po prokazani zdravotnich rizik a negativnichpaih
na zivotni prosedi spojenych s aplikaci syntetickych pesticid 60. letech 20.stol,
se obnovil zajem o biopesticidy (Glare 2004).

Prvnim registrovanym mykoinsekticidem byHirsutslla thompsoniifirmy
Abbott Labs produkované pod obchodnim ndzvem Mycek®@hompsonibyla zndma
jiz ve 20. letech 20.stol, jako patogenugpbujici epizootie v populacich sviluSek.
Tento produkt byl zaregistrovan v U. S. roku 198alSimi biopesticidy na bazi houby
Lecanicillium lecanibyly produkty firmy Tate & Lyle registrované ve Né Britanii.
Vertalec® pouzivany v ochramproti mSicim a Mycotal® cileny pro kontrolu moke
sklenicich. Siroce uzivanym biopesticidem je takébaBeauveria bassiana<men
Bb-147, registrovan v Evréppod obchodnim nazvem Ostrinil®, se uziva v ocliran
kukutice pred zavijgem kukdicnym (Ostrinia nubilali§. Naproti tomu kmen GHA,
registrovany v U. S., je pouZivan ve sklenicicichraré proti molicim, tasrénkam a
msicim (Mycotrol®). V 80. letech 20. stol. firma Y& Corporation registrovala
piipravek Bio 1020 fwvodnre proti lalokonosci ryhovanémuOfiorhynchus sulcatys
pozcEji byl tento gipravek testovan na mnoha jinychadkich. V neposledniact je
dulezité neopomenoutifpravky na bazi entomopatogenni houbgria fumosorosea,
nag. PREFERAL v ochraf proti molicim, tasrgnkam, mSicim a sviluskam (Glare
2004). Tento biopreparate v sowasnosti jedinym biopreparatem na bazi

entomopatogennich hub registrovanym v E&éte uvedeni na Annex |.



2.3. Beauveria bassiana (Balsamo. -Criv.) Vuillemin

Beauveria bassiange kosmopolite rozsfeny druh f@dni entomopatogenni
houby, u #hoZ byla jako u jednoho z prvnich dfubntomopatogennich hub popsana
a objassna nakaza tzv. ,white muscardine“, coz byla infekdera devastovala v 18.
a 19. stoleti italské a francouzské chovy bourcerusmvého Bombyx moli
Toto zjiS€ni iniciovalo pa@atky zajmi, zabyvajicich se otazkami hmyzi patologie.
Na jejich prahu stél italskyédec Agostino Bassi (1773-1856), ktery se zapaabyvat
touto ndkazou roku 1807, a jeho studie péavaly nésledujicich 30 let. Choroba
(v Italii oznatovana také jakonal del sengo, calcinaccié callcineto; ve Francii jako
muscarding byla charakteristicka rychlym usmrcenim hostiteh®musenky Bombyx
mori), ktery byl v kratké doly za podminek vysoké vzdusné vihkosti, pokryt bilym
praskovitym povlakem. Stejnymiapodcem onemocmi se zabyval také Giuseppe
Gabriel Balsamo-Crivelli, profesoritipodni historie na universit v Milané. Toto
onemockni popsal v roce 1935 a pojmenoval natgsd Agostina Bassiho, jeho
objevitele Botrytis bassiana(Dirlbekova 1991). Na p@tku 20. stol. se studiem
patogena zabyval Beauverie, roku 1912 Vuilleminideval systematické ¥azeni
a vytvdil novy rod, ktery pojmenoval na pest BeauverihoBeauveria(Zimmermann
2007; Dirlbekova 1991).

Beauveria bassiana(Hypocreales, Clavicipitaceae)e Siroce polyfagnim
druhem, ktery byl izolovan z vice nez 700 druhmyzu, pedevsSim ze zastupc
Coleoptera, Lepidoptera, Hemiptera a Orthopterae{tébet al. 1990). Infikuje vSechna
vyvojova stadia ¥etrg dosglcia hmyzu. V rdmci druhu se vyskytuje mnohi@mych
kmeni, které projevuji zrnénou variabilitu v patogenit virulenci a hostitelském
spektru. | pes tento fakt Siroké polyfagnosti patogena, jsouzpov malém ritku
pozorovany epizootie v populacictirpzerg se vyskytujiciho hmyzu (Feng et al. 1994).
To by mohlo byt vys#tleno skuténosti, ZeB. bassiange primar organismem jdni
mykofléry, kde je schopnar@Zivat v podob mycelia uvnit téla uhynulého hostitele,
nebo prosednictvim konidii (Gillespie, Moorhouse 1988). Kdiei si mohou
uchovavat v pdé Zivotnost az 2 roky. Benz (1987) zaznamenal, z@die udrzovane
v zatemgni a optimalnich vihkostnich podminkach §C, si po roce uchovéavali 99%
Zivotnost, po 2 letech pak 90% ZivotnostudRi prostedi je pro zachovani
Zivotaschopnosti konidii vicerignivé nez nap listova plocha. Pokusy, které provéd
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Gardner, Sutton a Noblet (1977), ukazaly, Ze kenidplikované na listy soji
vykazovaly po 5-10 dnech od aplikace pouze 50% tdost oproti zivotnosti ifp
aplikaci. Hlavnim determinantem této rozdilnostiivotaschopnosti konidii je vliv UV
z&eni. Proto také persistence konidii aplikovanycbtipgkidcim, vyskytujicich se
v kulturach sklenikovych plodin (kde sklo slouzkgaefektivni UV filtr), je vySSi nez
v polnich podminkach (Gillespie, Moorhouse 1988).

| kdyZ je B. bassianaznama pedevSim jako fdni entomopatogenni houba,
studie prova&éhé na rostlinach kukice (Lewis, Bing 1992), na rostlinach bramboru
(Johnes 1994) a na rostlinach¢edg (Leckie 2002) prokazaly, Zeuhe dochazet
k endofytnim symbiotickym vztdimn s hostitelskou plodinou. Tohoto jevu je vyuzivano
v biologické ochra#t kukurice proti zavijei kukuficnému Qstrinia nubilalig.
Na povrchu listu dochazi ke &éini, gicemz prodluzujici se kiek menici se v hyfu,
pronikd ges epidermis listu kukice. Takovato infekce se neprojevuje Zadnymi
symptomy (Wagner, Lewis 2000). Timtotgobem niZze byt pak snadno infikovan
i Skodlivy ¢initel (larvy zavij&e kukui¢ného), vyskytujici se uvriplodiny.

Beauveria bassianae vyznauje bilymi, pozdji nazloutlymi nebo flezitostré
natervenalymi koloniemi. Na obracené sttge bezbarvé, nazloutlé nebo tzowlé
barvy. Bazalnicast konidiogennich béh je kulovitého az higovitého tvaru s 2Qum
dlouhou apikalniasti (rachis)gasto zubovit (zig-zag) formovanou. Vzdusné konidie
jsou hyalini, kulovité az elipsoidni, zpravidla 23x2-2.5um velké, tvdici shluky
vypadajici jako bavkné mgky (Zimmermann 2007).

Entomopatogenni houbB. bassianama vysoky potencial byt vyuzita jako
biopesticid. Eilenberg et al. (2001) popisujtyii zakladni strategie: (1klasicka
biologickd ochrang UmysIna introdukce cizokrajného kmenu pro dloudimml
nefizenou ochranu; (2)inokulativni biologickd ochrana, UmysIné vneseni
endemického kmenu, pro dlouhodobodinenou ochranu endemickych déuskadca;

(3) inundativni biologickd ochrana, uziti entomopatogenni houby k eliminactigke,
kdy je ochranou dosahnutorehryti Skidce velkym mnoZstvim bioagens; (4)
konzervativni biologicka ochrana zménami v Zivotnim progedi navysSit moznost

piirozené nakazy.

2.3.1. Vyvojovy cyklus entomopatogenni houbBeauveria bassiana
Stejre tak jako v pipact ostatnich entomopatogennich hub, tak i houby & rod

Beauverianapadaji svého hostitele obégores kutikulu (Zimmermann 2007), i kdyz
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byly zaznamenany také infekce alimentarnim traktesq. u nékterych mraveni rodu
Solenopsis(Broome et al. 1976). Inféki cyklus se skldda z nésledujicich fazi:
(1) prichyceni spor na kutikulu hostitel; (2) &kini spor; (3) penetrace kutikuly;
(4) prekonani imunitnich obranych reakci hostitele; (@)iferace uvnit téla hostitele
(paraziticka faze vyvojového cyklu); (6) exteragtr a konidiogeneze (saprofyticka faze
vyvojového cyklu) (Zimmermann 2007).

Uchyceni, adheze konidii ke kutikule hostitele mastedkovavano silnymi
vazebnymi silami a tento proces je procesem pasivrioto prvotni spojeni je
vytvareno nespecifickymi adheznimi silami mezi hydrofebnpovrchem konidii
a epikutikulou hmyzu nebo préstnictvim elektrostatickych sil. Bylo také prokaaan
Ze latky jako hemaglutiny, glykoproteinyi N-acetylglucosamin, jenz byly zjiSty
v povrchové vrsty konidi a kutikule hostitele, se podileji na adheaidii k povrchu
téla hostitele (Boucias et al. 1988).

Je-li konidie uchycena k povrchéla vnimavého hostitele, e dojit ke kigeni.
Nekteré studiefikaji (Smith, Grula 1981), Ze konidi®. bassiangpotebuji ke svéemu
kliceni zdroje uhliku a dusiku, naproti tomu jiné studkazuji, Ze k&ieni neni zavislé
na @ijmu Zivin z externich zdr@j jelikoZz konidie samotna ma dost&aié zdroje
z&sobnich latek (Boucias et al. 1988). Vyznamnoli pi&i kliceni zaujimaji
environmentalni faktory jako teplota a vlhkost, dkké rkteré latky pitomné
v kutikule - kutikularni lipidy, kratkérettzce mastnych kyselin, aldehydy, voskové
estery, ketony a alkoholy, které mohou mit inérbilcinky.

(Zimmermann 2007). Optimalni teplota procklfi se v zavislosti kiznym kmerim
pohybuje v rozmezi 23-28°C (Miller-Kégler 1965)tiojalni vihkost pak v rozmezi
92-100% (Hallsworth, Magan 1999). Jsou-li vSechagiminky giznive, z&ina kliceni
asi po 10 hodinach odiputi konidie k povrchu hostitele a zhruba po R@ddinach
je dokorteno (Zimmermann 2007).

K penetraci kutikuly dochézitevazre v mistech spojeni¢inich segmerit,
obeck pak v mistech s menSi sklerotizaci kutikuly. KmeBy bassianamohou
penetrovat kutikulu fmo, rekteré kmeny vSak vyt¥é apresoria. Zarove studie
ukazaly, Ze tzné kmenyB. bassiangprodukuji odliSné kutikulu-degradujici enzymy,
které maji souvislost s rozdilnou patogenitdznych kmeid. (Boucias, Pendland
1998). Penetrace kutikuly je tak procesemémph se uplatuji mechanické prvky
(tlak - penetrujici hyfa) a zarokgrvky biochemické (kutikulu degradujici enzymy —
lipazy, protézy, chitinazy). Studie, kterou prostd8mith a Grula (1981) ukazala, Ze pro
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degradaci chitinu chitinazami, je zapedii nejprve protedzové aktivity. Toto pak
naznduje, Ze chitin je chram proteinovym obalem (Boucias, Pendland 1998).

Na paatku kolonizace hostitele¢bem penetrace a invaze do hemocelu, musi
patogen pekonat imunitni reakce hmyzu. Interakce mezi patege a imunitnim
systémem hostitele je slozitym procesem, odehi@wajse na molekularni a btimé
arovni (Vilcinskas, GOtz 1999). #em infekniho procesu produkuje patogen
proteolytické enzymy a toxiny, zatimco imunitni ogpd’ hostitele se rive skladat
z komplexu humoralnich a b&fmych mechanisfh Tyto mechanismy se skladaji
z produkce antifungalnich latek, inhibitorprotedz a obranych protéin které
odbouravaji toxiny vde hostitele (Zimmermann 200B. bassianajak se ukazuje, m&
mnohostranny potencial obchazet a pmtleat bucné obranné mechanismy hostitele
(Hung, Boucias 1992).

Po UspSné penetraci a fmiku do hemocelu hostitele produkuje patogen
pucenim tenkosinnd €liska podobna kvasinkdm a blastospory - endokor{iciékost
obvykle 2x7um), ktera jsou patrna jiz 48 hodin adgtku infekce (Boucias, Pendland
1998). Tato dliska jsou pak pasivndistribuovana hemolymfou pcelé hostitele
do ostatnichdnich orgar. V této fazi infekniho cyklu vyuziva patogen ke svému
rastu Ziviny obsaZzené v hemolyénhostitele a zarowe produkuje mnoZstvi toxin
zahrnujicich beauvericin, bassianolide, bassiatridbosporein, beauveriolides,
beauverolides a oxokyseliny (Zimmermann 2007). Hacka faze infekniho cyklu
je zakorena smrti hostitele, kter4 nastadva kombinag&blika faktori. Smrt hostitele
byvd zmisobena produkci toxin patogenem, werpanim energetickych rezerv
(fyziologické vyhlado¥ni) a invazi dodnich orgari hostitele a jejich destrukce.

Uhynutim hostitele zana saprofyticka faze infékiho cyklu. Patogen vytva
uvnitt uhynulého hostitele mycelialni masu, dochazi kvwaké mumifikaci hostitele.
Za optimalnich podminek dochézi ke sporulaci nargy €la mumifikovaného
hostitele. Mycelium prdista vie a dochézi ke konidiogenezi. Pokud vSak nejsou
podminky vhodné ke sporulaci, obzviagtak nizka relativni vzdusna vihkostibe
patogen setrvavat v perzistentni fazi uknihynulého hostitele, v podé®bmycelia
(Boucias, Pendland 1998). Patogetivemvstupovat do antagonistickych vatahjinymi
organismy, které také osidlugild uhynulého hostitele, prasdnictvim toxickych latek,
které produkuje. Ndjklad beauvericin ma baktericidnéiaky, oosporein je pak latkou
s antiviralni aktivitou, u &oz byly zaznamenany také antibakterialdinkly proti

gram-positivnim bakteriim, v mensi imipak @inky proti bakteriim gram-negativnim
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(Vey et al. 2001). Vyvojovy cyklus patogena, pokud je realizovAda vhodnych
podminek, mMze byt dokotien za 2-7di (Goettel, Jaronsky 1997).

Gottwald a Tedders (1982) prokazali, Ze klesa-tirmia RH v rozmezi 100-
50%, jsou konidie uvd@bvany do prosedi v zanedbatelném mnozZstvi, naproti tomu
klesne-li hodnota RH pod 50%, je uitoVani konidii z konidiofat stimulovano. Seni
konidii v prostedi a mechanismy, které z&ji§i prvotni kontakt spory s hostitelem,
jsou nadhodné povahy a ztsi ¢asti byvaji zprosedkovany abiotickymi faktory
prostedi (Landa 1994). N&gstji to byva wtrnymi proudy a vodou. Nezanedbatelny
zpisob rozSiovani spor patogena je také tzv. autodiseminace,j&dpatogen #én
v populaci hostitele kontaktem mezi jedinci zdravyanjedinci nesoucimi nakazu
(McCoy et al. 1988). Tohoto jevu bylo vyuzito k wjv ziizeni pro introdukci
B.bassianado populacilps typographus(Vaupel, Zimmermann 1996) a také do

populaciCarpophilus lugubrigVega et al. 1995).

2.3.2. Vliv patogena na necilové organismy

Vliv biopreparat na bazi entomopatogenni houBy bassianaa bioprepardit
obecr, v sol# nese nejen aspektignosti Wi¢i organisnim, proti nimz je cile&
aplikovan, ale také hledisko, jakym tgmbem dinkuje na necilové organismy.
B. bassiange pirozere se vyskytujicim druhem jak vignim prostedi, tak prosedi
vzdusném. Toto dlouhodobé evéhi souziti s jinymi organismy vedlo ke vzniku
mnoha forem interakci (Zimmermann 2007). Z hlediskezpénosti uZiti
mikroorganisnd v biologické ochra®y se jako potencionalni problém jevi:
(1) konkurewni vytlateni necilovych organisim (2) alergenita; (3) toxigenitaavi
necilovym organistim; (4) patogenita na necilové organismy a (5) §itneilového
hostitele (Gottel et al. 2001). Je vSak velmi negépodobné, Ze by u#é zvySeni
hustoty indigenniho kmenu entomopatogenni houbylovéd trvalym ekologickym
Skodam (Gottel 1995).

Nemeli bychom vSak také zapominat na fakt existenceiofggického
a ekologického vymezeni hostitele. Fyziologické eyeni hostitele udava rozsah
druni hmyzu, které mohou byt infikovany v laboratornipodminkach, zatimco
ekologické vymezeni hostitele, udava potencialrékspm hostitel v piirodé nebo
v okolnich podminkach (Hajek, Butler 2000). kep velkou Skalu hostitel
entomopatogenni houl®. bassiange hostitelské spektrum kmenovym rysem (Gottel
1995).
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Broza et al. (2001) prokazal, Zze chvostoskaitsomia candideneni nachylny
k nfekci B. bassianaF¥i potravnim gijmu patogena, nedochézelo k usmrceni jadinc
ani k jinym Skodlivym dinkam. K podobnym z&wram doSel Visser et al. (1987), ktery
zjistil vysokou ¢etnost vyskytu patogenB. bassianana chvostoskokiOnychiurus
subtenuisaniz byl zaznamenan uhyn vlivem tohoto patogégto poznatky poukazuji
na neexistenci Skodlivych¢inki u vySe popsanych drih které naopak mohou
sehravat dlezitou roli @i Siteni patogen®. bassianas padnim prostedi.

V polnich pokusech, které prowdd Parker et al. (1997), dinku
emulgovatelného koncentratB. bassiana na necilové lesnic¢lenovce, bylo
nashromazého (odchyceno do zemnich pasti) 3615 bezobratlyzhtahoto mnozstvi
se po aplikaci Ppravku B. bassiangrojevila infekce jen u 2,8% jedidicB. bassiana
v sol& nese velky potencial k vyuziti v lesnim hospethd k regulacietnosti Skdcai,
aniz by ngla néjak vyznamny negativni dopad nadmi mikrofloru.

| pies obecnou platnost, B bassiananema toxické ani infeki &inky vagdi
obratlovaim, byla u wrkterych druli pozorovana infekce timto patogenem. Testy,
zkoumajici dinky B. bassianana bazantu obecnénPl{asianus colchicys vSak
neprokazaly Zadné histopatologické éoy u obou pohlavi mezi 17 — 25 dnem ani
rozdil ve hmotnosti, ve srovnani s kontrolni skopin(Johnson et al. 2002).
K obdobnym zagram dosSel také (Donovan-Peluso et al. 1986)tgstech se skokanem
levhartim Rana pipiens.

Navzdory Sirokému hostitelskému spektru entomopatnghoubyB. bassiana
j muze byt vyuZito s minimalnim dopadem na necilovéanigmy, zvlast pak

vezmeme-li v potaz vy izolatu acasoprostorové faktory (Vestergaard 2003).

2.4. Beauveria bassiana v ochranlesa proti lykozroutu smrkovému

VyuZzivani biopreparét na baziB. bassianaproti |. typographusje rozsteno
zejména v Nmecku, Svycarsku a Rakousku, na experimentalniniijevtato houba
zkouSena i v dalSich zemich (mapJSA, Australie, Finsko, Polsko). Nestji je
B. bassianaaplikovana formou vodnich suspenzi spor na powabadenych stroin
nebo stromovych lapak Vysledky laboratornich studii a provoznich apdikdokazuiji,
Ze v porovnani s &sSinou ostatnich drdh entomopatogennich hub vykazuje
B. bassiango aplikaci na dosiice I. typographusejen nejvyssi virulenci, ale i zjevn
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nejwtsi adaptaci na tohoto hostitele ve smyslu autadisace. Fikladem praktického
vyuzivani tohoto jevu je i unikatni forma aplikaBe bassianapii které je praskovy
koncentrat spor patogena aplikovaiinm do skrné ¢asti feromonového lapa, ktery
je upraven tak, aby byla zachovana jeho atraktdntrkice, nicmé& dosglci kirovce
nejsou natrvalo odchyceni &hou ¢asti lapge. Cilem této aplikace je kontaminovat
povrch €la dosglct vysokou davkou spor a zajistit tak nejen usmrdemikrétniho
jedince kontaminovanéhaipprachodu lap&em, ale zarowve podpdit i Siteni nakazy
v lokalni populaci. Praktické vysledky prokazalg tato forma vyuZiti bioprepatat
na baziB. bassiange velmi (telna zejména v situacich, kdy od aplikace ne¢ekéavan
okamzity &inek, ale perspektiva dlouhodg$iho potl&ovani populaci Sidce (Landa
et al. 2007).

2.5. Striené charakteristika vyznamnych mitosporickych

entomopatogennich hub

2.5.1.Beauveria brongniartii (Saccardo) Petch

Beauveria brongniarti{Hypocreales, Clavicipitaceae) ve srovnabi. $assiana
neni takéastym druhem, ii@sto je kosmopolithrozSfena. Byla popsana na konci 19.
stol. v souvislosti propuknuti epizootie u larevraista obecného Melolontha
melolonthd. Hostitelské spektrum zahrnujgady Coleoptera (Cerambycidae,
Curculionidae, Ipidae, Lucanidae, Nitidulidae), ldxgptera (Pyralidae), Homoptera
(Cicadidae), Hymenoptera (Vespidae), Phasmatod@attaoptera (Vestergaard et al.
2003).

Pro houbuB. brongniartii je charakteristicka tvorba z géatku bilych, pozéi
nazloutlych az na@zowlych, nékdy i naervenalych kolonii. Elipsoidni konidie
o velikosti 2,5-4,5um, se shlukuji, jsou usjmané do malych skupin€k samostaté
(Zimmermann 2007). Patogen roste a sporulijégplotach v roz§ti 2-33°C, gicemz
optimum je 22-23°C (Muller-Kdgler 1965)iiRiasobeni UV-C zéeni déle jak 5 min.
jsou konidie inaktivovany, po 24 hodinach od apté&ana listy strori ztratilo 96,5%
konidii schopnost vyktit (Kopp 1988).
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2.5.2 Metarhizium anisopliae (Metschikoff) Sorokin

Entomopatogenni houbid. anisopliae(Hypocreales, Nectriaceae) znama také
jako ,greene muscardine” (infikovany jedinec f&ta tmavym, zelenym myceliem),
byla poprvé popsana Metschnikoffen na larvach wubwitych brouk. Pati mezi
kosmopolitré roz8tené druhy hubdzné mdni mikroflory, schopnych infikovat vice jak
200 druli hmyzu pgedevsSim ziddi Coleoptera, Lepidoptera, Orthoptera, Hemiptera
a Hymenoptera (Boucias, Pendland 1998%owasnosti jsou rozeznavany 4 poddruhy
M. anisopliae var. anisopliag M. anisopliae var. acridum M. anisopliae var.
lepidiotum M. anisopliaevar. majus(Driver et al. 2000).

Po infekciM. anisopliaeumira hostitel po 5-10 dnech, produkuje dva typyrsp
Vzdusné konidie jsou vytwany v pfibéhu saprofytické faze na sporogennich hyfach
a jsou oznéovany jako asexualni spory. Blastospory, druhy $gor, se vytvé
v hemolymf\& hostitelského hmyzu (Leland 2001).

Jednotlivé patogenni kmeny maji Siroké teplotnpétizpro rist. Nekteré kmeny
rostou i teplotach pod 12°C, jinétpteplotach pevysujici 35°C, nicmeanoptimalni
teploty pro fist se pohybuji v rozpi 25-30°C (Boucias, Pendland 1998).

2.5.3.1saria fumosorosea (Wize)

Isaria fumosorosea (Eurotiales, Trichocomaceae), five Peacilomyces
fumosoroseys je kosmopolitd rozsSfeny druh entomopatogenni houby, jenz se
vyznauje Sirokou polyfagnosti. Na hostiteli, jenzZ jeikafvan houbou. fumosorosea,
se vytvdi zpaiatku bilé vatovité mycelium, kterégrhazi do nafialaté az Sedofialové
barvy @ plné sporulaci a vatovity charakter myceligeghazi v prasny. VZfmene,
hyalinni konidiofory, které se t¥bna vzdusném myceliu, jsou na hyfach ugmgt
v pieslenech. Konidie cylindrického tvaru se vy®jana koncich phialid a postuptak
formuji tetizkovité utvary, vzdy 4-6 phialid se zformuje kancich konidiofod.
Jednotliv&etizky se mohou skladat az z 50 konidii (Samso@)197

| kdyZ jel. fumosorosegovazovan za entomopatogenni druh, ktery jsaséji
izolovan ze zastupiciadi Lepidoptera, Diptera a Coleoptera, sehrava vyzmmanioli
také jako fidni saprofyticky mikroorganismug€rn et al. 1997).

Optimalni teploty pro st se pohybuji v rozmezi 20-30°C, teploty v rozmezi
30-40°C jsou protist vice limitujici nez teploty nizsi (8-11°C) (Vidat al. 1997).
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2.5.4.Lecanicillium lecanii (Zimmermann) Zare & W. Gams

Tento druh entomopatogenni houby (Hypocreales, Yegiiaceae) byl poprvé
izolovan zc¢ervceCoccus viridiskoncem 18.stol na J&vOd té doby bylo zaznamenano
mnoho pirozenych epizootii f@devSim viadu Homoptera, mé€npak v fadech
Orthoptera, Heteroptera, Lepidoptera, Coleoptetdymenoptera. Uéchto hostitel
napada fedevsim larvy.

Sporulace je hlavnim znakem slouzicim k determipatbgena. Na vzduSném
myceliu se v pib¢hu konidiogeneze vytw@ji typické lahvicovité biky, na jejichz
konci vznikaji konidie elipsoidniho tvaru. Na myiceljsou konidiofory rozmisny
v pieslenech, ze stejné zony wgtaji vzdy 2-4 konidiofory. Novéa konidie odtlge jiz
diive vytvaenou do shluku, kde se nakonec pokryvaji mucilagerstvou, ktera drzi
kompaktni tvar (Hall 1985).

Pro optimélni pkbéh ndkazy timto patogenem je nepostradatelnd vysekdivni
vihkost, zvlast v patateeni fazi infekce. Optimum pro vykiéni spor je 97% RH, pro
rast pak 85-90% RH, ilemZ musi byt udrZzovana alegpd0-12 hodin. Teplotni
rozmezi 20-25°C (Samson, Romach 1985).

2.6. Entomopatogenni houby v biotestech

Vyuziti biotesfi, k posouzeni vlit entomopatogennich hubudr hmyzu,
je v podstat neomezené. Uz toto samé, ale zafiovéakt, Ze existuje velké mnozstvi
druhi entomopatogennich hub s typickym spektrem hostitelstnim danému druhu
(at SirSim nebo uzsim) znamena, Ze neexistuji Zzadmaatdizované metody biotést
co se entomopatogennich hub jako celktetyZ tohoto dvodu musi byt biotest
standardizovan v rdmci konkrétniho hostitele a geta, ale také cile s jakym je
vypracovavan. Bioassay ke byt vyuzit k determinaci a kvantifikaci vztahuem
hostitelem a patogenem a zardvie uréeni vlivu biotickych a abiotickych faktor
pusobicich na tento vztah. Biotesty entomopatogenhithv sob nesou 5 dleZitych
aspekli (1) determinace virulence, (2) porovnani viruleneenotlivych izolah,
(3) determinace spektra hostiiel(4) determinace epizootického potencialu, (5y vli
biotickych a abiotickych faktér(Butt, Goettel 2000).

Pred tim, nez vypracujeme protokol o jednotlivych dioh biotestu, tak jak

bychom ngli postupovat, musime mit jasualefinovany cil biotestu samotného. Postup
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biotestu by nil byt uskuténitelny a @&inny, musi byt navrhnut tak, aby ndm poskytoval
objektivni a smysluplné vystupy. V neposlediaik musime pdivé zvazit volbu

a vyvojove stadium hostitele, inf&ki propagule, inokutai metodu, formulaci inokula,
podminky inkubace, metodu hodnoceni mortality éissiekou analyzu. Samostatnym
a neopomenutelnym aspektem biotestu je hodnocakj visouvislosti s vlivem daného
patogena na necilové organismy. VSechna biologigsiovani, by @a v sol
zahrnovat také ,neoenou” kontrolu, jejimz cilem je monitoring:gZivani hostitele
v postinokulgnich podminkach inkubace ve srovnani s ie®gim hostitelem.
Tato kontrola je oS&tna pouze no&m pouzivanym k aplikaci inokula. tAjiz
provadime testovani na jednotlivych druzich hdstktEho spektra nebo na necilovych
organismech, je nutné, aby hostitel u kterého mkgmana citlivost na testovaného
patogena, byl paraleinoSeten s necilovymi organismy za&elem pozitivni kontroly.
Jinak budeme obtiZniterpretovat negativni vysledky, pokud teglozime dkazy

o virulenci inokula na vnimavého hostitele za steinpodminek biotestu (Butt, Goettel
2000).

Jiz standardizované biotesty byly vyuzity hapii determinaci efektu &ku
specifické davky na mortalitu zavge kukdi¢éného Qstrinia nubilalis)
entomopatogenni houb@i bassiangFeng et al. 1985), Landa et al. (1994) vypracoval
biotest na bazi entomopatogennich hBbl{assianal. fumosorosea L. lecanii proti
molicim, ktery je zaloZzen na rychlé charakterizammpa #stu a vyvoje
entomopatogenni houby na nymfach hostitele. Dalgilkladem by mohl byt biotest
s patogenem Aschersonia aleyrodis proti molici sklenikové Trialeurodes
vaporariorun) (Fransen et al. 1987), ktery studoval vliv tohptogena na mortalitu

jednotlivych vyvojovych stadii hostitele.

2.6.1. Zakladni procedury v biotestu
Inokulace

Inokulaéni metoda je imo zavisla na forginokula pro vlastni aplikaci a také
na druhu hostitele, ktery ma byt inokulovan. Inakulje obvykle aplikovano na povrch
kutikuly hostitele pimymi metodami (praSkovanim, genim a gikédnim) nebo pomoci

metod nefimych s vyuzitim navnad.
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Inkubace

Prabéh inkubace je sil& ovlivnén podminkami, kterym je hostitel po inokulaci
patogenem vystaven. émito zakladnimi parametry jsou teplota, RH arera
V laboratornich testech bylo zj#io, Ze entomopatogenni houby jsou schopny
vyvolavat infekci v Sirokém rozji teplot (10-30°C), optimélni teplota pro vyvolani
infekce je v rozmezi mezi 20-25°C. Inhibi¢stu mnoha rodl entomopatogennich hub
pocind okolo 30°C aitst obvykle ustava ip 37°C. Dostupnost vody je kritickym
faktorem ve vSech vyvojovych stadiich Zzivotniho laykentomopatogennich hub.
Z&kladni hodnotou proétSinu hub je hodnota vySSi nez 96% RH, jak proekli, tak i
mycelialni KBst (Butt 2002). DalSim wezitym faktorem ovliviujicim persistenci
propaguli je jiz zmigné z&eni. Propagule entomopatogennich hub jsou velnhiyhaé
k poSkozeni UVB z&nim (280-320 nm), v mensi fai pak UVA (320-400 nm).
Byla v3ak pozorovana vyznamna rozdilnost v citlivés oz&aovani jak v ramci

jednotlivych rodi, tak i kmeri (Fragues et al. 1996).

Hodnoceni mortality

Mortalitu vyhodnocujeme kazdy den, coZz nam umuge vypcaitat stedni
davku, ale také #dni letalni dobu. To pak itheme snadno vyuzit k porovnani
rozdilnosti jednotlivych typ oSeteni (Butt, Goettel 2000).

2.6.2.Beauveria bassiana v biotestech proti kambioxylofagim

Entomopatogenni houbB. bassiange kosmopolit rozSfenym a vSeobeén
se vyskytujicim druhem, pgé&tim k pirozenym nepatelim lykoZrouta smrkového.
V laboratornich, ale i polnich podminkach byly paah® zkoumany interakce tohoto
patogenniho mikroorganismudi lykozroutu smrkovému adkolika dalSim podkornim
a devokaznym zastugen.

Wegensteiner (1992, 1996) zkoumalninost fiznych izolah B. bassianavigi
lykoZroutu smrkovému, dale se zabyvakzmymi metodami aplikace biopreparat
Obdobre se touto problematikou zabyval Kreutz (2002), kteavic zkoumal moznosti
vyuziti tohoto patogena v kombinaci s feromonovyapiai. Ve speciald upravenych
lapatich dochazelo k inokulaci do&lpti sporami patogena, zacelem introdukce
patogena do populace lykoZrouta smrkového.

Doberski (1981 a, b) se zabyval patogenitBu bassianavici larvam

a dosplcaim keilokaze jilmového $colytus scolytys dale studoval vliv teploty
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a vlhkosti na pibéh infekce patogen8. bassianau bilokaze jilmového. Infektibilitu
patogenni houbyB. bassianavici dievokazu ¢arkovanému Xyloterus lineatus

v laboratornich podminkach zkoumal Prazak (1997).

2.6.3 Kreutziv biotest vlivu patogena Beauveria bassiana na dosglce
| ps typographus v laboratornich podminkach

Zvitata, pouzita pro ptgby tohoto biotestu, pochazela z démo chovu
Institutu pro lesni zoologiiip Univerzit v Goéttingenu. Chov broukbyl provaén na
90 cm dlouhych smrkovych polenech, kdy jedno poléyto obsazeno jgmeérné
150-300 jedinci. Teplota byla udrZzovana v rozmezi28°C i relativni vzdusné
vihkosti (RH) 40-50%. Pro vlastni biotest byla wdriacerstw vylihla imaga. Jedinci
neupotebeni v biotestu, se uchovavali v tepldtC, ve ztuhlém stavu, kdy energetické
ztraty organismu jsou sniZzeny na minimum.

Vlastni biotest se skladal z nasledujicich krd)) brouci z uniiého chovu byly
3 dny drZeni na usté diet (Kreutz 2002); (2) do Petriho misky ogpméru 9 cm, do niz
byl viozZen filtratni papir, bylo umigho vzdy 10 oSéenych nebo kontrolnich brotik
Takto se nechali inkubovatiip25°C a 70%RH bez ifstupu s¥tla; (3) inkubace
probihala po dobu 7 dn pricemz kazdy den byl kontrolovan et brouki, ktefi
uhynuli a p@et brouki, kteri byli infikovani patogenem; (4) uhynuli brouci sdebirali
a nasleda testovali na infekci patogenem, byfliemdani do vihké kofirky do 25°C pi
90% RH a po 2 tydny se sledovalo, jestli se projafékce; (5) vzdy se provakb
6 opakovani v testu a test se 2x opakoval.

Umeéla dieta byla zéazena do schématu biotestu zgelém zvySeni Urovn
fithness brouk. Pokusy prokazaly (Kreutz 2002), Ze brouci pocfiéze untlého
masového chovu jsou vetgi mie nachylini k firozené infekci houby. bassiananez
brouci, odchyceni do feromonovych pasti ve volfiopé a podrobeni stejnym tesh.

U brouka z masového chovu, jimZ byldquloZzena uréé dieta DW (receptura popsana
nize) jako zivné meédium, doslo k 100% mortalta 33 di a pirozena infekce
B. bassianase projevila na 25% jedincich, zatimco u brigukteri méli jako Zivny
substrat sterilni smrkovoutku doslo k 100% mortaltjiz po 29. dni a firozena
infekce se projevila na 20% jedincich (Kreutz 20Q)é pokusy poukéazaly na kladny
korela&ni vztah mezi obsahem lyka v dl@m zivném médiu a infekci dodpa

patogenenB. bassiangMattanovich et al. 1999).
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Recept untlé diety (DW) dle Mattanoviche (1999)

(%)

Agar: 4 Sachroza: 2,6

Celulosa: 4 Sojova mouka: 3
Fruktoza: 1,86 Streptomycinsulfat: 0,06
Glukoza: 0,37 Skrob: 5

Kyselina sorbova: 0,11 Voda: 65,27

Lyko: 10 Wesson's Salz: 0,28

L-methionin: 0,002

Mleté pSeniné klicky: 0,45

PSenéné klicky:3

* do vody byla pidana smis vitamini (Mattanovich et al. 1999)

Kreutz (2002) pozimil dietu DW nahrazenim lyka rozemletou smrkovduoki
a mleté pSekiné klicky zanenil za mleté kukiicné klicky. Na 1kg Zzivného média pak
piidal 2g niparginu a kyseliny benzoové. Na této d{@&KK) dochazelo fi pokusech
na broucich z masového chovu k 100% moitgld 46 dnech afpozena infekceB.
bassianase vyskytovala pouze u 4% jedincZ téchto divodi byla v nasledném
testovani uzivana jen tato dieta (DKK).

U obecného postupu biotestu, jenz byl vySe popsdosio k takovym
specifickym Upravam, tak aby odpovidaly nanoktestovani, které nasletliz ntho

vychéazelo.

1. Vliv zivného substratu

V pokusech byl zjiovan vliv Zivného substratu na citlivdsttypographussuci
komekng vyrabsnému pipravku Boverdl. Jako Zivné médium bylo uZito smrkové
kary (5%x5 cm), undlé diety DKK a filtratniho papiru. Brouci byli ventralni stranou
.ponoreni“ do konididlniho prachu ffpravku a poté igndani na fislusny Zivny

substrat. Kontrolni broucitistali neoSeeni.

2. (Rinnost jednotlivych kmeinB. bassiana vliv koncentrace konidif

Tyto pokusy byly provéaghy s cilem prokazat vztah mezi koncentraci konidii
daného patogenniho kmene a jeho patogenit@u cilovému organismu. Brouci byli
nam&eni 3 vtéiny v suspenzi konidii o ifslusné koncentraci (1,0x%01,0x10;
1,0x10) a grendani na smrkovoutku (5x5 cm) umisinou v Petriho misce. Inkubaci
procklavali v termostatu ip 25°C a 70% RH. Obdobnym &gobem se zjiovala

patogenita tznych kmead, s tim rozdilem, Ze brouci byli umési pouze na filtrani
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papir v Petriho misce a brouci majici funkci kohtrdoyli nam&eni do destilované

vody. K inkubaci dochazelo &pv termostatu za vySe popsanych podminek.

3. Vliv teploty
Pro test zavislosti patogenity na teplobyl znovu uZit pipravek Boverdt.

Brouci, pondeni na 3s do suspenzéigusSné koncentrace, byli umist na smrkovou
karu (55 cm) poloZenou na filikaim papiru v Petriho misce. Inkubace probihala
v termostatu  70% RH a teplotach 15, 20, 25, 30 a 35°C. Tes$tdxyzopakovan
(Kreutz 2002, Kreutz et al. 2004).
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3. CiL DIPLOMOVE PRACE

Hlavnim cilem této diplomové prace je vypracovamistppu standardniho
biotestu v laboratornich podminkéach, ktery by silok objektivnimu porovnavani
virulence jednotlivych nativnich kménentomopatogennich hubfgalevSim druhu
Beauveria bassiana na dosplce lykoZrouta smrkového Ids typographus
odchycenych pomoci feromonovych l&pa

Druhotnym cilem je pak otestovani vlivu jednotlilycmetod aplikace
bioprepardt na bazi entomopatogenni houlBeauveria bassiana na mortalitu

dosglct lykoZrouta smrkového.
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4. MATERIAL A METODIKA

4.1. Zivatisny material pouzivany v pokusech
LykoZrout smrkovy Ips typographuy

Pro poteby jednotlivych pokus byla pouzivana vitalni imaga lykozZrouta
smrkového, ktera byla odchycena pomoci feromonovgphlia. Dosgli jedinci, jenz
nebyli vyuZiti v biotestech, byli uchovavani v tefd 4°C (sniZzeni energetickych ztat
organismu fi zachovani dostateé vitality pro nasledné pokusy) pro dalSi ugbeni.
Pred ogtovnym pouzitim byli takto zchlazeni da$g ponechani cca. 1 hod.iip
pokojové teplat, a poté nasle@dnpomoci jednoduchého fotoekletoru e&hohi Zivi
jedinci od uhynulych.

Potemnik moény (Tenebrio molitoy
Z davodu nepravidelného letu lykoZrouta smrkového bydyjednoho pokusu
(pokus¢. 2) zd&azeny larvy potemnika moného (jista podobnost v chitinizacild).

Larvy pochazeli z chovu KRV.

4.2. Rostlinny material pouzivany v pokusech

V pokusech byla pouzZivana smrkovar, ktera slouZzila jako Zivny substréat
dosgglcim lykoZrouta smrkového. Neporusen&& byla odebirana pouze ze zdravych
stromi, které nebyly napadeny lykozZzroutem smrkovyiminym kambyloxylofagem.
Kura byla uchovavana ip teplog€ 4°C. Red vlastnim pouzitim, byla tka

vysterilizovana a nezana na pozadovany roam

4.3. Biopreparaty

V pokusech byly pouzity biopreparaty na bazi entpatogenni houby
B. bassiana V prvnim typu biopreparatu byla jako ndgbouZzita nutritivni slozka,
v druhém typu biopreparatu byla jako rogiouzita smis nutritivni a inertni slozky

vV poneru 1:9.
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Tab. 1.: Druhy a kmeny entomopatogennich hub, pouffich v laboratornich

biotestech
Kmen C. pokusu  Zdroj izolace Lokalita, ¢sic/rok
Beauveria
bassiana
101 1;2;3;4;5 Dosjec Prameny Vltavy, -/04
NP 0001 2;5 Dosfec Cerna Hora, 6/08
NP 0002 2;5 Dosjec Cerna Hora, 6/08
NP 0003 2;5 Dosjec Cerna Hora, 6/08
NP 0004 5 Dosgec Stykova lesni cesta, 6/08
NP 0005 5 Dosgec Jeleni cesta - U mlyna, 7/08
NP 0006 5 Dosglec Borova Lada - Sildni sl&’, 7/08
NP 0007 5 Dosglec l. z6na 19, 0dd.8, 6/08
NP 0008 5 Dosgec Jeleni skok (Oblik), 7/08
NP 0009 5 Dosgec Biezova cesta, 7/08
NP 0010 5 Dosgec Polednik, 6/08
NP 0022 5 Dosglec Zlaty stoleek, 6/08
NP0026 Dosplec Roklandsky potok 7/08
NP 0027 5 Dosplec Roklandsky potok, 6/08
NP 0028 5 Dosglec Smtina, 7/08
NP 0029 5 Dospslec Kiizovatka mezi Sirokou, 7/08
NP 0030 5 Dosplec Studend horizont, 7/08
NP 0031 5 Dosgec Zlaty stoleek, 6/08
Beauveria
brongniartii
NP 0064 5 Dosflec V Kotli, 7/08
Isaria
fumosorosea
NP 0038 Dosgec Hranéni chodnik, 6/08
NP 0019 Dosgec Staré draty, 6/08
Lecanicillium
lecanii
NP 0098 Dosgec Jeleni skok (Oblik), 7/08
NP 0066 Kira Brezové cesta, 7/08
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4.4. 1zolace jednotlivych kmer entomopatogennich hub
P¥ima izolace z dosjice lykoZrouta smrkoveho

Z imag, u nichz doslo k proliferaci mycelia patogena povrch kutikuly, byly
spory geneseny pomoci sterilniho inokédho atka na povrch agarizovaného zZivného
média (PDA) s antibiotickou sloZkou (suprese baéter kontaminace).fenos spor byl
proveden formou sepamsich ¢ar. V piipad kontaminace byl f&nos opakovan az do

ziskanicisté kultury daného kmene patogena.

Izolace pomoci Zzivného média
Povrch selektivniho Zivného média (PDA + a.i. dedinantibioticka slozka) byl
inokulovan heterogenni suspenzi, ktera byla ziskeyraytim casti kiry daného

analyzovaného vzorku.

4.5. Fiprava konidiové suspenze

Povrch plg vysporulované kultury jednotlivych km&mentomopatogennich hub
byl prelit sterilnim roztokem destilované vody i$davkem detergentu 0,05% Tween
80. Koncentrace konidii v takto ziskané suspenfa Bpaitana v hematocytometru —
pocitaci komirce (Neubauerova vylepSena kimka) a poté naslednadjustovana na

standardnf titr 1,0x2Ckonidii v 1 ml suspenze.

4.6. In vivo testy

Pro owteni vlivu nativnich kmeih entomopatogennich hubBdauveria
bassiana, Beauveria brongniartii, Isaria fumosor@selecanicillium lecan)i na
mortalitu dosplci Ips typographus€innosti tiznych formulaci biopreparattéchto
kmeni patogei a (&innosti rozdilnych metod aplikace bioprepérdiylo vypracovano
zakladni schéma biotestu, namz byl zalozen postup vSech poku3oto schéma se
skladalo z nasledujicich dith kroki: (1) priprava vhodné vihké ko@inky - do vihké
komuarky byla nasled& polozena vysterilizovana smrkovark; (2) oSatni dosplci
Ips typographusci larev Tenebrio molitor- v tomto kroku byly jedinci vystaveni
pusobeni #iznych formulaci bioprepar@na bazi entomopatogennich hub a proiesét
bylo uzito odliSnych metod aplikace; (3) do kazdléke komirky bylo vzdy umisino
10 zivych, oSékenych dosgici Ips typographusgi larev Tenebrio molitofpokus¢. 2);
(4) ke kazdému pokusu byla vzdiigravena kontrolni varianta (5) inkubace - inkubace

probihala v podminkéch betigtupu s¥tla pri teplot 21°C; (6) vyhodnoceni.
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Toto zakladni schéma bylo pro postupy jednotlivychicich pokus
modifikovano, tyto modifikace jsou pak detailpopséany v zadani kazdého pokusu viz.
Zakladni udaje pokusu.

P¥i vyhodnocovani jednotlivych poktidoyl kazdy jedinec zazen do fislusné
skupiny. Pro pdatby vyhodnoceni biotesbyly rozliSovany i zakladni skupiny, zvI&s
byla zaznamenavana imaga ziva, mrtva a infikova@tajnym zfisobem a stejnou

stupnici byly vyhodnocovany i larvy potemnika mioného v pokusd. 2.

Tab. 2.: Hodnotici stupnice

Zivi jedinci (2) jedinec je vitalni

L jedinec nejevi zadné znamky vitality;
Mrtvi jedinci (M) jedinec bez zjevné infekce ve fa¥m
mycelia na povrchuta

jedinec nejevi zadné znamky vitality;
Infikovani jedinci (1) patogen proliferuje na povrctla
usmrceného jedince

4.7. Ostatni metodické udaje

Pro vyhodnocovani pokusu byl pouzit binokularni magkop Zeiss. Obrazky
byly zpracovany do formatu - .jpg a naslédmpravovany pomoci programAdobe —
PhotoShop a PaintShop Pro 5.0 a fisalmpraveny v programu MS Word 2007,
graficke listy byly zpracovany v programu MS Ex2607.
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5. EXPERIMENTALNI CAST

Pokus ¢. 1.: Porovnani (&innosti praSkového biopreparatu (nutritivni slozka) a

suspenze entomopatogenni houl. bassiana (kmen | 101) na dosplice lykoZrouta

smrkového

Zakladni udaje pokusu:

a) Prvnicast pokusu

pripraveny vihké konirky - do Petriho misky umigh filtra¢ni papir, na &z se
pridalo 0,5ml destil. vody

piipravena suspenze Bba | 101 o koncentraci konidiD¥ml

do kazdé vihké koifirky bylo dano 10 oS&nych Zivych brouk Ips
typographusvarianta (2) bez o&eni brouk:

piipraveny 4 varianty o 10 opakovanich: (1) kontreldrouci ponoeni v
roztoku Tween 80 po 3 Jiay; (2) superkontrola; (3) praskova formulace
biopreparatu Bba | 101 - na Petriho misku byl vké&nvrst¥ nasypan
biopreparat o koncentraci konidii 1X1@ a brouci po ni 30 vim lezli; (4)
suspenze Bba | 101 - brouci pdeni 3 vtéiny v suspenzi o koncentraci konidii
1x10/ml

pokus byl vyhodnocovan 72, 120 a 168 h po zaloZeni

b) Druhacast pokusu

pripraveny vihké korarky - do Petriho misky umi&h filtracni papir, na &§Z se
piidalo 0,5ml destil. vody

piipravena suspenze Bba | 101 o koncentraci konidiD¥ml

do kazdé vihké kokirky vioZzena vysterilizovand smrkovaira o rozngru
5x5cm

do kazdé vlhké kofirky bylo dano 10 oS&nych Zivych brouk Ips
typographus

byly ptipraveny 2 varianty o 5 opakovanich; 1 varianta G dbakovanich:
(1) kontrola - brouci porieni v roztoku Tween 80 po 3 viey (5 opakovani);
(2) praSkova formulace bioprepard&ba | 101 - na Petriho misku byl v tenké

vrstw nasypan biopreparat o koncentraci konidii 14j@ brouci po ni 30
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vtetin lezli (10 opakovani); (3) suspenze Bba | 10toulsi pondeni 3 vtdiny v
suspenzi o koncentraci konidii 1X1@l (5 opakovani)

» pokus byl vyhodnocovan 72, 120 a 168 h po zaloZeoni72 a 120 h byl biotest
vyhodnocen aniz by bylatka ,rozebrana“; byli hodnoceni pouze viditelni
brouci (brouci mimo &ru, nebo na jejim povrchu)fipposlednim vyhodnoceni

(168 h) byla jiz kra ,rozebrana“ za delem nalezeni zavrtanych bra@uk

Tab. 3.: Winnost praskového biopreparatu (nutritivni slozka) a suspenze
entomopatogenni houby B. bassiana (kmen | 101) na dosplce lykoZrouta

smrkového, varianta bez kiry ve vihké komirce

Zpasob o3aeni Cas Mrtvi Infikovani Kumulovanéa
vyhodnoceni (h) (%) (%) mortalita (%)
1* 72 28 0 28
120 66 0 66
168 94 0 94
2* 72 30 0 30
120 72 0 72
168 93 3 96
3* 72 36 0 36
120 97 0 97
168 99 0 99
4* 72 51 0 51
120 93 0 93
168 100 0 100

* 1- kontrola;2- superkontrola3- na Petriho misku byl v tenké vrgtmasypan biopreparatkoncentraci
konidif 1x10/g, po kterém brouci 30 i@ lezli; 4- brouci pondeni 3 vtginy v suspenzo koncentraci
konidii 1x10/ml
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Graf 1.: Kumulovana mortalita dadlpa Ips typographuy aréré bez Kiry po oSeteni
suspenzi Bba | 101 o koncentraci konidii 1%a0 a praskovou formulaci biopreparatu

Bba | 101 (s nutritivni sloZkou) o koncentraci kainilx10/g

100 1 //———'s
80 -
60 4 ——1
2
(%)
o3
40 - 4
20 4
0 ® T T )
Oh 72h 120h 168h
Cas whodnoceni

1- kontrola; 2- superkontrola3- na Petriho misku byl v tenké vrgtnasypan biopreparat, po kterém
brouci 30 vtéin lezli; 4- brouci pondeni 3 vteiny v suspenzi

Graf 2.: Mortalita dosgcu Ips typographuy arérié bez Kiry po oSeteni suspenzi Bba |
101 o koncentraci konidii 1xInl a praskovou formulaci biopreparatu Bba | 101

(s nutritivni slozkou) o koncentraci konidii 1xX1
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Zplsob oSetfeni*

‘D Mrtvi dospéci bez infekce m Infikovani dospéci

* 1- kontrola; 2- superkontrola3- na Petriho misku byl v tenké vrgtwasypan biopreparat, po kterém
brouci 30 vtéin lezli; 4- brouci pondeni 3 vtginy v suspenzi
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Tab. 4. Winnost praskového biopreparatu (nutritivni slozka) a suspenze
entomopatogenni houby B. bassiana (kmen | 101) na dosglce lykoZrouta

smrkového, varianta s kirou ve vihké komirce

Zpusob oSaeni Cas Mrtvi Infikovani Kumulovana
vyhodnoceni (h) (%) (%) mortalita (%)
1* 72 53,8** (39) O** (39) 53,8** (39)
120 70%* (40) O** (40) 70%* (40)
168 74 4 78
% 72 32,2%* (90) 0** (90) 32,2%* (90)
120 Q2** (75) 4** (75) 96** (75)
168 24 76 100
3* 72 53,1%* (32) O** (32) 53,1%* (32)
120 67,5% (40) O** (40) 67,5% (40)
168 96 0 96

* 1- kontrola;2- na Petriho misku byl v tenké vrstmasypan biopreparat o koncentraci konidii 1%4,0
po kterém brouci 30 vii lezli; 3- brouci pondeni 3 vtginy v suspenzi o koncentraci konidii 1l

** 0% brouku, ktefi byli nalezeni v aréf aniz byla ,rozebrana“ta (dosglci mimo kiru, nebo na jejim
povrchu);¢islo v zavorce udava, z kolika nalezenych jedifgcprocentualni hodnota vygitana

Graf 3.: Kumulovana mortalita dofpi Ips typographuss aréré s kirou po oSdeni
suspenzi Bba | 101 o koncentraci konidii 1%40 a praskovou formulaci biopreparatu
(s nutritivni sloZzkou) Bba | 101 o koncentraci kainilx10/g
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Cas whodnoceni

1- kontrola;2- na Petriho misku byl v tenké vrgtmasypan biopreparat, po kterém brouci 3@intkezli;
3- brouci pondeni 3 vtdiny v suspenzi
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Graf 4.: Mortalita dosflci Ips typographuspo oSeteni praskovou formulaci
biopreparéatu (s nutritivni slozkou) na bazi Bb@1 b koncentraci konidii 1x 14y
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120h 120h

Arena bez kary Arena s klrou

‘El Mrtvi dospéci bez infekce m Infikovani dospéci

* % broukd, kte'i byli nalezeni v aréf aniz byla ,rozebrana“ica

Zhodnoceni pokusu:

P¥i vyhodnocentasti pokusu, kdy nebyla umdsia kira do vihké konirky, byla
po 72 h zji&na 36% mortalita dosfca, kdy na Petriho misku byl v tenké vrstv
nasypan biopreparat Bba | 101 o koncentraci korfidifl0/g, po kterém dostci 30
vtetin lezli (varianta 3) a 51% mortalita u dekm, ktgi byli pondeni 3 vtginy
v suspenzi Bba | 101 &oncentraci konidii 1x1@ml (varianta 4), u kontrolnich
dosglci dosahla mortalita hodnoty 28%. Vidit&lmfikovani jedinci nebyli zjig&ni. Po
168 h dosahla mortalita dadpi 99% ve variart 3 a 100% ve varia#ét4, v kontrole
pak 94%. Infikovani dositci nebyli gii vyhodnocovani znovu zji&hi. V superkontrole
(varianta 2) byla po 168 h zj&ta 3% viditel@ infikovanych dospica (ptirodni
kontaminace). V druh&asti pokusu, kdy byla umésta kira do vihké konirky,
dosahovala mortalita po 168 h 100% u dtsjp kdy na Petriho misku byl v tenké
vrstw nasypan bioprepar&ba | 101 o koncentraci konidii 1x%6, po kterém brouci
30 vtein lezli (varianta 2) a 96% u dodpu, kteri byli pondeni 3 vtdiny v suspenzi
Bba | 101 o koncentraci konidii 1x4ml (varianta 3), u kontrolnich do&lpa pak 78%.
Ve variant 2 po 168 h byla zji8ha infekce u 76%, ve varianB nebyli viditelrg
infikovani jedinci zjiS¢éni, v kontrole se objevila 4% viditeininfikovanych dosplct

(ptirodni kontaminace).
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Pokus ¢. 2.: Porovnani ®&innosti vybranych kmena B. bassiana s kmenem

B. bassiana | 101 na larvy potemnika moného (Tenebrio molitor)

Zakladni udaje pokusu:

pripraveny vihké konirky - do Petriho misky umigh filtraéni papir, na &z se
pridalo 0,5ml destil. vody

piipraveny suspenze kmiB. bassiana Cerné Hory (NP 0001, NP 0002, NP
0003) a suspenzBba | 101 o koncentraci konidii 1x4ml (larvy byly po 3
vteriny pondeny do suspenze)

do kazdé vihké koiirky bylo umis&no 10 oSdenych larev

celkem gipraveno 6 variant v 5 opakovanich pro kazdou wamia(1l) kontrola
(larvy pondeny v roztoku Tween 80 po 3 viey); (2) suspenze kmene NP
0001; (3) suspenze kmene NP 0002; (4) suspenzeekhierO003; (5) suspenze
kmene | 101; (6) praskova formulace biopreparata BbO1 - na Petriho misku
byl v tenké vrst¥¢ nasypan biopreparat (nutritivni slozka) o koncaritkonidii
1x10//g a larvy po ni 30 vién lezly

pokus byl vyhodnocovan 24, 48, 72, 144, 168, 198,&240 h po zaloZeni

Tab. 5.: Winnost vybranych kmenia B. bassiana s kmenemB. bassiana | 101 na

larvy potemnika mouéného (Tenebrio malitor)

Zpusob oSaeni Cas Mrtvi Infikovani Kumulovana
vyhodnoceni (h) (%) (%) mortalita (%)
1* 24 0 0 0
48 2 0 2
72 4 0 4
144 8 0 8
168 8 0 8
192 8 0 8
216 10 0 10
240 12 0 12
2* 24 8 0 8
48 14 0 14
72 20 0 20
144 74 0 74
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Zpasob o3aeni Cas Mrtvi Infikovani Kumulovana
vyhodnoceni (h) (%) (%) mortalita (%)
2* 168 60 22 82
192 44 40 84
216 26 60 86
240 30 60 90
3* 24 2 0 2
48 4 0 4
72 8 0 8
144 62 0 62
168 74 4 78
192 34 50 84
216 18 70 88
240 16 72 88
4* 24 2 0 2
48 4 0 4
72 4 0 4
144 68 0 68
168 22 62 84
192 20 74 94
216 16 84 100
240 6 94 100
5* 24 6 0 6
48 8 0 8
72 14 0 14
144 62 0 62
168 78 0 78
192 86 0 86
216 90 0 90
240 94 0 94
6* 24 0 0 0
48 0 0 0
72 10 0 10
144 18 76 94
168 4 96 100
192 2 98 100
216 0 100 100
240 0 100 100

* 1- kontrola;2- suspenze kmene NP 00@;suspenze kmene NP 000R;suspenze kmene NP 0003;

5- suspenze kmene | 10&: praskova formulace biopreparatu -

na Petriho misil v tenké vrst¥

nasypan bioprepar&ba | 101 o koncentraci konidii 1x%g, po kterém larvy 30 vién lezly
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Graf 5.: Kumulovana mortalita lareMenebrio molitorpo oSeteni suspenzi vybranych
kmeni entomopatogenni houl. bassianao koncentraci konidii 1xZfml, suspenzi
Bba | 101 o koncentraci konidii 1x%4fl a praskovou formulaci biopreparatu Bba | 101

(s nutritivni slozkou) o koncentraci konidii 1xX1
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1- kontrola; 2- suspenze kmene NP O0&; suspenze kmene NP 000R; suspenze kmene NP 0003;
5- suspenze kmene | 106; praskova formulace biopreparatu - na Petriho misil v tenké vrst
nasypan biopreparat, po kterém larvy 3@intéezly

Graf 6.: Srovnani mortality lareWenebrio molitor po jejich oSdtni suspenzemi

vybranych kmefi entomopatogenni houl; bassiana koncentraci konidii 1x1ml
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Zpusob oSetieni*
O Mrtvi dospélci bez infekce @ Infikovani dospélci

* 1- kontrola;2 — suspenze kmene NP 00@L; suspenze kmene NP 00@2; suspenze kmene NP 0003
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Graf 7.: Srovnani mortality lareVenebrio molitorpo oSeteni suspenzi o koncentraci
konidii 1x10/ml a praskovou formulaci biopreparatu (s nutritivelozkou) o

koncentraci konidii 1x1%g entomopatogenni houl; bassiangkmen | 101)
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401

20+

5
Zpusob oSetfeni*

‘D Mrtvi dospélci bez infekce m Infikovani dospélci ‘

* 1- kontrola; 5- suspenze kmene | 10&; praskova formulace biopreparatu - na Petriho misid v
tenké vrsté nasypan biopreparat, po kterém larvy 3Giateezly

Zhodnoceni pokusu:

V tomto pokusu, porovnaniciimnosti vybranych kmenB. bassianas kmenem
B. bassianal 101 na larvy potemnika mé&ného {Tenebrio molitoy, byla po 144 h od
zaloZeni pokusu zji&ha mortalita larev 62% (o%enhi suspenzi kmene NP 0002), 68%
(oSeteni kmenem NP 0003) a 74% (d&ei kmenem NP 0001) oproti 8% mortalit
v kontrole, pi vyhodnoceni nebyla zji&a viditelna infekce u larev v Zadné z variant.
Po 168 h od zaloZeni pokusu bylo zji&i 4% viditel® infikovanych larev po oS&ni
kmenem NP 0002, 22% viditélnnfikovanych larev po oS&ni kmenem NP 0001 a
62% viditelre infikovanych larev po oS&ni kmenem NP 0003. Po 240 h dosahovala
mortalita larev 88% (oS&tni kmenem NP 0002), 90% (a%&esti kmenem NP 0001) a
100% (oSeeni kmenem NP 0003). Viditelna infekce larev dosalmy 240 h od
zaloZeni pokusu, hodnot 60% u kmenu NP 0001, 72knenu NP 0002 a 94% u
kmenu NP 0003.

Po oSatni suspenzi Bba | 101 (varianta 5) byla mortéditav 144, 168 a 240 h
od zaloZeni pokusu 62, 78 respektive 94%, viditéhfikované larvy nebyly zjigny.
Po oSatni praskovou formulaci biopreparatu Bba |1 101 tsitheni slozkou

(varianta 6), 144 h od zalozZeni pokusu, byla &jigt94% mortalita larev a 76% larev
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bylo viditelr¢ infikovdno. Po 168 h doséhla mortalita 100% atelda infekce byla
zjiStena u 96% larev, zatimco po 240 h bylo 100% larehtefiné infikovano.

Pokus ¢. 3.: Porovnani &innosti odliSnych metod aplikace biopreparai
entomopatogenni houby B. bassiana (kmen | 101) na dosglce lykoZrouta

smrkoveéhol ps typographus

Zakladni udaje pokusu:

» pripraveny vlhké konirky - do plastového kontejneru (roégm..d-9cm; $-6
cm; v - 5 cm) na dno dan fil¢ai papir a nadj prtidano 1ml destil. vody

* do kazdé vihké kofirky vioZzena vysterilizovana smrkovaida o rozngru
5%x5cm

« piipravena suspenzba | 101 o koncentraci konidii 1x%6nl

» do kazdé kralgky bylo umiséno 10 oSdgenych brouk; 2 varianty bez fimého
oSeteni brouki: (2) a (6)

» celkem bylo pipraveno 6 variant, v 5 opakovanich pro kazZdou ardu:
(1) kontrola - brouci porieni v roztoku Tween 80po 3 vtdiny;
(2) superkontrola; (3) praskova formulace bioprapaBba | 101 - brouci dani
do falkonky, kde bylo 0,59 biopreparatu (nutritivai inertni slozka) o
koncentraci konidii 1x10y a protepani; (4) praskova formulace biopreparatu
Bba | 101 - na Petriho misku byl v tenké vishasypan biopreparat (nutritivni +
inertni slozka) o koncentraci konidii 11§ a brouci po ni 30 vilm lezli;
(5) suspenze Bba | 101 - brouci posm 3 vtdiny v suspenzi o koncentraci
konidii 1x10/ml; (6) suspenze Bba | 101 - na vrchni stranirykbyla
aplikovana (nastkanim) suspenze o koncentraci konidii 1%a0 (oSetenf
kary bylo provedeno mimo vihkou kairku), na Kiru byli umis&ni neoSeteni
brouci

* pokus byl vyhodnocovan 144, 192, 216 a 240 h pozeali pokusu — jiZ ip
prvnim vyhodnoceni byladka ,rozebrana“, brouci byli ponechani viymdni

arére ale jiz bez kry
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Tab. 6.: U&innost odlidnych metod aplikace biopreparak entomopatogenni houby

B. bassiana (kmen | 101) na dosglce lykoZrouta smrkovéhol ps typographus

Zpusob oSaeni Cas Mrtvi Infikovani Kumulovana
vyhodnoceni (h) (%) (%) mortalita (%)
1* 144 18 0 18
192 38 0 38
216 40 0 40
240 42 0 42
2* 144 14 0 14
192 34 0 34
216 36 0 36
240 44 0 44
3* 144 54 40 94
192 18 82 100
216 6 94 100
240 0 100 100
4* 144 52 16 68
192 36 50 86
216 18 82 100
240 0 100 100
5* 144 56 38 94
192 10 90 100
216 4 96 100
240 0 100 100
6* 144 32 2 34
192 38 30 68
216 44 42 86
240 32 62 94

* 1- kontrola;2- superkontrola3- brouci dani do falkonky biopreparatem o koncetitknidii 1x10/g a
protrepani;4- na Petriho misku byl v tenké vrstmasypan biopreparat koncentraci konidii 1x£0y, po
kterém brouci 30 vién lezli; 5- brouci pongeni 3 vtéiny v suspenzio koncentraci konidii 1x1ml;
6- suspenze o koncentraci konidii 1%/l aplikovana (nasikanim) na svrchni stranuiky
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Graf 8.: Kumulovana mortalita dospa Ips typographuspii raznych aplikacich

biopreparat na bazi entomopatogenni houBybassiangkmen | 101)
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1- kontrola;2- superkontrola3- brouci dani do falkonky biopreparatem o koncetitk®nidii 1x10/g a
protrepani;4- na Petriho misku byl v tenké vrstmasypan biopreparat koncentraci konidii 1x£0y, po
kterém brouci 30 vién lezli; 5- brouci pongeni 3 vtéiny v suspenzio koncentraci konidii 1x1ml;
6- suspenze o koncentraci konidii 1%bal aplikovana (nagtkanim) na svrchni stranuitky

Graf 9.: Mortalita dosfcu Ips typographugii odliSném oséeni praskovou formulaci
biopreparatu (nutritivni + inertni slozka) na béntomopatogenni hoully. bassiana
(kmen 1 101) o koncentraci konidii 1x16

Mortalita (%)

Zpusob oSetfeni*

@ Mrtvi jedinci bez infekce m Infikovani jedinci

* 1- kontrola3- brouci dani do falkonky a prigpani;4- na Petriho misku byl v tenké vrgtmasypan
biopreparat, po kterém brouci 30 #itelezli
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Graf 10.: Porovnani mortality dodlpu Ips typographugo oSateni dosplcu a smrkové
kary suspenzi Bba | 101 o koncentraci konidii 1%a0
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Zplsob oSetfeni*

O Mrtvi jedinci bez infekce m Infikovani jedinci ‘

* 1- kontrola ;5- brouci poneeni 3 vtéiny v suspenzif- suspenze aplikovana (ndkéanim) na svrchni
stranu Kiry

Zhodnoceni pokusu:

Po 144 h od zaloZeni pokusu dosahovala mortadisgsttt u i raiznych metod
oSeteni dosplci biopreparatyB. bassianakmene | 101 hodnot 68% (varianta 4 - na
Petriho misku byl v tenké vratwnasypan biopreparat o koncentraci konidii 4,000
kterem brouci 30 vién lezli) respektive 94% (varianta 3 - brouci da@u falkonky
s biopreparatem o koncentraci konidii 1¥§0a protepani a 5 - brouci potieni 3
vtefiny v suspenzi o koncentraci konidii 1Xa@l), zatimco u kontrolnich dosiet
dosahovala mortalita 18%. Pouze u dbsjp kdy byla suspenze kmene | 101 o
koncentraci konidii 1x1@ml aplikovdna na povrch smrkovéiry (varianta 6),
dosahovala mortalita do&pu 34%. Ve variantach 3 a 5, 144 h od zalozeni pakusu
bylo pozorovano 40 a 38% viditélnnfikovanych dosgicu, ve variant 4 hodnota
viditeIn¢ infikovanych dosglici dosahla 16%. Vyznamimrmére viditelné infikovanych
dosglct, 144 h od zaloZeni pokusu, bylo pozorovano veawdi6, a to pouze 2%. Ve
variantach 3, 4 a 5 dosahovala hodnota mortalibhodnota viditels infikovanych
jedinai, 240 h od zaloZeni pokusu, 100%. Ve vatdt240 h od zaloZeni pokusu, byla
94% mortalita dosfict, z toho bylo 62% dosjca viditelné infikovano.
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Pokus ¢. 4.: Porovnani &innosti praskové formulace biopreparatu na bazi

entomopatogenni houbyB. bassiana kmen | 101 (nutritivni + inertni slozka) proti

dospélcam | ps typographus p¥i odliSnych zpisobech aplikace

Zakladni udaje pokusu:

pripraveny vihké konirky - do plastového kontejneru (rogm.. d - 17 cm; § -
11 cm; v - 6 cm) byla na dno dana hiitd vata a na niijlano 5ml destil. vody

do krab&ky byl na dno poloZzen kus vysterilizované smrkowéyko rozngru
15%5 cm

do kazdé kralsky bylo umis&no 20 oSdenych brouk; varianta (1) bez oSeni
brouki

byly ptipraveny celkem 2 varianty ve 3 opakovanich prodkaZvariantu a
superkontrola v 1 opakovani: (1) superkontrola; (#AaSkova formulace
biopreparatu Bba | 101 - brouci dani do falkonkgekbyl 1g biopreparatu o
koncentraci konidii 1x1%y a protepani; (3) praskova formulace biopreparatu
Bab | 101 - kra rovnongrné popraSena 1g biopreparatu o koncentraci konidii
1x10/g (oSeteni kiry bylo provedeno mimo vihkou kairku)

pokus byl vyhodnocovan 144, 240, 264 a 288 h poZeali pokusu — jiZ ip
prvnim vyhodnoceni bylatka ,rozebrana“, brouci byli ponechani viymdni

arére ale jiz bez kry
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Tab. 7.: W&innost pradkové formulace biopreparatu na bazi entmopatogenni
houby B. bassiana kmen | 101 (nutritivni + inertni sloZzka) proti dospélcam Ips

typographus p¥i odliSnych zpisobech aplikace

Zpusob oSaeni Cas Mrtvi Infikovani Kumulovana
vyhodnoceni (h) (%) (%) mortalita (%)
1* 144 15 0 15
240 50 0 50
264 50 0 50
288 65 0 65
2* 144 41,7 18,3 60
240 38,3 53,3 91,6
264 16,7 81,7 98,4
288 6,7 93,3 100
3* 144 45 16,7 61,7
240 46,7 45 91,7
264 43,3 50 93,3
288 28,3 70 98,3

* 1- superkontrola2- brouci dani do falkonky biopreparatem o koncegitkanidii 1x10/g a protepani;
3- kiira rovnondrné poprasena biopreparatem o koncentraci konidii 1g10

Graf 11.: Kumulovana mortalita dadpa Ips typographuspii odliSnych zmgisobech
aplikace praskové formulace biopreparatu na bazninempatogenni houbl. bassiana
kmene | 10Xnutritivni + inertni slozka) o koncentraci konidik1G/g
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Cas whodnoceni

1- superkontrola2- brouci dani do falkonky a prggpani;3- kira rovnondrné poprasena biopreparatem
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Graf 12.: Porovnani mortality dodpt Ips typographuspii odliSnych zgsobech
aplikace praskové formulace biopreparatu na baznineompatogenni houbl. bassiana

kmene | 10Xnutritivni + inertni sloZka) o koncentraci konidik1G/g
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‘D Mrtvi dospélci bez infekce m Infikovani dospélci

* 1- superkontrola2- brouci dani do falkonky a pr@pani;3- kira rovnondrné poprasena biopreparatem

Zhodnoceni pokusu:

V pokusu, porovnani dinnosti praskové formulace biopreparatu na bazi
entomopatogenni houbB. bassianakmene | 101(nutritivni + inertni slozka) proti
dosglcim Ips typographuspii odliSnych zmsobech aplikace, dosahla mortalita
dosglci 144 h od zaloZeni pokusu 60% ve vagagt (brouci dani do falkonky
s biopreparatem o koncentraci konidii 1%#0a protepani) a 61,7% ve varian8 (kira
rovnomerng poprasena biopreparatem o koncentraci konidii ¥g)0oproti 15% u
dosglct v superkontrole. Ve variaht2 byla zjiS€na infekce u 18,3% dosleu, ve
variang 3 pak bylo 16,7% viditekhinfikovano. Mortalita dosgici po 288 h byla ve
variant 2 100%, ve variagt3 98,3%. Vyznamh se vSak liSila hodnota viditein
infikovanych dosplct, kdy ve variant 2 bylo 93,3% dosjicu viditeln¢ infikovano,
zatimco ve variait3 byla infekce zjigna u 70% dosfic.
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Pokus ¢&. 5.: Porovnani virulence vybranych kmem endemickych druhi

B. bassiana, L. lecanii al. fumosorosea na dosglcich lykozZrouta smrkového

Zakladni udaje pokusu:

a) Prvnicast pokusu

do plastového kontejneru o ro#zm ... d - 9 cm; $- 6 cm; v - 5 cm byl na dno
dan filtratni papir a na§ ptiddno 1 ml destil. vody

do krab&ky byl na dno poloZzen kus vysterilizované smrkowgéyko rozngru
5%X5 cm

brouci byli dani na pl& vysporulované kultury jednotlivych nativnich knien
hub v Petriho miskach na PDA, kde byli exponovdhvasin

do kazdé kralsky bylo umiséno 10 zivych o3éenych brouk, kontrola bez
oSeteni

bylo piipraveno celkem 16 variant, ve 2 opakovanich paul&a variantu:
Kontrola(1)

KmenyB. bassiang2) NP 0004; (3) NP 0005; (4) NP 0006; (5) NP QQ@By

NP 0008; (7) NP 0009; (8) NP 0010; (9) NPDQQ0) NP 0002; (11) NP 0003;
(12) 1101

KmenyL. lecanii(13) NP 0098; (14) NP 0066

Kmenyl. fumosorosedl15) NP 0038; (16) NP 0019

byla vytvarena 1 varianta (17) o 2 opakovanich s kmeienbassianal 101
podle vySe popsaného postupu, odliSnostispta v tom, Ze na dno kraty
nebyla umisini kara (5x5 cm) v celku, ale byla rozdrcena

pokus byl vyhodnocovan 144, 168, 192 a 216 h pozeali — jiz pi prvnim
vyhodnoceni byla &a ,rozebrana“ a bylo zohledno to, zda se brouci
nachézeji v &e ¢i mimo kiru; brouci ponechéni nadéle ve stejné arée iz
bez kiry
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b) Druhacast pokusu

postup pi zakladani pokusu byl stejny jako v prwdisti

bylo piipraveno 10 variant ve 3 opakovanich pro kazdoiawar:

Kontrola (1)

KmenyB. bassiang2) NP 0022; (3) NP 0026; (4) NP 0027; (5) NP 0053;
NP 0029; (7) NP 0030; (8) NP 0031; (9) I 101

KmenB.brongniartii (10) NP 0064

pokus byl vyhodnocovan 144 h po zaloZeni pokusiuyyhodnoceni byla kra
.,fozebrana“ a bylo zohle@no to, zda se brouci nachazejit¥dci mimo karu;

brouci ponechani nadale ve stejné &réxe jiz bez kry
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Tab. 8.: Porovnani virulence vybranych kmer endemickych druhi B. bassiana,
L. lecanii al. fumosorosea na dosglcich lykozrouta smrkového, prvniéast

Druh Cas Mrtvi Infikovani Kumulovana
entomopatogen-vyhodnoceni (h) (%) (%) mortalita (%)
ni houby/kmen

Kontrola 144 5 0 5
168 10 0 10
192 15 0 15
216 20 0 20
Bba/NP0001 144 35 65 100
168 5 95 100
192 0 100 100
216 0 100 100
Bba/NP0002 144 35 65 100
168 10 90 100
192 5 95 100
216 0 100 100
Bba/NP0003 144 15 85 100
168 5 95 100
192 5 95 100
216 0 100 100
Bba/NP0004 144 35 65 100
168 10 90 100
192 5 95 100
216 5 95 100
Bba/NP0005 144 30 70 100
168 15 85 100
192 5 95 100
216 0 100 100
144 50 50 100
Bba/NP0006 168 5 95 100
192 5 95 100
216 5 95 100
Bba/NP0007 144 30 70 100
168 5 95 100
192 5 95 100
216 5 95 100
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Druh Cas Mrtvi Infikovani Kumulovana
entomopatogen-vyhodnoceni (h) (%) (%) mortalita (%)
ni houby/kmen

Bba/NP0O008 144 35 65 100
168 15 85 100

192 15 85 100

216 0 100 100

Bba/NP0O009 144 40 60 100
168 0 100 100

192 0 100 100

216 0 100 100

Bba/NP0010 144 50 50 100
168 5 95 100

192 0 100 100

216 0 100 100

Bba/ | 101 144 70 30 100
168 10 90 100

192 0 100 100

216 0 100 100

Lle/NP 0098 144 70 0 70
168 45 30 75

192 50 35 85

216 55 35 90

Lle/NP 0066 144 10 90 100
168 5 95 100

192 0 100 100

216 0 100 100

Ifr/NP 0038 144 35 65 100
168 5 95 100

192 5 95 100

216 5 95 100

Ifr/NP 0019 144 15 85 100
168 0 100 100

192 0 100 100

216 0 100 100
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Druh Cas Mrtvi Infikovani Kumulovana
entomopatogen-vyhodnoceni (h) (%) (%) mortalita (%)
ni houby/kmen

Bba/ | 101 144 10 90 100
(drt) 168 0 100 100
192 0 100 100

216 0 100 100

Graf 13.: Porovnanidinnosti jednotlivych kmei entomopatogenni houl;, bassiana

na dosplce Ips typographud44 h od zaloZeni pokusu
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Graf 14.: Porovnanidinnosti entomopatogenni houhylecaniina dosplce Ips
typographusl44 h od zaloZeni pokusu
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Graf 15.: Porovnanidinnosti entomopatogenni houbyfumosoroseaa dosplce Ips
typographus 144 h od zaloZeni pokusu
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Tab. 9.: Porovnani virulence vybranych kmer endemickych druhi B. bassiana, L.

lecanii al. fumosorosea na dosglcich lykoZrouta smrkového po 144 h, prvniast

Zivaimaga Mrtvaimaga Infikovana Mortalita
Pocet (%) (%) iméga (%) (%)
Druh Kmen imdg kdra mimo kira mimo kdra mimo Celkem kara

Kontrola - 20 30 65 5 0 0 0 5 0

B. bassiana NP 0001 20 0 0 5 30 20 45 100 25
B. bassiana NP 0002 20 0 0 20 15 40 25 100 60
B. bassiana NP 0003 20 0 0 15 0 30 55 100 45
B. bassiana NP 0004 20 0 0 20 15 40 25 100 60
B. bassiana NP 0005 20 0 0 20 10 45 25 100 65
B. bassiana NP 0006 20 0 0 10 40 15 35 100 25
B. bassiana NP 0007 20 0 0 10 20 30 40 100 40
B. bassiana NP 0008 20 0 0 15 20 20 45 100 35
B. bassiana NP 0009 20 0 0 30 10 20 40 100 50
B. bassiana NP 0010 20 0 0 15 35 10 40 100 25
B. bassiana 1101 20 0 0 20 50 10 20 100 30
L. lecanii NP 0098 20 25 5 20 50 0 0 70 20

L. lecanii NP 0066 20 0 0 5 5 5 85 100 10

I. fumosorosea NP 0038 20 0 0 15 20 25 40 100 40
I. fumosorosea NP 0019 20 0 0 15 0 25 60 100 40

T

Graf 16.: Porovnanidin

nosti jednotlivych kmei entomopatogenni houl; bassiana

na dosplce Ips typographud.44 h od zaloZeni pokusu (zuwgsosuzovana mortalita a

infekce v Kife a mimo kiru)
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Graf 17.: Porovnanidinnosti entomopatogenni houhylecaniial. fumosoroseaa
dosglce Ipstypographus 144 h od zalozZeni pokusu
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B Mrtvd imaga v kafe @ Mrtva imaga mimo karu & Infikovana iméaga v kare B Infikovana imaga mimo karu ‘

Zhodnoceni pokusu tast:

Po vystaveni dosjru Ips typographusiinkim plrné vysporulovanych kmen
entomopatogenni houl®. bassianakmeny NP 0001-NP 0010; | 101), byla 144 h od
zaloZzeni pokusu zji&a 100% mortalita u vSech variant (z toho 25-65%rtatita
v kaie), oproti 5% mortali kontrolnich dosgca. Viditeln¢ infikovanych bylo 50-70%
dosglci, krome oSeteni kmenem NP 0003 a | 101. Dékp oSeteni kmenem NP
0003 byli z 85% viditels infikovani. Dosglci oSeteni kmenem | 101, kdytka ve
vihké komirce byla ponechana v celku, byli viditélmfikovani pouze z 30%, zatimco
dosglci oSeteni stejnym kmenem patogena, ale do vihkéikasnbyla dana rozdrcena
kara, byli viditelrg infikovani z 90%. Hodnota dosleu, kteri byli viditelné infikovani a
nachazeli se vike, se pohybovala mezi 10 a 45%. Po 216 h od zdl@tkusu bylo
zjisténo 85-100% viditeld infikovanych jediné.

Dosgelci, vystaveni dinkim entomopatogenni houbyl. fumosorosea
vykazovali 144 h od zaloZeni pokusu 100% mortglittioho 40% mortalita vike). U
kmene NP 0038 bylo viditetninfikovano 65% dosfict, zatimco u kmene NP 0019,
bylo infikovano 85% dosfic, z toho bylo zji&no 25% viditel® infikovanych
dosglcu v kafe u obou kmein Hodnota viditels infikovanych dosglci, dosahla 216 h
po oSeteni u kmene NP 0038 95%, u kmene NP 0018 pak 100%
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U dosglcu, ktei byli exponovani entomopatogenni houlladecanii byla 144
h po zaloZeni pokusu zj@&ta 100% mortalita u kmene NP 0066 (z toho 5% mitatal
v kaie), u kmene NP 0098 pak 70% mortalita (z toho 208ftalita v kire). Viditeln
infikovano kmenem NP 0066 bylo 90% déki, z toho 5% viditelt infikovanych
dosglct v kife. U dosplct oSetenych kmenem NP 0098 nebyla zjit viditelna
infekce. Po 216 h bylo viditetninfikovano 100% dosfici kmenem NP 0066, kmenem
NP 0098 pak 35% dosjz?.

Tab. 10.: Porovnani virulence vybranych kmeii entomopatogenni houbyB.

bassiana na dosglcich lykozrouta smrkoveho po 144 h, druh&ast

. 3 Mrtva Infikovana Mortalita
Druh kmen FPOCe_ Ziva (%) (%) (%) (%)

imag - - - — ,

kira mimo kira mimo klra mimo celkem kdra infikovana

Kontrola - 20 75 0 0 15 0 10 25 0,0 10,00
B.

bassiana NP 0022 30 0 0 3,33 3,33 33,33 60 100 36,67 93,33
B.

bassiana NP 0026 30 0 0 3,33 3,33 46,67 46,67 100 50,0 93,33
B.

bassiana NP 0027 30 0 0 6,67 3,33 26,67 63,33 100 33,33 90,00
B.

bassiana NP 0028 30 0 0 6,67 6,67 33,33 53,33 100 40,0 86,67
B.

bassiana NP 0029 30 0 0 10 3,33 33,33 53,33 100 43,33 86,67
B.

bassiana NP 0030 30 0 0 3,33 3,33 63,33 30 100 66,67 93,33
B.

bassiana NP 0031 29 0 0 6,89 10,34 41,37 41,37 100 48,33 82,76
B.

brongniartii NP 0064 30 0 0 6,67 36,67 20 36,67 100 26,67 56,67
B.

bassiana 1101 30 0 0 3,33 0 36,67 60 100 40,0 96,67
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Graf 18.: Porovnanidinnosti jednotlivych kmein entomopatogenni houl3. bassianaa
B.brongniartiina dosplce Ips typographud.44 h od zaloZeni pokusu (zwgfosuzovana

mortalita a infekce vike a mimo kiru)

100

o8
<

o)
<

IN
<

Mortalita (%)

N
<

I
- AN
Bba/NP 0028 ..m
I N N
Bpa/NP 0030 HRRIRHIRIRRN
I N N
AN

Bba/NP 0029

AN I Y

SN
RN

2

Bba/NP 0026
Bba/NP 0027
Bbr/NP 0064

Bba/l 101

Druh entomopatogenni houby/kmen

B Mrtvd iméaga v kafe @ Mrtva iméaga mimo kdru & Infikovana iméga v kare B Infikovana imaga mimo karu

Hodnoty uvedeny v tabulce 10.

Zhodnoceni pokusu 2ast:

Po vystaveni dosicu Ips typographus(cinkim plné vysporulovanych
kmeni entomopatogenni houl®. bassianakmeny NP 0022; NP 0026 - NP 0031; |
101) aB. brongniartii(NP 0064) byla 144 h od zaloZeni pokusu &jiat100% mortalita
u vSech variant (ztoho 8. bassiana33,33-66,67% a uB. brongniartii 26,67%
mortalita v Kife), oproti 25% mortakt u kontrolnich dosfici, u nichz se projevila
piirodni kontaminace patogenem v 10%. Mnozstvi &odp kteti byli viditelné
inflkovani patogenem, se pohybovalo vrozmezi 83G67% u oSéeni
entomopatogenni houbdsL. bassianapo oSateni B. brongniartii kmenem NP 0064,

byli viditeln¢ infikovani jedinci zjis¢ni v 56,67%.
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6. DISKUSE A ZAVER

Studium vlivu entomopatogenni houlBeauveria bassiangroti lykozZroutu
smrkovému je doposud malo prozkoumanou problematis@amuz odpovida zatreni
literarniho pehledu a mozZnost porovnani vyslédk dive uvedenymi pracemi jinych
autof.

Pokus¢. 1 obsahoval dv¢asti. V prvni i druh&ésti Slo o owieni Einnosti
praskového biopreparatu s nutritivni slozkou (kenieee konidii 1x10g) a suspenze
(koncentrace konidii 1xI0ml) entomopatogenni hout®. bassianalkmen | 101) na
dosglce lykoZrouta smrkového. Rozdil sfpeal v tom, Ze v prvnéasti byla jako aréna
pro inkubaci pouzita vihka koinka (Petriho miska), do niz byl vioZzen pouze vihky
filtra¢ni papir, kdezto pro druhotast byla je&t navic do vihké korirky vloZena
vysterilizovana smrkovaika. Po 168 h od zalozeni pokusu dosahla mortadismttn
Vv prvni ¢asti pokusu 99 a 100%, u kontrolnich diep pak 94%. Viditel® infikovani
jedinci nebyli po oSééni v tétocasti pokusu zjigni, pouze se projevilaipodni
kontaminace ve variaht2 (Superkontrola). Ve variahtl (Kontrola), tak i ve
variantach, kdy byli dosiici oSeteni, se ve velké ¢ na nejmé# sklerotizovanych
¢astech kutikuly dosicu, realizovaly kvasinky. Ve druhéasti pokusu (do vihké
komirky vioZzena smrkovatka) doSlo po 168 h k 100% mortélive variant 2 (na
Petriho misku byl v tenké vrshwnasypan biopreparat, po kterém brouci 3@intezIi),
ve varian¢ 3 (brouci pongéeni 3 vtéiny v suspenzi) mortalita dosahla 96%. U
kontrolnich dosgicu byla zjiS€na 78% mortalita. Viditelna infekce da$pi byla
zjiSttna u varianty 2 a to 76%, ale také seftoprojevila girodni kontaminace
u kontrolnich dosfici (4%). U kontrolnich dosibct, tak i u dosplca ve variant 3 se
opét na nejmeéa sklerotizovanychtastech kutikuly brouk realizovaly kvasinky. Tento
pokus byl extréem dalezity, pro dalSi optimalizaci biotestu. Ukazalg e Petriho
miska (ptimér 9 cm) je nevhodnou inkubai arénou, jelikoZz dochazi k vyznaswvelké
realizaci kvasinek na mistech nejmensi sklerotizaagkuly dosglci (obsazeni
nejvhodrjSiho mista pro realizaci mycelia entomopatogenaubly). Proto byla
zvolena pro dalSi pokusy na deékych Ips typographusvihka komirka s &tSim
objemem (plastové sterilni kontejnery). Dale bysowzeno, Ze vloZeni sterilni smrkové
kary do vihké koniirky, by mohlo gispét k prirozergjSimu pabéhu inkubace, jelikoz

kara slouzi jako prozené Zivné medium. Poslednim vystupem tohotoupokbyla
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potreba stanovit optimalni dobu pro g@eini vyhodnoceni pokusu, aby i deékp
zavrtani v ke byli zapgitani jiz pri prvnim vyhodnoceni. Jako optimalni doba byl
stanoven 6. den (144 h) od zalozZeni pokusu.

Kreutz et al. (2004) doSel k z&u, Ze ve vihké korirce, do které je vliozen
pouze vlhky filtr&ni papir, je vyznamn vySSi mortalita dosict, nez ve vlhké
komarce, do niz je vloZzena smrkovéirk (@irozené zivné medium). Jeho pokusy
ukazaly, Ze dosiici Ips typographusSeteni namdéenim do suspenzB. bassianao
koncentraci konidii 1x10ml po 3 vtéiny, Zili praimémne 2,5 dne ve vihké kofmce
s filtratnim papirem, zatimco ve vihké kérne, kam byla vloZzena smrkovdrk, Zili
3,6 dne. Viditel infikovani dosglci byli zjisténi 93% ve vihké kortrce, kam byla
vloZena smrkovaika a v 91% ve vihké koance, kde byl pouze filtani papir.

Pti porovnani dinnosti odliSnych metod aplikace bioprepéarahtomopatogenni
houby B. bassiangkmen | 101) na dosjre lykoZrouta smrkovéhtps typographus
v pokusu¢. 3, se jako neffinnéjSi aplikatni metoda jevila varianta 3 (brouci dani do
falkonky s biopreparatem o koncentraci konidii 1%¥40 nutritivni + inertni slozka;
poté byli protepani) a varianta 5 (brouci paeai 3 vtéiny v suspenzi o koncentraci
konidii 1x10/ml), které vykazovaly 144 h od ofeni 94% mortalitu dosfci, z toho
40% dosplcia viditeln¢ infikovanych u varianty 3 a 38% dadpi viditelne
infikovanych u varianty 5. lip dalSich vyhodnocenich (192, 216 a 240 h) se hiydno
mortality a hodnoty viditelinfikovanych dosplcu Ips typographusénei shodovaly. |
kdyZz se zprvu zdalo, Ze u varianty 3 byli dédsp obaleni iliS silnou vrstvou
biopreparatu, ktery by mohl #épobit ucpéni tracheji. Brouci vSak #Znau c¢ast
biopreparatu uchyceného na povrchu kutikuliynasledném vypu&ni ztrati g zavrtu
do kiary. Kreutz et al (2004) se zabyval vlivem konceograkonidii patogends.
bassianana dosplce lykozrouta smrkoveho a doSel k 2zay Ze brouci ktg byli
vystaveni koncentraci 1xiQnamaeni v suspenzi) vykazovali po 7 dnech 100%
mortalitu a mykéza se projevila z 99%. D#isp vystaveni koncentraci 1x10
vykazovali 93% mortalitu a viditethinfikovano bylo 92%B. bassianamize byt za
idealnich podminek vysoce efektivnim patogenemiii rpzSich koncentracich. K
obdobnym vysledkm doSel také Doberski (1981a), ktery testoval Bivbassianana
S. scolytuskdy pouZil koncentraclx1( - 1x1@. U varianty 6 (suspenze o koncentraci
konidii 1x1d/ml aplikovana nagtkanim na svrchni stranuity) byla zjis&na mortalita
po 144 h 34%, z tohoto mnozstvi byla pouze 2% &osiditeln¢ infikovana. Po 240

h od zaloZeni pokusu dosahla mortalita @tp hodnoty 94%, a z tohoto mnoZstvi
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bylo 62% dosplcu viditelné infikovanych. Tato metoda se ukazala v laboratbrni
podminkach jako nejmérefektivni, & jiz co do mortality dosficii, ale také do piu
viditelné infekce dosficu Ips typographus

V pokusuc¢. 4, kdy byly porovnavany odlisné aplikace prasSkmvéiopreparatu
na bazi entomopatogenni houBybassiana koncentraci konidii 1x£fy (nutritivni +
inertni slozka) proti dosfctim Ips typographusnebyl zjiS€n vyznamny rozdil mezi
obé¢ma aplikacemi (varianta 2 - brouci dani do falkor&kprotepani, varianta 3 -tka
rovnonerné poprasena biopreparatem). Po 144 h vykazovalidiigportalitu 60% ve
variang 2, ve variant 3 pak 61,7%, oproti 15% u kontrolnich jedindnfekce byla
pozorovana v 18,3%, respektive 16,7%.

Porovnani virulence vybranych kmerendemickych drul B. bassiana, L.
lecanii a I. fumosoroseana dosplicich lykozZzrouta smrkového (pokus5 prvnicast)
prokazalo, Ze virulence je specifickym rysem kabd&mene. Po 144 h od zaloZeni
pokusu vykazovaly vSechny kmem; bassianal00% mortalitu, viditeld infikovani
jedinci byli pozorovani z 30-85%. Je zajimave, Zaek | 101 zpsobil viditelnou
infekci z 30% u dosfici, kdy byla do vihké korirky vioZzena kra v celku, zatimco
dosglci, kdy byla do vihké korrky dana rozdrcenatka, byli viditelrg infikovani
z 90%.

Hlavnim vysledkem této prace je postup standardbibi@stu:

Z&kladem biotestu jeffprava vhodnych vihkych kotinek. Pro pateby biotestu
se jako nejvhod¥Si aréna jevi sterilni plastové kontejnery s vihkmuntinou na ds.
DalSim krokem je vloZzeni standardniho ¢o imag na sterilni smrkovou uku
v kontejneru, ktera slouzi jakofippzené zivné meédium po dobu inkubaceild@h
jednotlivych pokus ukazal, Ze nejvhodfsi termin pdateiniho vyhodnoceni je 144 h

od paatku pokusu, nasledujici vyhodnoceni je prén@dl68, 192 a 216 h.

57



7. SEZNAM LITERATURY

Ambethgar, V., 2002 Exploitation of entomogenous fungi in biologicaintrol of corp
pests. In: Upadhyay, R. K.; Mukerji, K. G.; ChabB. P., editors. Biocontrol
Potential and Its Exploitation in Sustainable Agliare. Springer, 2: 39-56.

Benz, G., 1987 Environment. In: Epizootioloy of insect diseasEaxa, J.R.; Tanada,
Y., editors.Wiley-Interscience, s. 177-214.

Boucias, D.G.; Pendland, J.C.; Latge, J.P., 1988onspecific factors involved in
attachment of entomopathogenic Deuteromycetes $b ingect cuticule. Appl.
Environ. Mikrobiology, 54: 1795-1805.

Boucias, D.G.; Pendland, J.C., 1998Principles of insect pathology. MA: Kluwer
Academic Publishers, Boston, s. 321-359.

Broome, J.R.; Sikorowsky, P.P.; Norment, B.R., 1976 An mechanism of
pathogenicity of Beauveria bassiana on larve ofitmpgorted fire antSolenopsis
richteri. J. Invert. Patology, 28: 87-91.

Broza, M.; Perena, R.M.; Stimac, J.L., 2001 The nonsusceptibility of soall
Collembola to insect pathogens and their potergglscavengers of microbial
pesticides. Pedobiologia, 45: 523-534.

Butt, T.M., 2002 Use of Entomogenous Fungi for the Control of dhseests. In:
Kempken, F.; Esser, K; Bennett, J.W., editors. @égtural Applications:
A Comprehensive Treatise on Fungi as Experimenyaitegns for Basic and
Applied Research. Springer, s. 111-134.

Butt, T.M.; Goettel, M.S., 2000 Bioassays of entomogenous fungi. In: Navon, A.;
Ascher, K.R.S., editors. Bioassays of EntomopathmgeMicrobes and
Nematodes. CAB publishing, UK, s. 141-197.

Curn, V.; Stojanova, D.; Landa, Z., 1997 Substrates induced production of
amylolytic and celuloytic enzymes iRaecilomyces fumosoroseusbornik JU,
Zemsdglské fakulta Ceskych Budjovicich, fada fytotechnické, 2, XIV: 63-65.

Dirlbekova, O., 1991 Biologické zdroje pro nechemickou ochranu rostlin
(.DeuteromycetesBeauveria bassianfBals.] Vuill.). UVTIZ, Praha, 52 s.

Doberski, J.W., 1981aComparative laboratory studies onthree fungai@gens of the

elm bark beetle Scolytus scolytus: pathogenicity Béauveria bassiana

58



Metarhizium anisopliaeand Paecilomyces farinosu® larvae and adults db.
scolytus J. Invert. Patholgy, 37: 188—-194.

Doberski, J.W., 1981b Comparative laboratory studies on three fungahggens of
the elm bark beetl&colytus scolytuseffect or temperature and humidity on
infection by Beauveria bassianaMetarhizium anisopliaeand Paecilomyces
farinosus J. Invert. Patholgy, 37: 195-200.

Donovan-Peluso, M.; Wasti, S.S.; Hartmann, G.C., B: Safety of entomogenous
fungi to vertebrate hosts. Applied Entomology amldgy, 15: 498-499.

Driver, F.; Milner, R.J.; Trueman, JW.H., 2000 A taxonomic revision of
Metarhizium based on a phylogenetic analysis of a DNA sequet&ta.
Mycological Research, 104: 134-150.

Eilenberg, J.; Hajek, A.; Lomer, C., 2001 Suggestions for unifying the terminology
in biological control. BioControl, 46: 387-400.

Eilenberg, J.; Meadow, R. 2002Fungal biological control of brassica root flieslia
radicum and Delia floralis. In: Upadhyay, R.K., editor. Advance in Microbial
Control Insect Pests. Kluwer Academic/ Plenum Rhigiis, New York, s. 181-
191.

Fargues, J.; Goettel, M.S.; Smits, N.; Ouedraogo, .A Vidal, C.; Lacey, L.A;
Lomer, C.J.; Rougier, M., 1996 Variability in susceptibility to simulated
sunlight of conidia among isolates of entomopathageHyphomycetes.
Mycopathologia, 135: 171-181.

Feng, M.G.; Poprawski, T.J.; Khachatourians, G.G.,1994 Production, Formulation
and Application of the Entomopathogenic Fun@eauveria bassianéor Insect
control: Current Status. Biocontrol Science andhhetogy, 4: 3-34

Feng, Z.; Carruthers, R.l.; Roberts, D.W.; Robson,D.S., 1985 Age-specificdose-
mortality effects ofBeauveria bassian@an the European porn bordédstrinia
nubilalis. Journal of Invertebrate Patology, 46: 259-264.

Fransen, J.J., 1987 Aschersonia aleyrodis as a microbial control agérgreenhouse
whitefly. Ph.D. Thesis, Agricultural University aVageningen, Department of
Entomology, 167 s.

Fuchs, G., 1915Die Naturgeschichte der Nematoden und einigeeaardParasiten 1.
deslps typographud.. 2. desHylobius abietisL. Zool. Jb., Abt. Syst., 38: 109-
222.

59



Funke, W.; Petershagen, M., 1994Zur Flugaktivitat von Borkenk&fern. Jahresber.
Naturw. Ver. Wuppertal, 47: 5-10.

Gardner, W.A.; Sutton, R.M.; Noblet, R., 1977 Persistence oBeauveria bassiana
Nomuraea rileyiandNosema necatrion soybean foliace. Environ. Entomology,
6: 616-618.

Gilespie, A.T.; Moorhouse, E.R., 1988 The use of fungi to control pest sof
agricultural and horticultural importace. In: Whg@.M.; Lumsden, R.D., editors.
Biotechnology of Fungi for Improwing Plant Growtliambridge University
Press, s. 55-84.

Glare, T.R., 2004 Biotechnological potential of entomopathogeniadu In: Arora,
D.K., editor. Fungal Biotechnology in Agriculturakood, and Environmental
Applications, Mycology Series, Marcel Dekker, NY.,: Z9-90.

Goettel, M.S., 1995 The utility of bioassays in the risk assessment of
entomopathogenic fungi. Biotechnology Risk Assesem&SEPA/USDA,
Environment Canada, Agriculture and Agri-Food Candtoceedings of the
Biotechnology Risk Assessment Symposium, Pensadéla, University of
Maryland Biotechnology Institute College Park, MD2-7.

Goettel, M.S.; Poprawsky, T.Y.; Vandenberg, J.D.; I, Z.; Roberts, D.W., 1990
Safety to nontarget invertebrates of fungal biogmragents. In: Laird, M.; Lacey,
L.A.; Davidson, E.W., editors. Safety of Microbiklsectitides.CRC Press Boca
Raton, FL, s. 209-232.

Goettel, M.S.; Hajek, A.E.; Stel, J.P.; Hans, H.C., 2001Safety of fungal biocontrol
agents. In: Butt, T.M.; Jackson,C.; Magan, N.,@dit Fungi as biocontrol agents:
progress, problems and potential. Wallingford: CiAErnational, s. 347-376.

Goettel, M.S.; Jaronski, S.T., 1997 Safety and registration of microbial agents for
control of grasshoppers and locusts. Memoirs of Hmomological Society
Canada, 171: 83-99.

Gottwald, T.R.; Tedders, W.L., 1982 Studies on konidia repase by entomogenous
fungi Beauveria bassianaand Metarhizium anisopliae (Deuteromycotina:
Hypomycetes) on pecan weevil larve (Coleoptera:c@ionidae) in the soil.
Environ. Entomology, 13: 557-560.

Hajek, A.E.; Butler, L., 2000 Predicting the host range of entomopathogenigifun
P.A. Follett, P.A.; Duan, J.J., editors. Non-targdéftects of Biological Control.
Kluwer, Dordrecht, Netherlands, s. 263-276.

60



Hall, R.A., 1985 Whitefly control with fungi. In: Hussey, N.W., 8ges, N., editor.
Biological pest control - the glasshouse experier@@ernell University Press,
Ithaca, New York, s. 116-118.

Hallsworth, J. E.; Magan, N., 1999 Water and temperature relations of growth of the
entomogenous fungi Beauveria bassiana Metarhizium anisopliae and
Paecilomyces farinosugournal of Invertebrate Patology, 74: 261-266.

Hulcr, J., 2001 Prirozeni regulatd lykozrouta smrkoveéholgs typographud..) na
Sumay; bakald&ska dipl. prace, Biologicka fakulta Jiteké univerzity WCeskych
Budgjovicich.

Hulcr, J., 2004 LykoZrout v lese z pohledu entomologa. Lesnickéce,asopis pro
lesnickou ¥du a praxi, (83), 4.

Hung, S.Y.; Boucias, D. G., 1992Influence ofBeauveria bassian@an the cellular
defense response of the beet armyw@podoptera exigual. Invert. Patology,
60: 152-158.

Johnson, D.L.; Smits, J.E.; Jaronski, S.T.; WeaverD.K., 2002 Assessment of
health and growth of ring-necked pheasants follgn@ensumption of infected
insects or conidia of entomopathogenic funiletarhizium anisopliaevar.
acridum andBeauveria bassiandrom Madagascar and North America. Journal of
Toxicology and Environmental Health, Part A, 654312162.

Jones, K.D., 1994 Aspects of the biology and biological controltbé European corn
borer in North Carolina, PhD thesis, North Carol®tate University, Raleigh,
North Carolina.

Kirschner, R., 2001 Diversity of filamentous fungi in bark beetle Igales in central
Europe. In: Misra, J.K.; Horn, B.W., editors. Trizhycetes and other fungal
groups: Professor Robert W. Lichtwardt commemonatiolume. Enfield,
NewHampshire: Science Publishers Inc., s. 175-196.

Kopp, U., 1988 Analyse der Uberlebensrate der Blastosporen ®Bmauveria
brongniarti (Sacc.) Petch nach einer Waldrandbehandlung mieliopter.
Diplomarbeit ETHZ, 42 s.

Kreutz, J., 2002 Moglichkeiten einer biologischen Bekampfung desruckersips
typographud.. (Col., Scolytidae), mit insektenpathogenen éhlzn Kombination

mit Pheromonfallen. Dissertation, Universitit desu®ndes, Saarbriicken, 189 s.

61



Kreutz, J.; Vaupel, O.; Zimmerman, G., 2004 Efficacy of Beauveria bassian
(Bals.) Vuill. against the spruce bark beetfes typographud.. in the laboratory
under various conditions. Journal of Applied Entéogy, 128: 384-389.

Kula, E.; Zabecki, W., 1999 Houbovi patogeni ovlitji vyskyt kambioxylofag na
smrku. Lesnicka praceéasopis pro lesnickowdu a praxi, (78), 5.

Landa Z.; Hornak P.; Osborne L. S.; Novdkova A.; Bursovid E., 200
Entomogenous fungi associated with spruce barkleodps typographusL.
(Coleoptera, Scolytidae) in the Bohemian ForestaSbabreta, 6: 259-272.

Landa, Z., 1994 Entomopatogeni houby v biologické ochfarostilin (habilit&ni
prace). ZF JUCeské Budjovice, s. 14-15.

Landa, Z.; Kienova, Z.; Oldfich, V., 2007 Vyuziti houby Beauveria bassiana
ochrare proti lykozZroutu smrkovému. Lesnicka prac¢asopis pro lesnickoucdu
a praxi, (86), 10.

Leckie, B.M., 2002 Effect of Beauveria bassianamycelia and metabolites
incorporated into tomato plants using PRC and NIS.thesis, The University of
Tennessee, Knoxville, Tenesse.

Leland, J.E., 2001 Environmental-Stress Tolerant Formulations Mtetarhiziun
anisopliae var. acridum for control of African desert locusS¢histocerca
greraria). Ph.D. Thesis, Virginia Polytechnic Institute aigte, Virginia, 188 s.

Lewis, L.C.; Bing, L.A., 1992 EndophyticBeauveria bassianéBalsamo) Vuillemin in
corn: the influence of the plant growth stage &strinia nubilalis (Hubner).
Biocontrol Science and Technology, 2: 39-47.

Mattanovich, J.; Ehrenhtfer, M.; Vavra, C.; Fuhrer, E., 1999 Zur
Weiterentwicklung eines halbsynthetischen Nahrmmadidiir Ips typographud..
J. Pest. Science, 72: 49-51.

McCoy, C.W.; Samson, R.A.; Boucias, D.G., 198&ntomogenous fungi. In: Ignoffo,
C.M., editor. CRC Handbook of Natural Pesticides;rivbial Insecticides, Part of
Entomogenous Protozoa and fungi, 5: 151-236.

Miuller-Kogler, E., 1965: Pilzkrankheiten bei Insekten. Anwendung zur kjdchen
Schéadlingsbek&dmpfung und Grundlagen der Insektealogle. P. Parey Verlag.,
Berlin, 444 s.

Nierhaus-Wunderwald, D., 1996 Die natlrlichen Gegenspieler der Borkenkéfer.
Sonderdruck Wald und Holz, (74),1: 8-14.

62



Paine, T.D.; Raffa, K.F.; Harrington, T.C., 1997 Interactions among scolytid bark
beetles, their associated fungi, and live hostfeai Ann. Rev. Entomology, 42:
179-206.

Parker, B.L.; Skener, M.; Gouli, V.; Brownbridge, M., 1997 Impact of soll
applications ofBeauveria bassianaand Mariannaea sp on nontarget forest
arthropods. Biological Control, 8: 203-206.

Prazak, R.A., 1997 Laboratory evaluation oBeauveria bassiangBals.) Vuill.
(Deuteromycotina: Hyphomycetes) againgirypodendron lineatum Oliv.
(Coleoptera, Scolytidae). J. Plant Dis. Prot. ¥&B—-465.

Samson, R.A., 1974 Paecilomyces and some allied hyphomycetes. Studie
Mycology, 6: 1-43.

Samson, R.A.; Rombach, M.C., 1985Biology of the fungi Verticillium and
Aschersonialn: Hussey, N.W.; Scopes, N., editors. Biologipatt control — the
glasshouseexperience. Cornell University PresacéthNew York, s. 34-42.

Smith, R.J.; Grula, E.A., 1981 Nutritional requirements for conidial germinatiand
hyphal growth oBeauveria bassianal. Invert. Patology, 37: 222-230.

Vaupel, O.; Zimmermann, G., 1996 Orientierende Versuche zur Kombination von
Pheromonfallen mit dem insektenpathogenen RilaassiangBals.) Vuill. gegen
die Borkenkaferarips typographud.. (Col., Scolytidae). Anz. Schadlingskde.,
Pflanzenschutz, Umweltschutz, 69: 175-179.

Vega, F.E.; Dowd, P.F.; Barter, R.J., 1995Dissemination of microbial agents using
an autoinoculating device and several insect speasevector. Biol. Control, 5:
545-552.

Vestergaard, S.; Cherry, A.; Keller, S.; Goettel, M, 2003 Safety of hyphomycete
fungi as microbial control agents. In: HokkanenMH..; Hajek, A.E., editors.
Environmental impacts of microbial insecticides.r@recht: Kluwer Academic
Publishers, s. 35-62.

Vey, A.; Hoagland, R.; Butt, T.M., 2001 Toxic metabolites of fungal biocontrol
agents. In: Butt, T.M.; Jackson, C.W.; Magan, Mlita@s. Fungi as biocontrol
agents: progress, problems and potential. Wallmyf©GAB International, s. 311-
346.

Vidal, C.; Fargues, J.; Lacey, L.A., 1997 Intraspecific variability ofPaecilomyces
fumosoroseuseffect of temperature on vegetative growth. ¥eth Patology, 70:
18-26.

63



Vilcinskas, A.; Gotz, P., 1999 Parasitic fungi and their interactions with tmsact
immune system. Advances in Parasitology, 43: 263-31

Visser, S.; Parkinson, D.; Hassall, M., 1987Fungi associated witlOnychiurus
subtenuis(Collembola) in an aspen woodland. Canadian Jowh8otany, 65:
635-642.

Wagner, B.L.; Lewis, L.C., 2000 Colonization of corn,Zea mays by the
entomopathogenic  fungusBeauveria bassiana Applied Environmental
Mikrobiology, 66: 3468-3473.

Wegensteiner, R., 1992Untersuchungen zur Wirkung vddeauveriaArten auflps
typographugqCol., Scolytidae). Mitt. Dtsch. Ges. Allg. Angefant. 8: 104-106.

Wegensteiner, R., 1996Laboratory evaluation oBeauveria bassian@Bals.) Vuill.
against the bark beetlelps typographus (L.) (Coleoptera, Scolytidae).
IOBC/WPRS Bulletin, 19: 186-189.

Zimmermann, G., 2007 Review on safety of the entomopathogenic fuBgauveria
bassianaand Beauveria brongniartii Biocontrol Science and Technology, 17:

553-596.

Zumr, V., 1985 Biologie a ekologie lykozrouta smrkovéhdpg typographups
a ochrana protidmu. ACADEMIA, nakladatelst'CSAV, Praha, 105 s.

64



8. GRAFICKE LISTY

Standardni laboratorni biotest

B.bassian&kmen | 101

Ptiprava inokula entomopatogenni houby
B. bassiana

Biopreparat na bazi entomopatogenni houby

Standardni laboratorni biotest probiha ve
sterilnich plastovych kontejnerech s vihkou
buniginou na dg

Zakladem biotestu je vlozeni standardnihétpo
oSetenych imag na gz smrkové #ry
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Dosglec v kiie, porostly entomoafogenni
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