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1. Uvod

Ochrana rostlin f&#d hmyzimi Skdci se v dnesni deébprovadi pevazr pomoci
chemickych latek (pesticid, jejichz pouzivani je vSak z hlediska ochrany sffemli a
bezpeénosti [ manipulaci problematické. U hmyzichiglci postupw vznika rezistence, coz
vede k nutnosti zvySovat davky vyvijet nové @inngjSi chemické latky. ZvySujici se davky
chemickych latek ale iniciuji po t&ité dok® vznik dalSi rezistence i na tyto sijgi pesticidni
latky a kolokkh se znovu opakuje. Bylo prokdzano, Ze proti zvgddvezistence hmyzich
Skidci nejlépe jisobi prostedky na principu biologického boje.

Biologickému boji proti hmyzim Sidcam se ¥nuje obor ochrany rostlin, ozéavany
jako integrovand ochrana. Integrovana ochrana imogtiOR) je soubor vzajendn se
doplhiujicich agrotechnickych, biologickych, chemickychfyzikéalnich metod, které bez
nezadoucich vedlejSich negativnich ekologickycbxikologickych vlivi ve svém komplexu
dlouhodol reguluji populace Skodlivyatiniteli.

Vyznamnou sokasti integrované ochrany rostlin je biologiakast, jejimz zakladem
je bioracionalni fistup, kde neni primarnim pozadavkem vyhubeni $kéhib organismu, ale
pouze regulace hustoty populace danéfiolé Skdce je takovy organismus, kter§i pvém
piemnoZeni na hostitelské rostlimpisobuje fizna poskozeni, a proto by se jeho pognila
hustota nila stale pohybovat pod prahem Skodlivosti. V NPHKO Sumava je povazovan
za nej¥tSiho Skidce lykoZrout smrkovy.

Jednou z moZnosti biologické ochrany rostlin jeAtjuentomopatogennictinitela,
mezi r€z pati entomopatogenni viry, houby, bakterie a hlistiEatomopatogennéinitelé
jsou organismy, které jsou patogenni pro hmyz. \@yrvyuzivani &chto organism stoupa
diky jejich pozitivnim vlastnostemiipmanipulaci, ¥ic¢i ochrargé prostedi a bezpmosti lidi,
naproti tomu jejich nevyhodou je limitovana moznddtribuce a skladovani a také nutnost
synchronizace masového chovu.

Pri zavedeni systému biologické ochrany lesnich pgorde praxe bylo nutné ziskat
informace o entomopatogennich houbachtivopeném lesnim ekosystému presinictvim
monitoringu dané oblasti, v naSerfigacs NP a CHKO Sumava. Pomoci experiniejgme
se pokusili zjistit, zda se nalezené entomopatagdruhy hub daji produkovat veitgim

mnozZstvi a introdukovat zpatky déinmzeného progedi.



Anotace

Vyuziti entomopatogennich organignje jednou z moZznosti biologické ochrany
rostlin, ktera se v dnesni dolpreferuje ped ochranou chemickou. Na polédeckého
vyzkumu se zajem o tyto organismy v poslednichcletgyrazr zvysil, zvlas¢ z toho
duvodu, Ze se s jejich pouzitimieme vyhnout zvySovani davek chemickych latek,teeék
si Skodlivé organismy po &ité dokE vypéstuiji rezistenci. V kazdém ekosystému se nachazeji
Skodlivi ¢initelé a jejich pirozeni nepatelé.

Monitoringem v NP a CHKO Sumava jsme&hprokazat vyskyt entomopatogennich
druhi hub, tedy firozenych nefatel hmyzu. Konkrétnim Skodlivyrsinitelem pro nas byl
lykoZrout smrkovy. Pomoci lokalizace vyskytu entgratogennich hub byly ziskany kmeny
n¢kolika druhi (Beauveria spp, Isaria spp, Metarhizium spp, Lecanicillium spp.), se
kterymi byly provadny pokusy, utujici jejich entomopatogenni potencial. Hodnocenéeki
bylo prova@no stanovenim radialniho tastu a vyEZznosti spor kmeh téchto
entomopatogennich hub. Kmeny byly po provedenydtot@nich pevedeny do formy
alginatovych pelet a ulozeny do mykologické sbiney katedle rostlinné vyroby pro dely
dalSiho zkoumani.

Z monitoringu a néslednych pokugme ziskali cenné informace ¢Zbém vyskytu
hub v prostedi a taktéZ Udaje argdpokladech pro vyuZiti pro integrovanou ochrargtliro
Pro dalSi vyzkum byly pouzity nalezené kmeny hoBbguveria bassianatera podle naleéz
platila za nejvice patogenni houbucv lykozroutu smrkovému a jeji nejvice produktivni
kmeny ( NP 0030, NP 0052) byly dopéilu pravé pro pouZziti v biologickém boji proti
lykoZroutu smrkovému. Zbylé nalezené druhy entortmgennich hub jsou fpdmétem
dalSiho zkoumani na katedrostlinné vyroby Jihteské univerzity.

Annotation

The use of entomopathogenic organisms is oneeopdissibilities of biological plant
protection, which now prefers the protection of themical. In the field of scientific research
with an interest in these organisms in recent yhassincreased significantly, particularly on
the grounds that their use can avoid increasingdthees of chemicals that have harmful
organisms after a period of Wgiuji resistance. In any ecosystem are harmfultagerd their

natural enemies.



By the monitoring Sumava NP and PLA we wanted@mdnstrate the occurrence of
entomopathogenic fungi, the natural enemies ofctsseSpecific harmful factor for us was
spruce bark beetle. Using the location of occumresfeentomopathogenic fungi were obtained
strains of several specieBegauveriaspp.,Isaria spp.,Metarhiziumspp.Lecanicilliumspp.),
Which attempts were made, determining the entonhoganic potential. Rating strains was
carried out by setting radial growth and yield pbses of these strains of entomopathogenic
fungi. Strains were transferred to the testingiedrout forms alginate pellets and stored in
mycology collections in the Department of crop prctibn for the purpose of further
examination.

The monitoring and follow-up experiments we gairatlable information about the
current incidence of fungi in the environment afgbalata on the assumptions for the use of
integrated plant protection. For further researakehbeen used identified fungi Beauveria
bassiana strains, which, according to the findiaggly to most pathogenic sponge against
lykoZroutu smrkovému and its most productive sgaiNP 0030, NP 0052) are currently
recommended for use in the biological fight agagmstice bark beetle. The remaining species
found entomopathogenic fungi are the subject ath&rr examination at the Department of

Plant Production University of South Bohemia.



2. Literarni reSersSe

2.1. NP a CHKO Sumava

Narodni park Sumava je jednim &gi narodnich park rozkladajicich se na tzemi
Ceské republiky. Byl zaloZzen vroce 1991 z rozhodrMinisterstva Zivotniho prosdi
za (telem statni spravy na useku ochratiiyqaly a krajiny, ochrany zetdélskeho mdniho
fondu, myslivosti a ryb&tvi v rozsahu daném zakon&ml114/1992 Sb., O ochramiirody
a krajiny (Anonymus 1).

Od roku 1984 se NP Sumava potyka s problémem wsidgoZrouta smrkového
(Ips typographus Patatkem vyskytu lykoZrouta smrkového byl pgdento rok (1984), kdy
na Sumaw padlo fisobenim victice téngr 171 000 m a v roce 1985 dalsich 355 00G m
dieva. VtémZe roce bylo v Bavorském NP, ktery souse®lP Sumava, ponechano
cca 15 000 rhnezpracovanéhaiidi po wtrné kalamig, odkud se lykoZrout smrkovy roz
na nasSe Uzemi a mnozil se bez jakéhokoli zasaweka. DoSlo k postupnému ridstu
karovcové populace v fibchu & let na "kalamitni" stav, kdy vznikalaikovcova ohniska
a s nimi prudce néstala i poteba asarich zasai ( Hynek a Juha, 2004).

Od roku 2008 se problematikou lykoZrouta smrkovehbyva i Katedra rostlinné

vyroby Zengdglské fakulty Jihdeské univerzity Weskych Budjovicich.

Oblasti se anpienym
vyskytem
kkoZromta smrkového

Obr.&. 2.1. Oblasti NP Sumava s vyskytem lykoZrouta sikového (Kuéera, 2009)



2.2. Morfologie a charakteristika lykoZrouta smrkového

Systematické z#azeni

Trida : Hmyz -Insecta
R&d : Brouci -Coleoptera
Celed’ : Karovcoviti —Scolytidae
Rod : LykozZrout 4ps (De Geer, 1775)
Druh : LykoZrout smrkovy 4ps typographugLinnaeus, 1758)

Obr. ¢&. 2.2.1. Rozpoznavaci znaky lykoZrout(Forst, 1985)

a - lykozrout smrkovy méa na krovkach meziryzi aalbaliku tykadlovou sefetelre prohybanymi Svy; b -
lykoZrout mensi ma meziryzéice tekované a patiku tykadlovou s rovnymi Svy; c, d - zéikdejsou shodné v
poctu ¢ty zoubl, z nichZ fteti je nej¢tsi, e - pohled na imago z boku, Stifegu hrbolkovany, vzadu jedn

teckovany; f - larva; g - kukla na niz jsou patrny #8ry organy dosfice

Morfologie dospelce

LykoZrout smrkovy je asi 4,2 — 5,5 mm veliky broule ¢cervenohgdé zbarven, je
leskly a na svénele ma s¥tle Zluté chloupky, kotetiny a tykadla jsou stlejSi. Tykadla ma
palickovita s lomenym Svem a plochou &upvalnou palikou sloZzenou zefitélanki. Stit je
v predni ¢asti hrbolkaty, v zadndasti jemré teckovany a neobroubeny. Krovky jsou kratké

a vélcovité, wadkach tekované. Mezirddkami teéek jsou hladké mezery. Na okraji zadni
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¢asti krovek ma vyhloubenstyti zoubky, z nichZzieti zoubek shora je neéj&i. Mlady brouk
ma barvu Zlutavou aZz Bdavou a dospivanim tmavne az peduternou (Pfeffer, 1989).

Morfologie vaji¢ka
Vajicko je ovalné, lesklé bilé barvy. Velikostee pohybuje v rozmezi 0,6 — 1,0 mm.
Maji jemnou, ndkkou, piihlednou sk&éapku. V prvnich stadiich embryonalniho vyvoje jsou

bila, pozdji se na povrchu jevi stin zarodku (Pfeffer, 1989).

Morfologie larvy

Larvy lykoZrouta smrkového jsou apodni (beznohé)e az zazloutlé. Hlava je
zahrédla a nepatr urcuje vzhled &la (hemicephalni larvy). Na pevné chitinové latie
schrance maji silnd kusadlagld je obloukovit zakiveno, jelikoz libetni cast €la je
mohutrgji vyvinuta nez¢ast isni. Hbet se sklada zéi €lanka a lisni ¢ast je nélankovana.
Povrch &la larvy je pokryt setlymi brvami. Larva se celkentikrat sviékd a dosfé larva
dosahuje velikosti 5 — 7 mm ( Lekander, 1968 ).

Morfologie kukly

Kukla je volng, Blava a dosahuje velikosti 5 — 6 mm. Tvar kukly regnje Zetelre
tvar dosglého brouka. Na kukle se nachazeji brvy, kteréigtaji Stit a zadek a jemné
hrbolkovité héky, které zdobi svrchndast zadékovych ¢lanki, z nichz posledni, devaty,
nese par sikjSich h&ka miticich do stran, kterymi se kukla opir4 énst kolébky, v niz
odpativa ( Pfeffer, 1989 ).
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2.3. Bionomie lykoZrouta smrkového

Stadium vajgka trva zpravidla 6 — 18 dni ve vegetan obdobi hostitele. Sakia
klade 1 — 2 vafka dens®, za cely suj Zivot naklade zhruba 20 — 100 vagk. Mistem
nakladeni vagiek jsou vyhlodané vruby na obou stranach dmatehodby. Sanska je kthem
kladeni vajtek vicekrat oplozovana (Zumr, 1995).

Larvy se lihnou z vajek po 16 — 18 dnech a zaziraji se do lyka.cApa vyZiraji
lyko kolmo na smr mat&né chodby, pozii se tvar ini na vinovity. Larvové chodby
se nikdy nekizuji. V chodlg zanechavaji hidavy trus a zbytky rozdrceného lyka. Délka
vyvoje larev je zavisla na teptotPri optimalni teplot 29°C je ukoréen vyvin larev za tyden,
pri teplog 10°C se prodluZuje na 7 — 8 tyilnpi prezimovani se prodluzuje i naskolik
mesiar (Pfeffer, 1955).

Stadium kukly trva 6 — 17 dn Beéhem vyvoje se kukla nachazi v kuklové kolébce.
Pti lihnuti kukla puka podélnymibetnim Svem a vyléza z nickky, bélavy brouk s tma¥
zbarvenyma é@ma. Brouk vylihly z kukly je tedy zp@itku Elavy, pozdji Zloutne aZz hiadne,
jak mu zpeviuje pokozka. Powr pohlavi vylihlych brouk je v pongru 1 : 1. Vylihli dosplci
jsou sterilni a musi pohla¥rdozrat. Pohlavni dozravani u lykoZrouta trva asi 2 tydny
a pra¥ tehdy se zbarvuje dobda. V tomto obdobi probiha regenarazir a vznika parowit
se vinouci chodba bezipnalki pozeru (Zumr, 1985).

Prezimovani a zmsob Zivota

LykoZrout smrkovy mé& dv generace v roce, jarni a letni pokoleRfezimuje
neiastji pod kirou stromu, a to ve vSech vyvojovych stadiich miwaicka. Dosglci
piedevsim zalézaji podiku porazenych i stojicich stra@mpod Kiru starych sousi, peai,
koreni a do ulomk kuary na zemi. Menséast populace (asi 2 — 6 %) zimuje i v hrabance
(Pfeffer, 1955).

Od konce dubna do &aku kwtna brouci z&inaji vylétat ze svych zimowis
a napadaji dtadnoucici porazené stromy, kde se Zivi lykem. Rojenfiza (i teplo€ kary
¢i hrabanky 14C, @i 20°C je rojeni dost silné a vrcholiip29°C, kdy nastava pro Zivot
lykoZrouta tepelné optimum. Mezi poletujicimi brgukozeznavame dvskupiny, a to brouky
neuplré dosglé, neschopné dosud rozmnoZovani a &piosgElé, schopné svatebniho rojeni.

Prvni létaji vzdy o 1 — 2 tydnyfide nez nastane pravé svatebni rojeni a hrotadi@étavaji
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na okraje odchlipl&€erstvé kiry na pa@ezech, na krajich neoloupanych klad, naizouité
cerstvé vrcholky stroiiy na spodni stranu s#j$ich, na zemi lezicicléerstw odseknutych
vétvi, kde hlodaji sj Gzivny Zir a pohlavé dospivaji. Po 7 — 14 dnech Zzir ukagji

a nalétavaji na kmeny, aby se zde rozmnoZzovalif@?fe 955).

Sameéci se nejprve zavrtavaji do stromu a vyhlodavajilsn komirku. Hlodani
snubni konirky trva 2 — 4 dny. Po vyhloubeni snubni Koky dochazi k lakani sagfek
pomoci sexualniho atraktantu (v§Bek traviciho Ustroji sarilel). Atraktant ¥tSinou givabi
dvé samiky, které vyhledavaji misto zavrtu svym jemnyichem, jehoZidla jsou umistna
v palickach tykadel. Po spéni, které se odbyva ve snubni Kooe, z&nou samiky hlodat
v kiife maténé chodby a brzy klast véka (Pfeffer, 1955).

Z mat&nych chodeb vybihaji chodby larvové, které&iku vedoudsre vedle sebe a
nakonec se oddaluji. Z jedné maté chodby vybiha napravo i nalevo dasgji 10 — 25
larvovych chodeb. U poZzeikvice nez dvou ramennych vybihaji zpravidla larvetédby
pouze na jednu stranu. Celkem vybiha z jednédmatehodby pimérné 100 — 140 larvovych
chodeb. Zp®atku je chodba rovna, pak se vingwtai, avsak zhruba ve smu kolmém na
osu matené chodby. NejdelSi jsou chodby larev, které séhlyyboblize snubni kofrky.

Hustota poZenk na kmeni se odviji od sily lyka a intenzity nalstkozrouta. Nejétsi
hustota pozerk byla zjiS€na v Useku $ednicasti kmene. Neni-li krovec gemnozen, jeho
vyvin je vazan na ku vyvrati smrkovych kmea, které vznikly podzimnimi, zimnimi
i jarnimi vichiicemi nebo séhovymi polomy. Teprveip silném gemnoZeni napada i stromy
zdravé (Pfeffer, 1955).

Charakteristika pozerku

PoZerek je pro lykozrouta velice typicky. Jak uzobyminino, sklada se ze snubni
komarky a chodhiek. Mat&né chodby n¥i od snubni korirky nahoru a ddal, jsou vzdy
svislé a rovné. Jejich délka se liSi podle stupfemnoZeni, P silngjSim vyskytu se délka
zkracuje a objevuji se pozerky jednoramenné. PkZereefastji dvouramenny, tj. jedna
chodba matma mfi smeérem nahoru a druha dol Vyskytuji se alec¢asto i poZerky
tiiramenné, kdy jedna mhijednim smdrem a zbylé d¥ smErem op&nym. PozZerkytyi- az
Sestiramenné jsou jiz mé&nasté.

PoZerky se objevuji zejména na vzrostlych stromsecisilgjSi vrstvou lyka. Emto
poZzadavkm odpovidaji stromy ve diapies 80 let. Pouzeipvelmi silném gemnozeni

napada stromy mladsi se slabsi vrstvou lyka (Rfeffeh5).
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Prvni nalet krovci smeéfuje nefasgji na mista, kde suché&tve koruny pechazeji
ve Wtve zelené. Odtud postupmsazuje lykozrout kmen nahoru a woPri invazi letniho
pokoleni lykoZrouta séasto nalet omezuje pouze na harast kmene, zatimco jeho spodni
cast fistava neporusenaiiPnakem vyskytu je higava df mezi Supinami borky, zavrtové
otvory, roréni pryskyice, Sednuti a postupné Zloutnuti korun, které iggaonim néletu
projevi za 3 tydny. # letnim napadenitstanou stromy ii@s zimu zelené, opadavaiji z nich

zelené jehlice a Zloutnou az nagdPfeffer, 1955).

e =

Obr. ¢. 2.3.1. Tvary pozerk karovca (Forst, 1985)

1 - jednoramenny podélny (lykohub sosno2y)dvou-ramenny podélny (lykoZrout smrkovi); jednoramenny
pri¢ny (kelokaz dubovy), 4 - dvouramenniidny (lykohub jilmovy), 5 - svorkovity (lykohub men&i- vid-
licovity (Iykozrout borovy), 7 - ldzdicovity (lykozZrout vrcholkovy), 8 - podélnvezdicovity (lykozrout mensi), 9

- pri¢né hwezdicovity (lykozrout jedlovy), 10 - ploSny bedgkorohlod jedlovy), 11 - spafay larvovy(lykohub
smrkovy)



2.4. Integrovana ochrana rostlin

Podle FAO (Food and Agriculture Organization of thated Nations) je integrovana
ochrana rostlin systémem regulaetnosti populaci Skodlivyctiniteli, ktery vyuziva vSech
metod regulace ¢thto ciniteli s ohledem na ekologické, ekonomické, toxikologické
a hygienické poZadavky, se zé&em udrzet jejich populace na tolerovatelné UGrovati,
preferovani a &domém vyuZzivani ifirozenych metod regulace jejich poptria hustoty
(Anonymus 2).

Systém integrované ochran rostlin (IOR) se ubiréndv sngry, konvernim a
biointenzivnim. Prioritnim pozadavkem biointenzivi®R je udrZenic¢etnosti populaci
Skidci a suprese vyvoje aréni chorob kulturnich rostlin bez vyuziti syntefick pesticid,
zatimco konvetni IOR akceptuje pouzivanédhto syntetickych latek. Biointenzivni IOR
zahrnuje mj. biologické prastdky a preparaty, a monitoring a identifikaceidii a
zahrnovany nejen metody z&meé vyuzivajici fizné skupiny a druhyipozenych nefatel a
antagonidl, ale i metody bioracionalni, agrotechnick&ppdre i genetické (Landa, 2002).

Sowésti biointenzivniho systému IOR jsou biologické todg ochrany rostlin,
tj. ochrana rostlin prov&ta biologickymi prosedky, a to vyuzivanimipozenych nefatel
Skodlivych ¢initeli nebo antagonistickych organid8mjejimz cilem je regulac&etnosti
populaci Skodlivych ¢initeld na tolerovatelné udrovni — pod prahem Skodlivosti
(http://'www.agromanual.cz/cz/atlas/vykladovy-slid¥biologicka-ochrana-rostlin.html).
Biologicka ochrana lesa je jednou ze sloZek bialogth metod ochrany rostlin. Jedna se
konkrétre o zji¥ovani a evidovani vyskytu Skodlivyemitelt a vzniklych poskozeni, obranu
proti vyvoji, Siteni a pemnoZzeni Skodlivych organism(nag. karovec, vaclavka apod.).
V ramci biologické ochrany lesa jsou také prasraapreventivni opa&eni proti vzniku lesnich
pozaf a mimdadnych okolnosti @trné a sshové kalamity, pemnozeni Skdci apod.)
(Anonymus 3).
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Biologické metody ochrany rostlin jsou zaloZeny n@incipu vyuZivani
entomopatogennich mikroorganigmkteré maji schopnost vyvolat primarni onentmdn
hmyzu. A pra¢ podle pouziti skterého z druth entomopatogennich mikroorgani&nse
piirozené metody regulaceéldna (Anonym 4):
1. Biopreparaty na bazi entomopatogennicki vir
Entomopatogennich vir se pouzivd vice nez 1600 déyhu nichZz byla
prokazana schopnost vyvolat primarni onengdacru vice nez 1000 drah
hmyzu. Pro biologickou ochranu lesa seinapuzivaji polyedrické viry (proti
obal&i dubovému). DalSimi typickymi hostiteli jsou hongg bekyni nebo
Stétconodi, které masao¥ hynou a visi v hroznech na vrcholcicltw, které
jsou potazeny bilou polyedrovou tekutinou z prasklyhousenek. Masové
projevy nakazy se projevuji ve vrcholném obdobidgre, ¥tSinou jiz na
defoliovanych stromech (Weiser, 1966).
Méné béZna je nakaza poxvirem, ktera se vyskytuje u poctaoust

a jinych listorohych brouka vyvolava hynuti larevipd kuklenim. Poxvirus se
vyskytuje i ve gtevnim epitelu dosiych brouki karovce. Nakaza ser@nasi
trusem a pohybem brofilka infikuji se hlava Zluti brouci &srg po vylihnuti,
pii GZzivném Ziru (Pultar, Weiser, 2004).

2. Biopreparaty na bazi entomopatogennich bakterii
Doposud je evidovano vice nez 90 druentomopatogennich bakterii, které
jako entompatogenni vystupuji fakultatévidi obligatorré. NejvyznamujSi
skupinou entomopatogennich diuke rodBacillus spp Zastupce tohoto rodu —
Bacillus thuringiensisse vyuziva gedevSim jako mikrobialni insekticid.
Vyhodou je silna toxicita &i cilovému hmyzu a neposkozovani necilovych
organisni (vcetre ¢loveéka a tSiny girozenych nefatel Skidci). U lesnich
Skidci zatim nezndme ipodni bakterialni nakazu, kterd by je&iinné
redukovala (Weiser, 1966).

3. Biopreparaty na bazi entomopatogennich hlistic
Mezi pouzivané entomopatogenni hlistice fipatad Rhabditida rod
Steinernema sp Heterorhabditis sppZastupci roduSteinernema spsou
v lesnich biotopechdini vSude tam, kde je stalé mnozstvi hmyia¥ivajiciho
v padé, jako jsou larvy pilatek, ponravy, larvy muchnic beouki, nebo

housenky, které se viag¢ kukli. Do chodeb &rovce nepronikaji.
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Steinernema feltia@-ilipjev) napada larvy muchnic, lalokondsnebo
klikorohii. Hodi se pro biologicky boj se &dci v ka‘enovém balu okrasnych
dievin nebo ve Skolkach (Weiser, 1966).

4. Biopreparaty na bazi entomopatogennich hub

Houbovi patogeni se u lesnichudlka rekrutuji z ®kolika skupin. Mezi
neiastji vyuzivané entomopatogenni mikroorganismy fpatouby fadu
Moniliales, Enthomopthorales, Blastocladiales a eaigliales Predni misto
zaujimaji houbyBeauveria bassian@Bals.) aBeauveria brongniarti{Sac.).
Bézrné nachazime houbou napadenérovce pod starSi, siji napadenou
borkou. Preparat se hodi k a&eti housenic pilatek, Skolkového materiélu
a Skidci v korunach strorin (chrousti) nebo vimé (ponravy, lalokonosci,
klikoroh) (Weiser, 1966).

V pudach Skolek se pouziva proti larvam broulMetarhizium
anisopliae proti ¢ervaim Lecanicillium lecanii a proti pilatkdm
a ploskolibetkamlsaria fumosorosea (=Paecilomyces fumosoroseusgaria

farinosa(= P.farinosu$ (Weiser, 1966).
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2.5. Entomopatogenni houby asociované s lykozromesmrkovym

2.5.1. Klasifikace hub

Houby sefadi do tidy Eumycotaa zahrnuji 750 druhz 56 rod, které vystupuji jako
patogenii parazitéélenovai (Chandler a kol., 2000). Nejvientomopatogennictiruhi hub
je zdazeno mezi Zygomycotina (Zygomycetes: Entomophthorales), mAgcotina
(Pyrenomycetes: Spheariales; Laboulbeniomycetesdolldeniales) a Deuteromycotina
(Hyphomycetes: Moniliales).yto skupiny plati za nejvice virulentni kmeny gl hmyzu
a rozt@a (Poinar, 1998).

(Inglis a kol., 2001), které napadaji celdadu druli, rodi, celedi nebo i vysSich
taxonomickych skupin, naproti tomuudeme nalézt mezi entomopatogennimi houbami
vysoce specifické druhy, které se vyskytuji pouaejadnom hostiteli nebo jen nacitém
vyvojovém stadiu daného hostitele (Weiser, 1966).

Entomopatogenni houby parazituji na zastupcichhvi&gdi hmyzu. Nefasgji jsou
parazitické mykozy zjivany na druzich patich doradi ploStice Hemipterg, rovnokidli
(Orthopterg, trasnokidli (Thysanopterp stejnokidli (Homopterd, motyli (Lepidopterd,
brouci Coleoptera a dvoukidli (Diptera). Negastji infikovanym stadiem hmyzu jsou larvy,
piipadre  kukly. Mére casto jsou houbami ifovani dosplci a vajicka hmyzu
(pt. Isaria fumosorosea (=Paecilomyces fumosoroseusgarieillium lecaniii Beauveria

bassiananfikuji vajicka) (Landa, 1998).

2.5.2. Vyvoj entomopatogennich hub

Vyvoj entomopatogennich hub probihd viech stupnich. Prvnim stum je
prichyceni a kiéeni konidii na povrchuéla hostitele, druhym stugm je paraziticka faze
(pronikani do &la hostitele, proliferace), a poslednim stémprje saprofyticka faze (sporulace
a tvorba novych konidif).

K Sireni konidii v prosedi doch&zi pomocickolika mechanizm, nag. vétrem nebo
vodou, kontaktem zdravych jedihs jedinci infikovanymigi tzv. autodiseminaci,ipkteré
dochéazi k §eni nakazy uvnit populace vnitropoputmimi procesy (migrace, kopulace,
kladeni vajéek aj.) (Landa, 1992).
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Houbové onemoemi zpravidla iniciuji vitalni a virulentni konidiechycené nacte
hostitele. Konidie &terych druli hub jsou pro fichyceni na dlo hostitele vybaveny
adhezivnimi substancemi (mucilageny), pomoci ktenygtvéeji pevnou vazbu s kutikulou
hostitele jiz @i prvnim kontaktu, nap Lecanicillium lecanii (Wraight a kol., 1990).
Beauveria bassiana, Isaria fumosorosga Paecilomyces fumosoros¢ua Metarhizium
anisopliaevar. anisopliaeprodukuji suché, sithhydrofobni konidie, které jsoutiphyceny
k povrchu hostitele pomoci elektrostatickych silppdré molekularni interakci mezi latkami,
které jsou ptomny na povrchu konidii a kutikule hostitele (haphemaglutiny,

N — acetylglukosaminy, glykoproteiny, steroly, poidipidy aj.) (Malsam a kol., 2002).

Po gichyceni nadlo hostitele dochazi ke kKiéni a pdateenimu rastu, kdy patogen
vyuZiva svoje zasobni latky (Samson a Rombach, )1988jdive dochazi k vyraznému
zvétSeni kolonie (bobtnani) a ke komplexiégtavis s€ny konidie, po které se &iae tvait
primarni kléek. V ugité fazi nakléeni z&ina primarni kikéek slouZzit jako penetrujici hyfa,
ktera pronikéa doéta hostitele (Boucias a kol., 1988).

Na procesu penetrace se podhiila faktofi, zejména faktory pro&di a pitomnost
inhibi¢nich latek, jako jsou mastné kyseliny nebo melankigré jsou obsazeny v hmyzi
kutikule (Gillespie a kol., 2000). Na povrchéla naklcené konidie penetruji kutikulu
hostitele hyfami fimo, nebo se nejprve rda®taji po povrchu jehoéla. Hyfy profistaji
do €la hostitele prozenymi otvory, mez#éinimi segmenty, nebo aktivni penetraci
konidialniho kltku do €la (Osborne a Landa, 1992).

Po proniknuti do &a hostitele se patogen velice rychle fstéa v €Ini duting, kde
tvori jedno-¢i viceburgéna hyfové &liska (blastospory). Usmrceni hostitele patogenem |
zpusobeno kombinaci &kolika dkja, véetnd potravni deficiente hostitele, invaze patogena
do €Inich tkani hostitele a jejich destrukce (Inglikah., 2001).

Usmrceni hostitele nazfige ukorgeni parazitické faze a &#ek faze saprotrofni.
Po usmrceni hostitele doch&zi k misidni houby na povrch jeheéld, za&atku proliferace.
Na vzdusném myceliu se ttidruktifika¢ni organy, saprotrofni faze k&indplnou sporulaci
(Osborne a Landa, 1992).
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2.5.3. Biotické faktory ovliviiujici u¢innost entomopatogennich hub

U¢innost entomopatogennich hub ovlije v prvéfad patogenita samotné houby.
Patogenita je schopnost patogena vyvolat oneémbanhmyzi populaci a je zavisla na mnoha
faktorech, jako je fyziologie daného hostitele,ifyagie samotné houby a podminkyggiho
prostedi. Entomopatogenni houby maji velice Siroké spekthostitel oproti ostatnim
entomopatogennim mikroorganigém. Hostitelské spektrum je druhbedlisSné (Inglis a kol.,
2001).

Hostitelska rostliny vyznangnovliviuje primo ¢i ne@imo (Einnost hub  produkci
vymeéska, jejichz chemické slozeni a koncentracéuiir zivotnost konidii nebo nachylnost
Skidci k entomopatogennim houbam (Vega a kol., 1997).

DalSimi faktory ovliwujici (€innost entomopatogennich hub jsou nagpopul@&ni
hustota, chovani a bionomie hostitele, vyvojovédista, dostupnost potravy, geneticky

zakladgi stres (Inglis a kol., 2001).

2.5.4. Abiotické faktory ovliviiujici U¢innost entomopatogennich hub

Entomopatogenni houby jsou oviwané fadou abiotickych faktdr, a to jak
pozitivné, tak negativa. K faktorim, které ovliviuji rast a vyvoj entomopatogennich hub,
pati nag. UV z&eni. Ultrafialové z#eni je Skodlivé pro vSechny mikroorganismy
(Inglis a kol., 1995). Toto zé&ni nuze rozhodovat o velmi kratké perzistenci houby
na povrchu rostlin, zejména konidie, hyfoeiska a hyfy vSecliHyphomycetesvliivem UV
z&eni se u konidii, kteréastaly Zivotaschopné, sniZuje rychlostcklni, coz nize byt
nasledkem imého poSkozeni nukleovych kyselin a proigeiabrannou reakci konidii proti
UV z&eni nebo vyuzitim energie na odstianposkozeni vzniklého gnim (Moore a kol.,
1993). Konidie, blastospory a hyfy vSech takdwb, nalezejicich daitdy Hyphomycetes
jsou velmi vnimavé k poskozeni sldnén z&enim, vramci jednotlivych druh
entomopatogennich hub byl pozorovan vyznamny rgidilis a kol., 2001).

DalSim abiotickym faktorem jsou srazky. Kapénky yadohou slouZzit k uvokni
konidii ze substratu a napomahatilesi propaguli.

Jinym ugujicim faktorem je teplota a relativni vzdusna dbk Teplotni omezeni neni
pouze vysledkem okolnich podminek, ale &#m schopnosti mnoha drathmyzu zvysit
svoji télesnou teplotu a tak ovlivnit fipeh infekce. Hmyz mze zvysit svou teplotu néglad

vybérem vhodného iirozeného prosedi (slunné lokality), coz fite mit za nasledek nizsi
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frekvenci onemoani (Inglis a kol., 2001). Pro é8inu entomopatogennich hub jsou
stanoveny teplotni maxima a minimdj jejichZ dosaZeni se zpomaluje a zastavuje vyubj h
(Ekesi a kol., 2007). Optimalni teplotni rozmezd pétSinu Hyphomycetege 20 — 25C, ale
infekce a onemoemi se vyskytuje v SirS8im rozmezi, mezi 15 a°G0. Ri teplotach
presahujicich 3T je snizovan vegetativniist a g 37°C ustava zcela.

Vysoka relativni vihkost nebo volna voda jsou obyean pozadavkem
entomopatogennich hub proddni infel¢nich propaguli a formovani reprodukch Utvat
mimo hostitelsky organismus. VIhkost r@movliviiuje perzistenci aipzivani hub. Vliv
teploty a vilhkosti spolu Uzce korelujegkteré druhy hub mohou tolerovat extrémni teploty
pii vySSi vzduSné vlhkosti nebdipnadné kondenzaci vody, kdy je ztrata vody mitima
(McCoy a kol., 2002).

Piada, ktera je poslednim oviivjicim faktorem, vytvBl pro entomopatogenni houby
optimalni podminky k vyvoji (Ekesi a kol., 2007)agtupci rod Beauveria Metarhizium
a Isaria (Paecilomyces jsou adaptovani naudni prostedi, vykazuji Siroké hostitelské
spektrum v ramci itdy Insecta obyvaji podobné niky a mohou Wi spolg&enstvo.
Lecanicillium je vice spojeno se stanovisti vzdusnymi (Mwan§91). Beauveria bassiana
a Metarhizium anisopliagjsou pongrné slabymi konkurenty vimé, obvykle mizeme
pozorovat relativéi omezeny vegetativniist vychazejici z hostitele usmrcenéhouslddku
mykézy (Gottwald a Tedders, 1984). Jednimivadti mohou byt fungistatické vlastnosti
nesterilni @dy (Warcup, 1965). Nesterilnigni vyluh inhiboval kiéeni a vyvoj zarodsméeho
klicku u entomopatogenni houbBeauveria bassiana Isaria farinosa (Paecilomyces
farinosus). Padni vyluh z nejhlubsi jdni vrstvy nél mensi inhibéni &inky nez vyluh
ziskany z horni vrstvy bohaté na humus a obsahtggt&n¢ rozlozenou organickou hmotu
(Clerk, 1969). Silny antagonistickyciaek nesterilni fpdy ovlivaujici kli¢ivost konidii
Beauveria bassiananiZze byt zfisoben celodadou faktoéi. Jednim z nich e byt nap
produkce ve vo#irozpustnych latekdznou midni houbouwPenicillium urticae které klgivost
B. bassianainhibuji (Lingg, Donaldson, 1981). DalSim druhentZzi® se vyskytujici
saprotrofni houby produkujici metabolity s fungidith (inkem kBeauveria bassiange

houbaAspergillus clavatugMajchrowicz a kol., 1990).
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2.5.5. RodBeauveria

Systematické zazeni
Rie :Fungi
Kmen :Ascomycota
Ttida :Sordariomycetes
Ré&d :Hypocreales- masenkotvaré

Celed : Clavicipitaceae- paliékovicovité

Rod Beauveriazahrnuje gkolik druhi. Mezi nejvyznamgsSimi zastupce tohoto rodu
pati Beauveria bassiana (Balsamo.-Crivelli) Vuillemin (konidie globoidniho
az subgloboidniho tvaru, konidiogenni strukturytivbusté shluky -hrozny), Beauveria
brongniartii (Saccardo) Petch (konidie podlouhlé ¢it§f az cylindrické, konidiogenni
struktury Stihlé, tviici fidké hrozny) aBeauveria tenella(Balsamo.-Crivelli) Vuillemin
(vejcité konidie).

Rod Beauveriatvoii bilé, nazloutlé nebo slalvizové mycelium, které je substratové
a bohat vyvinuté. V dok pIné sporulace se konidie stavaji praskovité gnié. Svrchu je
mycelium bilé nebo krémové, spodni strana je bezZbaxkkteré kmeny maji vigkovity
az vatovity vzhled a vySku mycelia 1 cm (Fassatid@¥9).

Konidiofory jsou tvdeny jednotlivymi fialidami nebo svazk§i shluky fialid. Tvar
fialid je Siroce lahvovity nebo jsou to protahlétévky na vrcholu zGzené v tenkyckk,
na jehoz konci se vytv@ji prvni konidie. Druha konidie vigstad b@&né z kricku pod prvni
konidii. Na konci fialidy vznika &kolikrat lomeny keek, s nejstarSi konidii na vrcholu
(Fassatiova, 1979).

B. bassianaa B. brongniartii pati mezi velice znAmé entomopatogenni houby, které
se celoswtove distribuuji a jsou pouzivany pro biologickou oatugoroti Skodlivému hmyzu
vice nez 100 let. To znamena, Ze po celou tuto dmfy vyrakeny a vyuzivany tuny
houbového materialu obou drfuhMaterial splnil pozadavky pro registraci &kiolika zemich
a je stale Siroce pouzivan pro biologickou ochrddoposud nebyl prokdzan Zzadny vézn
Skodlivy &inek po aplikacig¢chto hub (Zimmermann, 2007).
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Beauveria bassian@Balsamo.-Crivelli) Vuillemin 1912

B. bassiange kosmopolité rozsfeny druh. BzZzr¢ se vyskytuje na mnoha druzich
hmyzu, zejménaéth herbivornich, které jsou alespoasti svého vyvoje vazani naiqu,

a vyvolava jejich onemoeni. Vyskyt na Skdcich kolonizujicich vyhradnnadzemnicast
rostlin je velice ojediély (Weisser, 1966).

Lokality prirozeného vyskytu houbB. bassiangsou v alpinské §d¢, na wesovistich,
raSelinistich, pdach stepniho typu, lesnich a kultivovanyctidgch, navatych piscich
a dunéch, poustniigé a trvale zavodinych pidach (Zimmermann, 2007).

B. bassianabyla izolovana z povrchu a vhili ¢asti rostlin s pouzitim selektivnich
meédii. Ackoli B. bassiananepati bézné mezi vzdusné houby, byla izolovana i ze vzduchu
specialni metodou povrchové kultivace na tekutémémn médiu (Zimmermann, 2007).

Houba byla izolovana i na éthto rddech hmyzu :Lepidoptera, Coleoptera,
Hymenoptera, Homoptera, Diptera, Hemiptera, Ortleogt Siphonaptera, Isoptera,
Thysanoptera, Mantodea, Neuroptera, Dermapterajt@l@me a Embioptera(Zimmermann,
2007)

B. bassianase kZn¢ pouziva k regulaci populaci zawge kukui¢ného Qstrinia
nubialis) (Bruck, Lewis, 2002). Mimo to byl prokazan i emgicky vztah s hostitelskou
rostlinou (kukdtici) diky schopnosti houby vyvolat infekci i u larékodicich uvnit rostliny
(Bing, Lewis, 1991).

Na hmyzu infikovaného houbds. bassiange moZzné pozorovat melantad skvrny
a cerveny pigment. #tomnostéerveného pigmentu je épobena antibiotikem (oosporein)
inhibujicim rist bakterii na substratu kolonizovaném houbou @Fert981).

Infekce hostitele probihd pomoci konidii, kterémkaji do €la hostitele. Zisohi
penetrace je dkolik, mj. pres kutikulu a stigmateper os Ustnim astrojim (Siebeneicher
a kol.,1992)¢i dychacim systémem (Clerk a kol., 1965). Ukndini dutiny tvai ovalné
blastospory, které v dalSi fazi infekceckla patogen vytud husté mycelium, které hostitele
zevnit mumifikuje. Posledni fazi vyvoje je pfmtani hyfovych vlidken na povrch hostitele,
kde se tvéi nove konidie a Zivotni cyklus patogena se opakugeda, 2007).

B. bassiangrodukuje mnoZstvi toxickych latek zahrnujicichipezicin, bassianolide
a oosporein, které jsou pro hmyz smrtelné. Po zatiutostitele rostéasto houba na hostiteli
jako saprotrof a produkované toxiny mohou vystupgiakompetici s ostatnimi organizmy

vyskytujicimi se na mrtvéngle hostitele (Joshi, St.Leger, 1999).
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Optimalni teplota pro{ist a vyvoj Beauveria bassiange v rozmezi 23 — 2€
pri r.v.v. ¢i vihkosti substratu 80 — 100 %. Minimalni teplgieo rist mycelia je 5 — €,
maximalni teplota je 28 — 3T, @i prekrodeni této hranice seist mycelia zastavuje
(Dirlbekova, 1991).

Entomopatogennich vlastnosti houBy bassianase vyuZiva v biologické ochran
proti riznym SkKidcim polnich plodin, v ochran rychlené zeleniny, okrasnych &in
a lesnich poroét V praxi se v ramci Evropydiné pouzivaji pipravky na bazi této houby
V USA jsou registrovany fijpravky Mycotrol® a Botanigard® proti molicim, msic
a tasrenkam na sklenikovych a okrasnych plodinach, a N#s® proti savému hmyzu na
baviné a sklenikovych kulturach. Ve Francii je registrovdipravek se zrikou Ostrinol®
proti zavijei kukuii¢cnému, zatimco Ceské republice byl registrovan pouze jeditipmvek
na baziB. bassiana obchodnim nazvem Boverol®.

Pii testovani pipravku, Kreutz a kol. prokazali, ze v koncentra@x10 konidii/ml
pri teplo& 25°C pripravek Boverol® zfisobuje 99 — 100 % mortalitu infikovanych brduk
Uginnost gpravku se hodnoti podle kriténmimérnéhocasu geziti infikovaného brouka
(median survival time — MST).tPkoncentraci 1,0x10konidii/ml bylo MST 6,1 dne, zatimco
pii koncentracich 1,0xf@ 1,0x16 konidii/ml byl ¢as greZiti brouka vyraz#kratsi (4 — 4,2
dne).

Boverol® obsahuje vzdusSné konidie houBgauveria bassiana plnidlo siloxid.
Distribuuje se ve formulacich suchy popras (C) ngko vodni suspenze pro pikt(WP)
(Hrdy a kol., 1991).

Beauveria brongniartii(Saccardo) Petch 1926

B. brongniartii netva@i v porovnanim sB. bassianatak husté shluky fialid, spiSe byvaji
samotné na konidioforovéem vlaknu. Tvar konidii jeaypdelrg elipsoidni. Velmi ¢asto
se vyskytuje na larvach chrotisparazituje vSak i na jiném hmyzu (Fassatiova9}.97
Hostitelské spektrumB. brongniartii zahrnuje tytotady hmyzu : Heteroptera
(Pentatomidag  Lepidoptera (Hepialus lupulinuy  Coleoptera (Coccinellidag
Chrysomelidae, Plateumaris braccata, Galerucellaeta, Curculionidae, Strophosomus

sus) a HymenoptergZimmermann, 2007).
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Na bézi B. brongniartii jsou ve Svycarsku registrovanyigravky proti larvam
chrousti pouZivanych na pastvinach, s obchodnim nazvem rmgspilz® a Beauveria

Schweizer®.

2.5.6. Rod Isaria (=Paecilomyces)

Systematické zazeni
Rie :Fungi
Kmen :Ascomycota
Trida :Eurotiomycetes
Rad :Eurotiales— plesnivkotvaré

Celed : Trichocomaceae plisiovkovité

Druhy Isaria fumosorosea (=Paecilomyces fumosorosgus (Wize)
A. H. S. Brown & G. Sma Isaria farinosa(= P.farinosu$ (Holmskjold) Friesjsou velice
znameé entomopatogenni houby Siroce pouzivané \émira tropickém pasmu. Zatimco
I. farinosa (= P. farinosu$ byl v minulosti opomijenym entomopatogennim druhem,
I. fumosorosed= P. fumosoroselsiskal v poslednich patnacti letecBhias diky pouziti
proti molicim (Zimmermann, 2008).

VétSina druli hub rodulsaria (=Paecilomyces je saprotrofnich, avSakeékteré
mohou parazitovat na hmyzu, vyjitm& mohou byt patogenni u teplokrevnych Zivbi
(Fassatiova, 1979).

Houby rodu Isaria (=Paecilomyces vytvai vinaté, praskovite, dkdy slakE
provazcovité mycelium barvy bilé, Zluté, ZlutedaZ i fialové. Konidie se tvii na jednotli¥
umisenych fialidach nebo nafeslenovitém, #Sinou Sétickovitém konidioforu. Fialidy jsou
kratSi, s roz$enou bazi nebo protadhlé, vzdy s protahlejSim kogehnim kékem, ktery
byva slals ohnut. Konidie se vytiav ietézcich (Fassatiova, 1979).

V porovnani 8. bassianaa M. anisopliaejsou informace o metabolitech/toxinech
limitované. Prvni zminka o izolaci beauvericinuP.z fumosoroseugsou zroku 1975

Mriviw s

a rodemFusarium(Zimmermann, 2007).
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Isaria fumosorosegPaecilomyces fumosoroseud/(ze) A. H. S. Brown & G. Sm. )

Houbal. fumosorosed= P. fumosorosegge nejen entomopatogennim a akarifagnim
Cinitelem, ale také za titych okolnosti niZze pisobit jako mykoparazit. Patogen se jako
ektoparazit mZe vyvijet na rzich a nagkterych zastupcich druhu padli, fhapa konidiich
padli okurkového (Landa, 1988).

Zprvu bilé vatovité kolonie, které se peogdzbarvuji do odstih namzowlé,
nafialowlé az Sedofialové barvy se t¥aa unglych pidach. Znéna barvy kolonii je imo
odvisla od stupf sporulace kulturyCim je starsi kultura, tim ma intenzijéi fialové
zbarveni a vatovity charakter sémhv prasny (Landa, 1994).

V koloniich se na vzdusném myceliu nejprve vigyia konidiofory, geslenovi¢
umisénych na hyfach. Na koncich konidiofiorse formuji konidiogenni phialidy
(3 — 6 phialid /1 konidiofor), na nichz se tfavalné konidie. Ty se odhliji postups,
nejmladsSi konidie je vzdy u phialidy a odtteednim starSich konidii t¥bretizek. V jednom
fetizku mize byt az 50 konidii (Osborne a Landa, 1992).

Povrch kulturl. fumosorosea= P. fumosoroseysje silné hydrofobni, po feliti
kolonie vodou, plavou uvoémé konidie po povrchu vody, kde t¥grasnou, nesntanlivou
vrstvu a jsou snadno rozpraSenyiimpalém pohybu vzduchu (Osborne a Landa, 1992).

I. fumosorosea(= P. fumosorosejsmuze mit je& dalSi morfologické stadium
(blastospory), které se vyttiapii rustu v tekuté zivné qgé a v pidnich médiich. Tvar
blastospor kolisa od kulovitého tvaru k elipsoidni Blastospory maji slabou bitimou
sttnu a jsou virulentjSi nez konidie (Osborne a Landa, 1992).

Tato houbavyZzaduje pi kliceni konidii nejmé& 10 — 12 hodin vlhkost vysSi nez
95 %. Optimalni ist kolonii probiha P teplotach 20 -3, vyssi teploty (30 — 4Q)
omezuji fist vice nez teploty nizsi (8 =) (Vidal a kol., 1997).

|. fumosorosea(= P. fumosoroselsje jednim z nejvyznangsich pirozenych
negatel nymf a dosfici Bemisia tabaca takéTrialeurodes vaporariorunve sklenikovych
podminkéch. V Evrapa USA jsou registrovanéipravky PFR — 97'® a Preferal®, které se

pouzivaji ve sklenikovych kulturach proti molicintrasrénkam.
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2.5.7. RodLecanicillium Zare & Gams

Systematické zazeni
Rie :Fungi
Kmen :Ascomycota
Ttida :Sordariomycetes
Ra&d :Hypocreales

Celed : Cordycipitaceae

RodLecanicilliumzahrnuje Siroké spektrum dniyhkteré jsou patogenni pitenovce,
hlistice, rostliny a Zivéichy (Zare a kol., 2001), dale jsou zastupci rbeganicillium velice
dulezitymi nematogennimgtinitely s vysokym potencidlem pro vyvoj biopestitigroti
fytoparazitickym hlisticim (Nguyen a kol., 2007).

Tento rodzahrnuje jen jediného patogena hmyzu, adoanicillium lecanii U tohoto
zastupce roduecanicilliumbyl prokazan i akaropatogenriitiek.

Vyskyt hub roduLecanicillium je saprofyticky vazan na rostlinné zbytkykteré
z druhi jsou parazitické na rostlinach, vysSich houbéachrmeyzu. Bylo popséano &kolik
desitek druf, které se nesnadnocuji (Fassatiova, 1979).

Rod Lecanicillium tvoii bilé nebo sitle zbarvené vzdusné mycelium. Konidiofory
jsou @imé, typicky peslenovié¢ vétvené. Konidie jsou jednobginé, &tSinou elipsoidni
(Fassatiova, 1979).

Lecanicillium lecanii (Verticillium lecanii (Zimmermann) Zare & Gams )

Bilé nebo slab nazloutlé, vatovité nebo sametové mycelium viitwa Zivném agaru
L. lecanii. Spodni strana mycelia je lehce nazloutld nebo reab®&roL. lecanii je typicke ,
Ze v zavrecné fazi svého vyvoje ut¥d kolem hostitele bily povlak, ktery je tkeny
myceliem roziistajicim se do okoli. Fialidy jsou dlouze protabhlézaSpiatilé, vynistaji
na hyfach jednotli& nebo vfidkych greslenech. Konidie jsou hyalinni a maji protahleloya
tvar (Fassatiova, 1979).

Teplotni optimum bylo stanoveno v rozmezi 15 °Q50ptimum pro vihkost je
85 — 90 %. Spory jsou velmi citlivé na UVieai (Cloyd, 2005).

L. lecanii je souasti rekolika kome&n¢ vyrakEnych gipravki, nag. Vertalec®
a Mycotrol®. Vertalec® se pouzivd kregulaci Siro&éspektra mSic, je registrovan
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v nékolika evropskych zemich a v Japonsku pro systémamy zeleniny a okrasnych rostlin.
Je kompatibilni s mnoha parazity a predatory pargni ve sklenicich.

2.5.8. RodMetarhizium Sorokin

Systematické zazeni
Rie :Fungi
Kmen :Ascomycota
Ttida :Sordariomycetes
Ré&d :Hypocreales- masenkotvaré

Celed : Clavicipitaceae- palitkovicovité

Rod Metarhizium reprezentuji Siroce polyfagni houby, které jsowaxflla vazany
na pidni hmyz (rovnokidli, brouci a dvoukdli). Vyskytuji se ve vihkém a teplém priedi
a jsou kznou slozkou fdniho prostedi (Landa, 1998).

Metarhizium anisopliae var. anisopliae (Metsch.) 9.

M. anisopliaese podili na biologické ochram kEzné se distribuuji fipravky na bazi
této houby od arktické aZz po tropickou oblast. $mpek hostitel zahrnuje tytorady :
Coleoptera (Elateridae, Curculionidag Diptera, Symphyla, Orthoptera, Dermaptera
Isoptera, Homoptera, Heteroptera, Hymenoptera, &iaipteraa Lepidoptera(Zimmermann,
2007).

HoubaM. anisopliaema schopnost produkovat Siroce rozmanité biologiakivni
latky, které nalezi k sekundarnim metalimlit Tyto metabolity jsou schopné vyvolat
onemocgni diky infekknimu potencialu a houbatXe kolonizovat hostitelsky organismus
(Vey a kol., 2001).

V piirozenych podminkach houbd. anisopliaeprodukuje dva typy spor. Vzdusné
konidie jsou produkovany na specializovanych spenogch hyfach, které se nazyvaji
phialidy v pfibchu saprofytické faze a pini funkci asexualnich sgoruhy typ spor je
produkovan v hmyzi hemolyf a oznéuje se jako blastospory (hyfovééliska)
(Leland, 2001). Vzdudné konidie obsahuji na svémrghmu latku ze skupiny monoaniin
(hydrophobins), ktera poskytuje ochranu konidiirpiivozeném prosedi a zvySuje jejich
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hydrofobni vlastnosti. Stejna latka jéitomna i na povrchu konidii entomopatogenni houby
B. bassiangdBidochka a kol., 1995).

Infikovany jedinec po napaderi¥letarhizium anisopliaevar. Anisopliae porista
hustou, tma¥ zelenou masou konidii arfipnaky nakazy byvaji oztavany jako ,,zelené
muskardiny” (Hrdy a kol., 1991). Z mycelia vgtaji radiald@ kratké konidiofory &sne
pfimknuté k sob, na nichz se vyt¥&ji konidie. Konidie jsou zelenoSedé aZz olivmelené
tycinkovitého tvaru a tvid na povrchu hostitele napadné Sgali(Weiser, 1966).

M. anisopliaevar. anisopliae produkuje destruxiny, latky #gobujici smrt hmyzu
(Joshi a St. Leger, 1999)iipravky s obsahujid¥l. anisopliaevar. Anisopliagjsou vyuzivany
pro regulaci termit (Bioblast®), pro ochranu trairproti termitim (Biostop®, Metaguard®)
a pro ochranu proti kobylkhm a satatim (GreenMuscle®). Tyto ffpravky jsou

distribuovany ve forvodérozpustného prasku.
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2.6. Metody izolace entomopatogennich hub

Galleria bait method (metoda Zivych pasti)

Metoda Zivych pasti je jednim Zikladi izolace entomopatogennich hubt@yp. Je
zaloZzena na zaklad, Zimmermannovi metody“, kdy se vyuziva populaaeesV zavijeée
voskového Galleria mellonellg jako pirozeného hostitele. Princip této metody je zaloZen
na schopnosti larev zavie voskoveho selektivn,,vychytavat entomopatogenni houby
z pady pri dodrzeni stanovenych podminek. K detekci se p@jiziarvy tetiho azctvrteho
larvalniho instaru, které maji relatiwrvelky povrch &la a je tedy ¥tSi pravépodobnost
piichyceni konidii patogena na povrch kutikuly lanBminéné larvy jsou v pdé vysoce
citlivé, neba je pro ¢ toto prostedi girozere stresujici diky absenci potravy a odliSnym
Zivotnim podminkam, a proto i niZSi koncentrace dowého inokula je schopna vyvolat
infekci. Negativni strankou této metody je prace Zeym materialem, tedy nutnost
udrzovacich chavzavijee voskoveého (Zimmermann, 1986).

Pro detekci entomopatogennich hub je mozné péudite larev zavijée voskoveho
(Galleria mellonelld jest larvy Tribolium destructor (Coleoptera, Tenebrionidae
Acanthocinus aedilis (Coleoptera, Cerambycidaeci Tenebrio molitor (Coleoptera,
Tenebrionidag(Zimmermann, 1986).

Selektivni média

Selektivni média se obetnpouZivaji pro kvalitativni¢i kvantitativni analyzu
entomopatogennich hub v polnich podminkach. Tytdianée vyznéuji schopnosti &nné
potlit vyvoj ,,necilovych* druli mikroorganizni a sowdasré nebranit vyvoji cilovych
druhi. Pro eliminaci saprotrofnich a fytopatogennich auiakterii jsou do selektivnich medii
prfidavana antibiotickd a fungicidni aditiva.

Pro kvantitativni analyzu entomopatogennich hulr pelnich podminkéach pouzivaji
selektivni média. Prvni selektivni médium obsahovahloramfenikol a cycloheximid.
Médium se Bzn¢ pouziva pro kvantitativni izoladetarhizium sspz pady pod ozn&enim
»veen's medium“ (Veen a Ferron, 1966). Roku 198® lobjeveno médium, se kterym
se pod&lo uUspsSre izolovat houbyM. anisopliaea B. bassianaz pidy. Toto médium

obsahuje jako hlavni slozku dodine (N - dodecyligiar monoacetate)
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(Beilharz a kol., 1982). Dodine byl uveden na trhhoge 1950. Efektivhost dodine byla
zkouméana vzhledem kiganému mnozZstvi prdSkového aktivovaného uhlikuGpRAodnok
pH, stejré jako typ a davka srazecikimidla a polyelektrolytu (Kouras a kol., 1995).

DalSi selektivni médium obsahuje Cu(Hrystalickou viol&), ma nizky obsah cukru
a lisi se od ostatnich médii tim, Ze ffivoegiznivé podminky pro vyvoB. bassianapro

V sowasné dob je k dispozici velka Skala selektivnich méditamych pro izolaci
entomopatogennich hub ziqy. Média jsou dopokiovana pro jednotlivé druhy hub.
Piikladem jsou jiz uvedend média Veen’s medium arspdiale je to selektivni médium pro
detekci hubPaecilomycegq=lIsaria) a Verticillium (=Lecanicillium) navrzené Kerry a kol.
(1993), ¢i selektivni médium pro izoladPaecilomyces lilacinu®d Mitchel a kol. (1987)

a dalsi.
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3. Metodika

3.1. SKr vzork i

Odbsry vzorki probihaly na vybranych lokalitach NP Sumava. Libkadyly vybirany
pracovniky NP podleyskytu napadenych stram

Vzorky byly odebirany na napadenych stromech Iygotem smrkovym
(Ips typographusve tech stupnich. Zasnné byly vyhledavany ve smrkovéike infikovani
dosglci, popipads larvy infikované entomopatogenni houbBu bassiana Pokud nebyly
nalezeny gimo infikovani jedinci, odebraly se i vzorky smriowiry. Posledni fazi siu
bylo odebrani s&rnych vzorki pady, resp. hrabankyfpmo pod napadenymi stromy.

Postup samotného&h :

» Infikovani dosplci — skér probihal pomoci entomologické pinzety, kteroui byl
dosglci pieneseni do plastové sterilni flakonky &lpe popsani nebo byli i stkou
vloZzeni do sterilni plastové kratiy s vihkych filtra&nim papirem na dna ogt
pecliveé popsani.

* Smrkova Kira — odebranatka byla rozdlena na men&fasti a vioZzena do sterilnich
plastovych kraliiek a pélivé popsana.

» Pida — vzorky fdy spolu s hrabankou byly odebrany pomoci lopatipwarchové
vrstvy a nasledhbyly sesypany do sterilni plastové kigkyi a pelive popsany.

Mezi skErem vzorki z odliSnych lokalit byly vSechny paioky ocistény alkoholem.
Vzorky byly uloZzeny do tmavé, tepe€lrnizolované polystyrenové krabice a péeyezeni
do laboratte byly skladovany aZ do faze zpracovani v chladidnice, 6 — &) a temnu.

3.2. Zpracovani a analyza vzor#

3.2.1. Metody izolace kmei B. bassiana
Cilem této faze komplexniho procesu je zisksite kultury kmenh vybranych drub

entomopatogennich hub, které byly zachyce#ktarou z metod pouzitouripmonitoringu.
Entomopatogenni houby byly izolovanyiznymi zpisoby. Mezi hlavni metody izolace
entomopatogennich hub piat
* Primaizolace z infikovanych dosiot nebo larev
» lzolace na selektivni Zivhouigu s a.i. dodine
» Metoda Zivych pasti (,,Bait method")
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Primé izolace z infikovanych da#gi nebo larev

Pomoci této metody byla biomasa spor entomopatageninub na infikovanych
jedincich penesena sterilni kulti¢ai klickou na zivhou fpdu PDA (potato dextrose agar)
s piidavkem antibiotika Chloramphenicol, a na selekti#wnou pidu s fungicidni sloZkou
dodine. Pokud byla infekce na hostiteli velice &Wyvinuta, spory byly izolovany na Zivnhou
pudu PDA bez fidavku antibiotika. Timto Zjsobem byly ziskanyisté kmenyB. bassiana

vhodné k pasazovani kmeniep unglou zivnou mdu.

Izolace z kry na selektivni média obsahujici fungicidni slodkudodine

Ze vzorki byla pomoci sterilniho skalpelu a sterilni entongitké pinzety odrolena
vnitini ¢ast Kiry. Ziskany vydrol byl odebiran Zidodu mozného kontaktu s infikovanymi
jedinci, a proto byl naslednanalyzovan na detekci entomopatogennich hub pomoci
selektivniho média s fungicidni sloZzkou a.i. dodine

e Stanovenym postupem bylagvedeno 5 g analyzovaného vzorkirjk do 50 ml
destilované vody sifdlavkem Tween 80 (0,05 % roztok) #epgano 15 min
na reciprokérepace.

* Poté byl pomoci sterilni plastové spatuly réeetvyluh o objemu 0,5 ml na povrch
agarizovaného média s fungicidni slozkou a.i. dedinZ kazdého analyzovaného
vzorku byly zaloZeny 3 opakovani.

+ Poté byly Petriho misky inkubovany v termostatugpalé teplot 25+1°C a nasled#
po 10 (14) dnech byly zhodnoceny. V Petriho miskbgly po inkubaci sp&tany
vytvorené kolonie entomopatogennich hub a pepgitani bylo stanoveno celkové
mnoZstvi propaguli entomopatogennich hub vyskyitthise v 1 g &ry. Po celkovém
souttu kolonii byly spgitany také péty kolonii jednotlivych rod entomopatogennich
hub.

Izolace z pdy na selektivni média obsahujici fungicidni slcgkudodine
Princip této metody je zaloZzen na selektivnidsgbeni dodine k entomopatogennim
houbam pi sowasné inhibici ostatnichtnich hub v dsledku gemeény jejich burgcné sény
a inhibiéniho pisobeni na tvorbu a kini jejich konidii.
e 20 g mdniho vzorku bylo fevedeno do 100 ml Tween 80 (0,05 % roztok) a 15 min

byl vzorek tepan na reciprokddpace.
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e Stejnym zjisobem jako u vzoxk kary byl naikulovan vzorek na Petriho misky
s agarizovanym selektivnim médiem s fungicidni lsbaza.i. dodine.

« Petriho misky byly ponechany inkubaci v termostaiti stalé teplo¥ 25+1°C
a nasled& po 10 (14) dnech byly zhodnoceny. V Petriho miskbgly po inkubaci
spaitany vytvaené kolonie entomopatogennich hub a pepgitani bylo stanoveno
celkové mnoZstvi propaguli entomopatogennich hugkytyjicich se v 1 ml vzorku
pudy. Po celkovém satu kolonii byly spaitany také p&ty kolonii jednotlivych rod

entomopatogennich hub.

Metoda Zivych pasti ,,Bait method"

Princip této metody je zaloZzen na schopnosti laravije&ée voskového Gallleria
mellonellg ¢ potemnika moéného ([Tenebrio molitoy selektivie vyhledavat
entomopatogenni houby z analyzovaného vzordyga standardniho postupu a podminek.
Larvy G. mellonella dokdzi spolehliy detekovat zejména kmenBeauveria bassiana
a B. brongniartiy zatimco larvy T. molitor dokazi zachytit fevaze kmeny houby
Metarhizium anisoplia®ar. anisopliae.

* Homogenizovanym jmnim vzorkem, resp. hrabankou byla n&phn sterilni Petriho
miska o péiméru 90 mm a upravenaugni vihkost pomoci destilované vody.
Z kazdého analyzovaného vzorku byly provedenyapakovani.

* Do pripravenych Petriho misek bylo umisb 10— 12 larev zavijge voskoveého
(Galleria mellonellave tetim aZzctvrtém larvalnim instaru)/potemnika nimého
(Tenebrio molito). Petriho misky byly vlioZeny do igelitovychd., aby se udrzely
stalé vihkostni podminky.

« S&ky s Petriho miskami byly umisty do termostatu (teplota 25%1, fotoperioda
0/24) a kazdy druhy den byly obraceny o b dosaZeni optimalniho pohybu
larev.

« Kontrola byla provedena po 7, 10 a 14 dnech. Laktgré vykazovaly zjevné
piiznaky houbové infekce (porostlé myceliem) se Ipiigsunuty do vihké kofnky
(Petriho miska s navienym filtratnim papirem).

e Larvy, u nichz se houbovéa infekce neobjevila zayael14 dni, byly povrchay
sterilovany v1 % roztoku hypochloridu sodného asled® omyty ve sterilni

destilované voé poté viozeny do vihkych koinek.
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* Entomopatogenni houby z povrchu larev byigestény pres unglou zivnou mdu
s antibiotiky (PDA), dalSim krokem je identifikagminimalreé na arové rodu). Poté

byly houby gevedeny do alginatovych pelet a ulozeny do mykak@isbirky.

Pouziti larevT. molitor je vyhodrjSi z hlediska dostupnostiizré starych larev
ve specializovanych obchodech a tedy neni nutnéviastni laboratorni chov. Krofntoho
larvy potemnika matného nemaji tendenci rychléhdephodu do stadia kukly (jako larvy
G. mellonella)jJarvy potemnika nevyt¥ézamotky, které vippact larev zavijée voskového
porekud snizuji citlivost detainiho postupu. V porovnani s larvami zav§eroskového maji
larvy potemnika matného silgji sklerotizovanou kutikulu, ktera fpdstavuje &nngjSi
obrannou bariéru proti pistani entomopatogennich hub a zvySuje tak odolmagt mérg

virulentnim kmeim.

3.3 Uchovavani kmeii

VSechny druhy/kmeny entomopatogennich hub byly typms ukladany
do mykologické sbirky ve fortn suchych alginatovych pelet s biomasou partikukrni
druhu/kmene, zmrazenyripteplotach -20C az -24C. Alginatové pelety byly vytvi@ny
promichanim vyprodukované biomasy houby se sp&gificmnoZzstvim 2% alginatu sodného
a pridavkem nutdniho aditiva, kterym byl zaji®van kst hub v pipads reaktivace pelet.
Zhomogenizovana s¥s (Na-alginat + houba + nutritivni aditivum) bylaakapavana
do roztoku chloridu vapenatého Ca(,25 M), kde po smichani dochazelo ke gelatinizaci
povrchu a vytveeni primarnich pelet, které byly vytvrzeny v roaiokCaCh a pozdji
usuSeny § nizSich teplotach.
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3.4. Polyfaktorialni hodnoceni vybranych kmei entomopatogenni houbyB. bassiana
odizolovanych g velkoplodném monitoringu na vybranych lokalitachNP Sumava

Stanoveni produkce konidii nativnich kihnenmtomopatogenni houby Beauveria bassiana
Cilem studie bylo porovnat prodirki vlastnosti vybranych kménB. bassiana
na [irozeném substratu. Standardni prathik jednotkou byla produkce konidii

na 1 partikuly, resp. z 1g sterilniclipgch krup.

a) Vyeznost konidii z 25 propaguli sterilnihgdinmzeného substratu

* Bylo navazeno 25 g ¢@aych krup do 250 ml Erlenmayerovi ity a nechano
vysterilovat. Kroupy v bice byly inokulovany suspenzi o koncentraci Ix&onidii
v1l ml, ktera byla fedem pipravena z vybranych kménB. bassiana a sterilni
destilované vody sifdavkem Tween 80. Na 25 g bylo pouzito 12,5 ml sugp (2:1).

» Opakovag byly kroupy protepavany v Erlenmayerovych il@ch, aby se suspenze
rovnomerné nasakla.

* Nainokulované kroupy byly ponechany 24 hodin inkaiba

* Poté bylo rozmigho 25 krup do Fad na povrch 2% vodniho agaru v 5 opakovanich
od kazdého kmenu.

e Po 3 dnech byla provedena revize imbéni krup na miskach pomoci stupnice
poristani.

» Hodnoceni bylo provedeno po 7 dnech od zaloZenigiokKroupy byly vymyvany ve
sterilni destilované vads giidavkem Tween 80 a ponecharigpat na reciproké
trepace 2 hodiny. Byla vymyvana vzdy 1 Petriho miskuOsn@l roztoku a 3 Petriho
misky se 100 ml roztoku v 1 Erlenmayegdsaice. Vyg€znost konidii byla hodnocena
stanovenim mnozstvi konidii v 1 ml s naslednym @gockym pgepaitem produkce
konidii na 1 partikuli jéné kroupy. Vyhodnoceni bylo provedeno pomocéitaai

komtrky — hematocymetru.

b) Vy&Znost konidii z 25 g sterilnih@ipzeného substratu
* Bylo navdZeno 25 g ¢aych krup do 250 ml Erlenmayerovi iy a nechano
vysterilovat. Kroupy v bigce byly inokulovany suspenzi o koncentraci 1x&onidi
v 1l ml, kterou byla fedem pipravena z vybranych kménB. bassianaa sterilni

destilované vody sifilavkem Tween 80. Na 25 g bylo pouzito 12,5 ml sngp (2:1).
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» Opakovag byly protepavany kroupy v Erlenmayerovychnkach, aby se suspenze
rovnomerné nasakla.

* Hodnoceni bylo provasho po 7 dnech od zaloZeni pokusu. Kroupy byly vyamjvve
sterilni destilované vads giidavkem Tween 80 a ponecharigpat na reciproké
trtepa&ce 2 hodiny. Byly vymyvany vzdy 2 Petriho misky G02ml roztoku v 1
Erlenmayerov baice. Vy€znost konidii byla hodnocena stanovenim mnozstridcio

v 1 ml s naslednym teoretickyntgpaitem produkce konidii na 1 grancpgich krup.

Vyhodnoceni bylo provasho pomoci pditaci komirky — hematocymetru.

Tabulka¢. 3.4.1. Kmeny pouzité k vyzkumu

Oznaceni ve Datum

Kmen shirce odbéru Lokalita Zdroj
B.bassiana NP 0001 11.6.2008 Cerna Hora dospélec
B.bassiana NP 0002 11.6.2008 Cerna Hora dospélec
B.bassiana NP 0003 11.6.2008 Cerna Hora dospélec
B.bassiana NP 0004 30.6.2008 Stykova lesni cesta dospélec
B.bassiana NP 0005 3.7.2008 Jeleni cesta-U Mlyna dospélec
B.bassiana NP 0006 3.7.2008 Borova lada-Silni¢ni slat dospélec
B.bassiana NP 0007 30.6.2008 l.zéna 19, odd.8 dospélec
B.bassiana NP 0008 1.7.2008 Jeleni skok (Oblik) dospélec
B.bassiana NP 0009 3.7.2008 Brezova cesta dospélec
B.bassiana NP 0010 19.6.2008 Polednik dospélec
B.bassiana NP 0020 5.6.2008 Staré draty dospélec
B.bassiana NP 0022 10.7.2008 Zlaty stolecek dospélec
B.bassiana NP 0026 8.7.2008 Vltavsky luh dospélec
B.bassiana NP 0027 5.6.2008 Roklandsky potok dospélec
B.bassiana NP 0028 9.7.2008 Smrcina dospélec
B.bassiana NP 0029 10.7.2008 kfizovatka mezi Sirokou dospélec
B.bassiana NP 0030 10.7.2008 Studena horizont dospélec
B.bassiana NP 0031 10.7.2008 Zlaty stolecek kdra GBM
B.bassiana NP 0051 1.7.2008 Jeleni skok-Dunkelbach kira
B.bassiana NP 0052 1.7.2008 Jeleni skok-Bavorska cesta kira
B.bassiana NP 0053 27.6.2008 Hrani¢ni chodnik kira
B.bassiana NP 0054 1.7.2008 - kira

3.5. Stanoveni radialniho distu

Hodnoceni kmein bylo provadno také pomoci kritéria radialnihdéstu. Stanoveni
radialniho tistu je finalni fazi procesu izolace. Cilem tohaetti bylo zjistit tvar a plochu
stredovych kultur za jednotkéasu. Stedova kultura vznikla po naneseni konidiové suspenz
o standardnim titru 1,0 x 1@o stedu Petriho misky pomoci inokutai klicky. Kapka na
Petriho misce se nechala zaschnout a vlozila stastikovych sécich do termostatu
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(25+1°C). Rast kultur byl hodnocen po 14 dnech nej@én5 kultur od kazdého kmene,

méfeni probihaldtyiikrat a nasledqbyl vypazitan pemar a plocha s$edové kultury v mrh

3.6. Hecisténi a identifikace

Cilem identifikace bylo taxonomické aeni druhové fisluSnosti entomopatogennich
hub. Identifikace pedchazela jakékoliv dalsi manipulacicistymi kulturami, bez niz
by nemohly byt kmeny entomopatogennich huliazeny do sbirky. iedpokladem
identifikace bylo ukeni minimal® na Grové rodu, lépe vSak na uroeruhu.

Pro identifikaci izoldt na Urové druhové pislusnosti bylo nutné ziskat preparaty
kultur s dotse vyvinutymi strukturami. V fipact mitosporickych entomopatogennich hub
byly pro identifikaci nezbytné komplexni sporulujgtruktury.

VSechny kmeny byly igcistény a zc¢istych kultur byly gipraveny suspenze konidii
a ty postup# naneseny ve forénkapek na vrstvu 2% vodniho bakteriologického agaru
PodloZni skkkko s nanesenou suspenzi bylo uloZzeno do Petrihdkymssnavllienym
filtra¢nim papirem, spote¢ byly vloZeny do plastovych &&i a inkubovany v termostatu. Po

ttrech dnech byly izolované kmeny determinovany porsagtelného mikroskopu.
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4. Experimentalniéast a vysledky

4.1. Monitoring prirozeného vyskytu entomopatogennich hub v lokalitdt souvisejicich
s vyskytem lykoZrouta smrkovehdps typographud.. (Coleoptera, Scolytidae) v oblasti
NP a CHKO Sumava

Cilem nasledujiciho vyzkumu bylo zjistit vyskyt eetzitu druli entomopatogennich
hubptirozere se vyskytujicich v {dé a asociovanych s vyskytem |. smrkoveého.

Entomopatogenni houby byly izolovany pomoci selekth médii a roz&leny podle
nalezenych druh Dale byly ve form alginatovych pelet uloZzeny do mykologické sbirky
odctleni ochrany rostlin KRV a pro kazdy kmen byly zmraany databazového formiga

Tabulkaé. 4.1.1. KmenyLecanicillium muscariurgziskané fi velkoploSném monitoringu

Kmen Datum odéru Lokalita GPS

NP 0021 13.5.2008Neiffelorovy slat N49 02.040 E13 26.103
NP 0024 - Zlaty stoleek N49 06.317 E13 20.121
NP 0049 19.6.2008Polednik N49 03.802 E13 23.748
NP 0057 5.6.2008Staré draty N49 02.868 E13 24.103
NP 0060 10.7.20085tudena horizont N48 58.792 E13 28.750
NP 0061 8.7.2008VItavsky luh N48 51.243 E13 54.829
NP 0062 9.7.2008U Buku N48 47.249 E13 53.503
NP 0066 3.7.2008Brezova cesta N48 55.508 E13 40.188
NP 0067 1.7.2008Jeleni skok (Oblik) N49 03.718 E13 26.060
NP 0098 1.7.2008Jeleni skok (Oblik) N48 58.612 E13 34.032

Tabulkaé. 4.1.2. Odizolované kmery muscariun{metody izolace)

Izolace
Kmen Zdroj Druh Dodine PDA+AnNti Historie
NP 0021 dosglec L. muscarium Lmu Lmu S1
NP 0024 dosglec L. muscarium Lmu - S1
NP 0049 jpda L. muscarium Lmu - S2
NP 0057 Kira L. muscarium Lmu - S1
NP 0060 Kira L. muscarium Lmu Lmu S2
NP 0061 Kira L. muscarium Lmu - S1
NP 0062 Kira L. muscarium Lmu - S1
NP 0066 dosglec L. muscarium Lmu Lmu S2
NP 0067 Kira L. muscarium Lmu - S2
NP 0098 kra L. muscarium Lmu - S3
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Tabulka¢. 4.1.3. KmenyBeauveria brongniartiiziskané i velkoploSném monitoringu

Kmen Datum odéyu Lokalita GPS
NP 0011 11.6.2008rameny Vltavy N48 58.427 E13 33.726
NP 0012 1.7.2008Weiffelorovy slat N49 02.040 E13 26.103
NP 0013 30.6.2008stykova lesni cesta 1137139,96 N; 841154,41 E
NP 0015 1.7.2008Jeleni skok - Dunkelbach N49 03.048 E13 25.350
NP 0039 10.7.2008Studend horizont N48 58.792 E13 28.750
NP 0055 9.7.2008UJ Buku N48 47.089 E13 53.207
NP 0064 9.7.2008V Kotli N48 47.110 E13 52.330
NP 0065 9.7.2008Smrkina N48 44.957 E13 55.195
NP 0107 4.9.2008Cerna Hora N48 58.683 E13 32.986
NP 0108 4.9.2008Cerna Hora N48 58.683 E13 32.986
Tabulkac¢. 4.1.4. Odizolované kmerB. brongniartii(metody izolace)
Izolace

Kmen Zdroj Druh Dodine PDA+AnNti Historie
NP 0011 dosflec B. brongniartii Bbr S1
NP 0012 dosgec B. brongniartii Bbr Bbr S2
NP 0013 dosflec B. brongniartii Bbr Bbr S2
NP 0015 Kra B. brongniartii Bbr Bbr S2
NP 0039 Kira B. brongniartii Bbr Bbr S1
NP 0055 Kra B. brongniartii Bbr Bbr S2
NP 0064 fida B. brongniartii Bbr Bbr S3
NP 0065 dosglec B. brongniartii Bbr Bbr S3
NP 0107 dosgec B. brongniartii Bba Bbr S2
NP 0108 dosglec B. brongniartii Bba Bbr S2
Tabulkaé. 4.1.5. Kmenyetarhizium anisopliaeziskané fi velkoploSném monitoringu
Kmen Datum odéu Lokalita GPS
NP 0025 - Zlaty stolkeek N49 06.317 E13 20.121
NP 0047 3.7.2008Lapka N49 01.822 E13 34.108
NP 0048 1.7.2008Jeleni skok - Diinkelbach N49 03.048 E13 25.350
NP 0050 8.7.2008VItavsky luh N48 51.243 E13 54.829
NP 0063 1.7.2008 - N49 03.283 E13 24.020

Tabulka¢. 4.1.6. Odizolované kmery. anisopliaglmetody izolace)

Izolace
Kmen Zdroj Druh Dodine PDA+AnNti Historie
NP 0025 jpda M. anisopliae Met - S1
NP 0047 Kra M. anisopliae Met - S2
NP 0048 jpda M. anisopliae Met - S2
NP 0050 jpda M. anisopliae Met - S2
NP 0063 Kra M. anisopliae Met - S2
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Tabulka¢. 4.1.7. KmenyBeauveria bassianziskané fi velkoploSném monitoringu

Kmen Datum odéyu Lokalita GPS

NP 0001 11.6.2008 erna Hora N48 58.683 E13 32.986
NP 0002 11.6.2008Cern& Hora N48 58.683 E13 32.986
NP 0003 11.6.2008Cern& Hora N48 58.683 E13 32.986
NP 0004 30.6.2008stykova lesni cesta 1137139,96 N; 841154,41 E
NP 0005 3.7.2008eleni cesta - U Mlyna N48 54.791 E13 41.769
NP 0006 3.7.2008Borova Lada- Silrini sla’ N48 57.896 E13 38.104
NP 0007 30.6.2008. z6na 19, 0dd.8 1140377,41 N; 836699,04 E
NP 0008 1.7.2008Jeleni skok (Oblik) N49 03.718 E13 26.060
NP 0009 3.7.2008Btezova cesta N48 55.508 E13 40.188
NP 0010 19.6.2008Polednik N49 03.802 E13 23.748
NP 0020 5.6.2008Staré draty N49 02.868 E13 24.103
NP 0022 - Zlaty stoleek N49 06.261 E13 20.130
NP 0026 8.7.2008VItavsky luh N48 51.243 E13 54.829
NP 0027 5.6.2008Roklandsky potok N48 58.905 E13 27.272
NP 0028 9.7.2008SmEKina N48 44.957 E13 55.195
NP 0029 10.7.200&iizovatka mezi Sirokou N48 58.905 E13 27.272
NP 0030 10.7.20085tudend horizont N48 58.792 E13 28.750
NP 0031 - Zlaty stoleek N49 06.311 E13 20.086
NP 0051 1.7.2008Jeleni skok - Dunkelbach N49 03.048 E13 25.350
NP 0052 1.7.2008Jeleni skok - Bavorska cesta N49 03.367 E13 24.886
NP 0053 27.6.200&Hraniéni chodnik Stel. praismyk, Hran. chodnik
NP 0054 1.7.2008 N49 03.283 E13 24.020
NP 0082 4.9.2008Prameny Vltavy N48 58.436 E13 33.732
NP 0083 4.9.2008Prameny Vltavy N48 58.436 E13 33.732
NP 0085 24.7.200&amecky les (u Styk. lesni cesty) N49 07.366 E183%

NP 0096 24.7.200&amecky les N49 07.366 E13 15.635
NP 0100 4.9.2008Cerna Hora N48 58.683 E13 32.986
NP 0101 4.9.2008Cerna Hora N48 58.683 E13 32.986
NP 0102 4.9.2008Cerna Hora N48 58.683 E13 32.986
NP 0103 4.9.2008Cerna Hora N48 58.683 E13 32.986
NP 0104 4.9.2008Cerna Hora N48 58.683 E13 32.986
NP 0105 4.9.2008Cerna Hora N48 58.683 E13 32.986
NP 0106 4.9.2008Cerna Hora N48 58.683 E13 32.986
NP 0109 4.9.2008Cerna Hora N48 58.683 E13 32.986
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Tabulkac¢. 4.1.8. Odizolované kmerB. bassiangmetody izolace)

lizolace
Kmen Zdroj Druh Dodine PDA+AnNti Historie
NP 0001 dosflec B. bassiana Bba Bba S1
NP 0002 dosflec B. bassiana Bba Bba S1
NP 0003 dosflec B. bassiana Bba Bba S1
NP 0004 dosglec B. bassiana Bba Bba S1
NP 0005 dosgec B. bassiana Bba Bba S1
NP 0006 dosglec B. bassiana Bba Bba S1
NP 0007 dosgec B. bassiana Bba Bba S1
NP 0008 dosglec B. bassiana Bba Bba S1
NP 0009 dosgec B. bassiana Bba Bba S2
NP 0010 dosgec B. bassiana Bba Bba S1
NP 0020 dosflec B. bassiana Bba Bba S2
NP 0022 dosglec B. bassiana Bba Bba S2
NP 0026 fida GBM B. bassiana Bba Bba S1
NP 0027 dosgec B. bassiana Bba Bba S2
NP 0028 lap&-dosElec B. bassiana Bba Bba S1
NP 0029 dosgec B. bassiana Bba Bba S1
NP 0030 dosglec B. bassiana Bba Bba S1
NP 0031 dosgec B. bassiana - Bba S1
NP 0051 fida B. bassiana Bba - S2
NP 0052 Kra B. bassiana Bba - S2
NP 0053 Rkra B. bassiana Bba - S2
NP 0054 Kra B. bassiana Bba - S2
NP 0082 Rkra B. bassiana Bba Bba S2
NP 0083 dosgec B. bassiana Bba Bba S2
NP 0085 larva B. bassiana Bba Bba S3
NP 0096 Kra B. bassiana Bba Bba S3
NP 0100 Rra B. bassiana Bba Bba S2
NP 0101 dosgec B. bassiana Bba Bba S2
NP 0102 dosglec B. bassiana Bba Bba S2
NP 0103 dosgec B. bassiana Bba Bba S2
NP 0104 dosglec B. bassiana Bba Bba S2
NP 0105 dosgec B. bassiana Bba Bba S2
NP 0106 dosglec B. bassiana Bba Bba S2
NP 0109 dosgec B. bassiana Bba Bba S2
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Tabulkac¢. 4.1.9. Kmenysaria sp.(=Paecilomyces spziskané §i velkoploSném monitoringu

Kmen Datum odéyu Lokalita GPS

NP 0014 30.6.2008Stykova lesni cesta 1137139,96 N; 841154,41 E
NP 0018 19.6.2008Polednik N49 03.802 E13 23.748
NP 0019 5.6.2008Staré draty N49 03.064 E13 24.053
NP 0023 - Zlaty stolek N49 06.311 E13 20.086

NP 0032 1.7.2008Jeleni skok - Bavorska cesta N49 03.367 E13 24.886
NP 0033 3.7.2008Btezova cesta N48 55.508 E13 40.188
NP 0034 3.7.2008Jeleni cesta - U Mlyna N48 54.791 E13 41.769
NP 0035 30.6.2008. z6na 19, 0dd.8 1140377,41 N; 836699,04 E
NP 0036 30.6.200&temelna polom Kemelna polom

NP 0037 3.7.2008Lapka N49 01.822 E13 34.108
NP 0038 27.6.200&Hraniéni chodnik Sel. praismyk, Hran. chodnik
NP 0041 3.7.2008Borova Lada- Silriini sla’ N48 57.896 E13 38.104

NP 0042 10.7.2008Studené horizont N48 58.792 E13 28.750
NP 0043 8.7.2008VItavsky luh N48 51.243 E13 54.829
NP 0044 8.7.2008Ceské Zleby, Stozeckéa skala N48 52.310 E13 49.947
NP 0045 8.7.2008Pod ministerskou, Stozec N48 50.695 E13 50.317
NP 0046 8.7.2008Stara Hdicka, Ceské Zleby N48 51.615 E13 52.029
NP 0056 9.7.2008V Kotli N48 47.110 E13 52.330

NP 0058 10.7.2008Nad Sirokou N48 59.088 E13 27.848
NP 0059 1.7.2008wWeiffelorovy slat N49 02.040 E13 26.103

NP 0099 4.9.2008Prameny Vltavy N48 58.612 E13 34.032
NP 0016 30.6.2008. z6na 19, odd.8 1140377,41 N; 836699,04 E
NP 0017 3.7.2008Lapka N49 01.822 E13 34.108
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Tabulka¢. 4.1.10. Odizolované kmengaria fumosoroseg=Paecilomyces fumosorosgymetody

izolace)
izolace
Kmen Zdroj Druh Dodine PDA+AnNti Historie

NP 0014 dosglec I. fumosorosea Ifr - S2
NP 0018 dosglec |. fumosorosea Ifr Ifr S2
NP 0019 dosglec . fumosorosea Ifr Ifr S2
NP 0023 lap&dosplec I. fumosorosea Ifr Ifr S2
NP 0032 kra GBM . fumosorosea Ifr - S2
NP 0033 kra . fumosorosea g : S2
NP 0034 kra . fumosorosea Ifr - S2
NP 0035 Rra . fumosorosea Ifr - S2
NP 0036 kra . fumosorosea Ifr - S2
NP 0037 Rra . fumosorosea Ifr - S2
NP 0038 Kra . fumosorosea Ifr - S2
NP 0041 dosflec . fumosorosea gy - S2
NP 0042 kra | fumosorosea g - S2
NP 0043 fda |. fumosorosea Ifr - S2
NP 0044 kra |. fumosorosea Ifr - S2
NP 0045 kra . fumosorosea gy - S2
NP 0046 kra |. fumosorosea Ifr - S2
NP 0056 dosflec I. fumosorosea Ifr - S2
NP 0058 kra |. fumosorosea Ifr - S2
NP 0059 kra |. fumosorosea Ifr - S2
NP 0099 fda |. fumosorosea Ifr Ifr S2
NP 0016 dosglec Isaria sp. Isa Isa S1
NP 0017 dosglec Isaria sp. - Isa S2

S1 = pasazovanires 1 stupe
S2 = pasézovaniigs 2 stupt
S3 = pasézovaniigs 3 stupt

Pti velkoploSném monitoringu byly nalezeny entomopgatmi houby rodBeauveria
bassianaBeauveria brongniartjiLecanicillium lecanij Isaria fumosorose& Paecilomyces
fumosoroseysa Metarhizium anisopliaeMonitoringem byla zji&na existenceifrozere se
vyskytujicich entomopatogennich hub v populacidoiyouta smrkovehds typographus)

a dale byly zpracovany informace o jejiitnosti v uvedenych populacich.
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4.2. | In vitro“ charakteristika — stanoveni radalniho rastu

Cilem tohoto testu bylo zjistit tvar a plochuestovych kultur za jednotkgasu.
Sledované parametry byly hodnoceny po 14 dnechmémju 5 kultur od kazdého kmene.

Tabulka¢.4.2.1. ,In vitro" charakteristika vybranych kmeantomopatogenni houlis;
bassianakultivovanych na urlé Zivné mdé PDA

Produkce spor Produkce spor

Kmen Radialnidst (mm) Plocha (mm)  (spor/1 kultura) (mnf)

NP 0001 42,38 1 410,29 5,05X10 3,58x16
NP 0002 42,20 1 398,67 4,80X10 3,43x16
NP 0003 39,57 1 229,85 5,55X10 4,51x16
NP 0004 42,31 1 406,13 8,20X10 6,09x16
NP 0005 38,56 1167,94 7,07X10 6,05x16
NP 0006 38,71 1177,15 6,90X10 5,86x10
NP 0007 39,63 1 233,18 8,25X10 6,69x16
NP 0008 37,56 1 108,15 8,02X10 7,23x16
NP 0009 36,63 1 053,52 7,73%10 7,34x16
NP 0010 39,50 1 225,42 6,53X10 5,33x16
NP 0020 40,31 1 276,35 8,25X10 6,46x16
NP 0022 40,13 1 264,50 8,38X10 6,62x16
NP 0026 42,13 1 393,70 8,13%X10 5,83x10
NP 0027 40,31 1 276,35 7,25X10 5,68x16
NP 0028 40,75 1 304,20 9,70X10 7,44x16
NP 0029 40,25 1 272,39 6,68X10 5,25x16
NP 0030 44,81 1577,20 6,10X10 3,87x16
NP 0031 38,25 1 149,09 8,60X10 7,48x16

NejvysSi hodnoty radidlnihaistu u vybranych kmenentomopatogenni houls.
bassianadosahly kmeny NP 0001 a NP 0030dfperna plocha sedové kultury dosahovala
hodnot 1 410,29 a 1 577, 2 MmZatimco nejniz&i hodnoty byly zaznamenany u kineR
0008 a NP 0009 (1 053,52 a 1 108,15 nnV produkci sporbyly nejvy3si hodnoty
zaznamenany u kmérNP 0028 a NP 0031 (9,70x1a 8,60x18 spor/1 kulturu). Naopak
nejméré produktivni byly kmeny NP 0001 a NP 0002 (5,05%@,80x18 spor/1 kulturu).
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4.3. Polyfaktorialni hodnoceni vybranych kmei entomopatogenni houbyB. bassiana
odizolovanych g velkoplodném monitoringu na vybranych lokalitachNP Sumava

Pro dalSi vyzkum byly pouzity pouze informace o kenBeauveria bassianaiskané
Z monitoringu, protoZe entomopatogenni vlastnagth houbynejlépe splovali poZadavky
pro praktické vyuZziti entomopatogennich hub v octirlesnich porost proti lykoZroutu
smrkovému (invazivita,ienos v prosedi, atd.).

Cilem této studie bylo porovnat produk viastnosti vybranych kmérB. bassianana
piirozeném substratu. Standardni prathikednotkou byla produkce konidii na 1 partikuly
resp. 1 g sterilnich gmych krup. Hodnoceni bylo prové&tb pomoci dvou metod po 7 dnech.
Prvni metodou byla vgZnost stanovena pomoci 25 krup ugrigth na Zivném agaru a
spaitana pamérna produkce spor z 1 kroupy. Hodnoceni stuparistani bylo provagho
po 3 dnech pomoci indexu fistani. Druhda metoda byla zaloZzena na za&klstdnoveni
pramérné produkce z 25g substratu v Erlenmayerovyétkéeh a byla hodnocenatpnérnou

produkci z 1g substratu.

Graf¢.4.3.1. Vytznost kmenf — pimérné produkce z 1 kroupy
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Graf¢.4.3.2. Vytznost kmef — pramérna produkce z 1 kroupy
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Graf¢.4.3.3. Vytznost kmei — primérna produkce z 1 g substratu
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Graf¢.4.3.4. Vytznost kmen — primérna produkce z 1 g substratu
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Tabulkac.4.3.1. VytZnosti kmei a procenticky rozdil v¢#nosti spor

Pramérna Teoreticky  Prumernéa Teoreticky % rozdil
produkce z 1 prepa’et nal produkce z prepa’et na vyteZnosti

Kmen kroupy Kroupu 19 substratu 1g substratu spor
NP0001 1,54x10 7,54x16 2,03x16 4,13x10 4,90
NP0002 4,75x10 1,10x18 2,96x10 1,27x108° 23,21
NP0003 1,34x10 3,89x10 1,05x10 3,60x18 29,04
NP0004 2,14x10 2,63x10 7,05x16 5,75x10 12,27
NP0005 1,81x10 5,59x10 1,50x10 4,86x10 30,87
NP0006 1,52x10 1,25x1G 3,36x10 4,08x10 82,21
NP0007 1,59x10 8,58x10 2,31x16 4,27x10 53,99
NP0008 1,97x10 7,91x10 2,13x106 5,29x10 40,17
NP0009 2,33x10 5,96x10 1,60x10 6,26x10 25,58
NP0010 2,93x1b 8,27x10 2,22x106 7,87x18 28,22
NP0020 1,77x10 9,93x10 2,67x106 4,74x10 56,24
NP0022 2,39x1b 1,02x1G 2,75x10 6,42x10 42,85
NP0026 2,26x10 7,60x10 2,04x16 6,07x10 33,62
NP0027 2,50x1b 1,04x1G 2,79x106 6,71x18 41,49
NP0028 2,60x10 1,12x16 3,02x16 6,98x10 43,19
NP0029 2,39x1b 8,06x10 2,17x16 6,42x10 33,74
NP0030 9,53x10 2,59x16 6,95x10 2,55x106° 27,20
NP0031 2,30x1b 8,47x10 2,28x10 6,18x10 36,84
NP0051 2,48x10 6,96x10 1,87x10 6,65x10 28,14
NP0052 4,79x10 1,38x1G 3,71x16 1,29x108° 28,85
NP0053 3,15x10 7,00x10 1,88x10 8,44x18 22,26
NP0054 2,51x1b 6,07x10 1,63x14 6,73x10 24,23

Primérna produkce z 1 kroupy = pidany pimér z 2 pozorovani o 25 kroupach

Teoreticky pepaiet na 1 g substratu = hodnotdmperu 1 kroupy vynasobena {tem krup v 1 g
Primérna produkce z 1 g substratu <fiany pfimér z 2 pozorovani o 25g krup

Teoreticky pepaiet na 1 kroupu = hodnotatpnéru 1 gramu vydlena pé&tem krup v 1 g

% rozdil vygznosti spor = rozdil mezi v§Znosti kmen pacitany olgma metodami

Potet krupv 1 g = 26,85
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Hodnoty vygznosti uvedenych kmérziskanych ofma metodami byly mezi sebou
porovnany. Mezi hodnotami byl zj&t prokazatelny rozdil a vypdan procentualni rozdil ve
vytéZnostech. VytZznost konidii byla prvni metodou, stanoveningggiosti konidii z 25 krup,
objektivre vysSi. NejvySSi vy¥Znost byla nagiena prvni metodou u km&nNP 0002
(4,75x16 konidii/ml), NP 0030 9,53x1¢ konidii/ml) a NP 0052 4,79x16 konidii/ml). Druhou
metodou dosahly nejvysSich vyslédkmeny NP 0006 3,36x13 konidii/ml), NP 0030
(6,95x1G konidii/ml) a NP 0052 %,71x18 konidii/ml). U nékolika kmer& byla zaznamenana
nizsi paiimerna produkce z 1g substratu (géab.3.3 a 5.3.4).

VysS8i hodnoty bychom ziskalyiprozdrceni pirodniho substratu na jednotlivé kroupy
pied samotnym vyhodnocovanim, kdy dochazelo ke mtrg®# vymyvani konidii. Tento
postup bychom v dalSich pokusechiegnostnili. Rozdil ve vg¥nostech se pohyboval
v praméru okolo 34 %. Vyskytly se i takové extrémy ve &#riostech, které dosahovaly
hodnot 4,9 % a 82,2 %.

Indexy pofistani byly hodnoceny po 3 dnech. Ze #j§ch vysledk bylo Zejmé, ze
kmeny NP 0006 a NP 0053 vykazuji nizsi rychlostiptémi, to znamena, Ze po 3 dnech od
inokulace mé# krup z&alo sporulovat. Nejvyssi rychlost @stani dosahovaly kmeny NP

0005 a NP 0026, kdy po 3 dnech od inokulace vykalzowtSina krup plnou sporulaci.

49



5. Diskuse
5.1. Metody monitoringu a izolace entomopatogencii hub v NP a CHKO Sumava

Cilem této diplomové prace bylo monitorovéirgzeny vyskyt a druhové zastoupeni
entomopatogennich hub v NP a CHKO Sumava. Provedasigsnym monitoringem bylo
zZjisténo, Ze entomopatogenni houby jsatrymi sodastmi midniho ekosystému a jejich
vyskyt neni ojedidly.

Monitoring byl zamdien zejména na vyskyt entomopatogenni howguveria
bassianav piimé asociaci s doslei lykoZrouta smrkovéhoPritomnost této houby byla
prokazana nadsirg lokalit, a to v pimé asociaci s dosjei lykoZzrouta smrkového. Zméné
lokality byly vybrany lesniky z NP Sumava.

Mezi nalezenymi houbami byl prokazan i vyskyt hol®auveria brongniartji ktera
ma také pedpoklady k vyuZziti pro ochranu rostlin, coz byloetywzeno i @i ploSném
monitoringu, neb® B. brongniartiivykazovala entomopatogenni vlastnosti podobné
B. bassiana.

Proces samotné izolace nalezenych hub byl provddmoci metody Zivych pasti
(,,Bait Metod"), i které byly pouzity 2 druhy larev, a to larvy z@ée voskovehoGallleria
mellonellg a potemnika mawného Tenebrio molitoy, pro detekci entomopatogennich hub
v padé a kife. Pomoci larevG. mellonellabyly spolehliv detekovany zejména kmeri;
bassianaa B. brongniartii zatimco pomoci lareV. molitorbyly zachyceny fevazi kmeny
houbyMetarhizium anisoplia@ar. anisopliae.

Podle Zimmermanna (1986) je metoda zivych pastbeg<itliva, nebt pro uvedené
druhy larev neni f{da @irozenym prodedim a zvysSuje tedy citlivost larevidi sledovanym
patogeim. Na larvy @da pisobi jako stresujici faktor, coz j&ignou zvySené vnimavosti
larev zavijée voskového k meénvirulentnim kmefm. Diky silné sklerotizované kutikule
larev potemnika mamého bylo odchyceno ménkmeri jako Beauveria bassianave
srovnani $5. mellonella.

Pavodre bylo v metodickém postupu pouzivano jen 10 lamde, vliivem bakterioz
bylo v kazdém pokuswekolik larev usmrceno, a proto byl zvySercpblarev na 12, abychom
se vyvarovali ztratam. DalSi postup byepré dodrZzen podle metodiky Zimmermanna (1986).

Z uvedenych tabulek (4.1.6. — 4.1.10.) jejmé, Ze izolace entomopatogennich hub

byla snadgji provadina gees selektivni médium a.i. dodine.
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Nalezené kmeny houbBeauveria bassiandyly roztidény podle morfologickych
vlastnosti, ficemz také byla prokazéna odliSna &#tost konidii u kazdého kmene a tedy

vhodnost pro praktické pouZziti v ocheamstlin.

5.2. ,,Invitro“ charakteristika — stanoveni radialniho riastu

Pfi stanoveni radialnihoustu u vybranych kmen entomopatogenni houbig.
bassianabyly ziskany podstatné informace o produkci sperédeultury. Hodnoty radialniho
rastu na undlé zivné mdé PDA nevykazovaly markantni rozdily diky dodrzerégmého
metodického postupu. V hodnoceni produkce spor tmggily mezi kmenyizjmé. Pikazné
hodnoty s¥d¢i o rozdilné produkci spor. Nejproduktigjgim kmenem byl NP 0031, ktery je
diky své schopnosti produkovat velké mnoZstvi kidnidhodny k praktickému vyuZiti
pii regulaci populace lykoZrouta smrkového.

Pfi tomto testovani bylo prokazano, Ze jsou houbyopok fist na selektivnich
meédiich a tudiz jsou vhodné i pro produkci &tmpu introdukci do prozeného ekosystému.

NejvysSich hodnot v radidlninistu bylo dosazeno u kmés ozngenym NP 0001 a
NP 0030, u kterych bylo ipdpokladano, Ze budou mit nejvySSi produkce korueii
stredovych kultur. B dalSim vyzkumu bylo zjigho, Ze produkce konidii ¥d¢hto kmeri je
velice nizka a proto neexistujéimma korelace mezi velikosti kolonigipadialnim fstu a

produkci konidii.
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5.3. Polyfaktorialni hodnoceni vybranych kmei entomopatogenni houbyBeauveria
bassianaodizolovanych i velkoploSném monitoringu na vybranych lokalitachNP

Sumava

Uvedené laboratorni testy byly pouZzity pro poly@aidini hodnoceni vybranych
kmeni Beauveria bassiana mely vysokou vypovidaci schopnost o vlastnostech@gédrych
kmeni. Z hlediska vyZnosti kme# byly zjisS€ny vyrazné rozdily.

Pro metodu polyfaktrorialniho hodnoceni hub bylafito selektivniho média PDA
obsahujici antibiotikum a selektivniho média @ddine. Bi pouZiti selektivnino média PDA
bez obsahu antibiotika byly na Zivnéd zaznamenany vyskytyagnich invazivnich hub a
bakterii.

U nekolika kmeri byla zaznamenana nizsiaprérna produkce z 1g substratu (gtaf
5.3.3. a 5.3.4.). Jednou z moznycki¢im nizSi vyEznosti bylo #ejmé nahloweni krup
v Erlenmayerov baice. Jelikoz kroupy rozmigtié po ploSe Petriho misky zaji§i houks
moznost #@st po celém povrchu a proto byla zaznamenana wygsgnost @i produkci
konidii z 25 propaguli. Ztoho vyplyva, Ze vys&idhoty vygznosti bychom ziskaly ip
rozdrceni pirodniho substratu na jednotlivé kroupkeg@ samotnym vyhodnocovanim, aby
nedochazelo ke ztratamiipvymyvani konidii.. Tento postup bychom v dalSich pokusech
uptednostnili.

DalSim divodem menSi vg¥nosti kmeh mohla byt také nizSi teplotaiipjejich
inkubaci ve skladu. Doberski (1981) ve svém vyzkupoukazal na schopnoBt bassiana
velmi dolre klicit a rist i pi nizsi teploé nez 16C. V naSich podminkach sniZeni teploty
zpasobilo u kmed omezeni produkce konidii.

DodrZeni optimalniho teplotniho rozmezi piistrentomopatogennich hub (20 Qb
je predpokladem pro ziskani objektivniho vysledku (legi kol., 2001), a proto by bylo

vhodné pro dalSi vyzkum dodrZet stalé podminkyrikubaci houby naifirozeném substratu.
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Diplomova prace byla zaffena na ploSny monitoring vybranych diuh

entomopatogennich hulBéauveria bassiana, Beauveria brongniartii, Isafiamosorosea

(=Paecilomyces fumosorosgukecanicillium lecanii(=Verticillium lecani) a Metarhizium

anisopliaevar. anisopliag asociovanych siznymi vyvojovymi stadii lykozrouta smrkového

Ips typographusL. ve smginach NP a CHKO Sumava charakteristiku kmen téchto

entomopatogennich hub.

6.1. Monitoring prirozeného vyskytu entomopatogennich hub

Plosnym monitoringem voblasti NP a CHKO Sumava ybyhalezeny
entomopatogenni druhy huBeauveria bassiana, Beauveria brongniartii, Isaria
fumosorosea(=Paecilomyces fumosorosgud ecanicillium lecaniia Metarhizium
anisopliae var. anisopliae. Bylo prokazano, Ze jsou ébnou sodasti mdnich
ekosystém a frekvence jejich vyskytu vipé je velicecetna.

Uvedené entomopatogenni kmeBgauveria bassiandyly ziskany z nalezenych
dosglct pomoci selektivnich zivnychud s fungicidni sloZzkou a.i. doding PDA s
antibiotikem. Selektivni Zzivnagoa s fungicidni sloZzkou a.i. dodine umaje izolaci
Sirokého spektra entomopatogennich hub afas® pasobi inhibéné na WtSinu
padnich hub, nevykazujicich entomopatogenni schop(®snicilliumspp.,Rhizopus

spp.¢i Mucor spp.).

Pti izolaci entomopatogennich hub bylo preferovanskavani z dosjict pomoci
selektivni média PDA obsahujici antibiotikunteg a.i.dodine, nelo selektivni
médium a.i. dodine obsahuje krdrantibiotik jeS¢ chemické latky, které by mohly

mit vliv na vyvoj hub na médiu.

Pokud nebyl nalezen dodec, izolace byla provéda z Kiry ¢i pady, resp. hrabanky;

davodem byla viditelna ffma asociace s lykoZzroutem smrkovym.
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Selektivni Zivné fdy s fungicidni slozkou a.i. dodine se také vyugivako

prostedek kizolaci entomopatogennich hub v metodachychivpasti (,,Bait
Method“), kde se vyznamn oswd¢ily pro svou schopnost odizolovat
entomopatogenni houby i tam, kde nebyly detekoyamgoci larev.

Prostorové rozgni a druhové spektrum fipzers se  vyskytujicich
entomopatogennich hub bylo ovldmo celou rfadou faktod (biotickych i
abiotickych). Zastupci rad Beauveria, Metarhiziuna Isaria (=Paecilomyces byly
nalezeny na podobnych stanovisticiivatlem je ¥ejm¢ adaptabilita na stejné niky.

6.2. Polyfaktorialni hodnoceni kmed entomopatogennich hub a ,,In vitro“

charakteristika

Dale byla diplomovéa prace za&mena na izolaci entomopatogennich hub pomoci

selektivni Zivné pdy s fungicidni sloZzkou a.i. dodine. Cilem pracélakoumani zakladnich

vyvojovych charakteristik vybranych kmé&rentomopatogenni houbBeauveria bassiana

pomoci standardnich laboratornich pof{igteré umo#uji parametrizaci jednotlivych kmén

v oblasti ,,in vitro“.

Byla prokazana zraad vypovidaci schopnost polyfaktorialnich hodnoclkemien

entomopatogeni houbBeauveria bassiangii dodrzeni standardnich metodickych

postupd.

Pri polyfaktorialnim hodnoceni v§Enosti jednotlivych kmein jsme byli nuceni
pozmenit metodicky postup, protoze dochazelo ke ztrat@nvytznosti. Pozrénény

postup bychom dopotéily pro dalSi zkoumani.

Pri testovani jednotlivych kmeén houby Beauveria bassianalosahly nejlepSich
vysledki v testovanich kmengislo NP 0028, NP 0030, NP 0031 a NP 0052. Uvedené
kmeny bychom dopotili pro vyuziti v biologickém boji proti lykoZroutu

smrkovému.
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8. Prilohy
8.1. Indexy poiastani

0 = neporostla 1 = porostla 2 = hustji porostla

3 = z witSi ¢asti husgjSi mycelium 4 = zagatek sporulace 5 = vysporulovana

Tabulkac¢. 8.1. Indexy parstani

Indexy pofistani 0 1 2 3 4 5
Kmen > >
NP 0001
1.pozorovani 0 0 0 3 22 0
2.pozorovani 0 0 0 5 20 0
3.pozorovani 0 0 0 8 17 0
4.pozorovani 0 0 0 3 22 0
5.pozorovani 0 0 0 3 22 0
NP 0002
1.pozorovani 0 0 0 2 23 0
2.pozorovani 0 0 0 1 24 0
3.pozorovani 0 0 0 0 25 0
4.pozorovani 0 0 0 4 21 0
5.pozorovani 0 0 0 0 25 0
NP 0003
1.pozorovani 0 0 0 1 24 0
2.pozorovani 0 0 0 2 23 0
3.pozorovani 0 0 0 2 23 0
4.pozorovani 0 0 0 1 24 0
5.pozorovani 0 0 0 2 23 0
NP 0004
1.pozorovani 0 0 0 2 23 0
2.pozorovani 0 0 0 1 24 0
3.pozorovani 0 0 0 0 25 0
4.pozorovani 0 0 0 2 23 0
5.pozorovani 0 0 0 0 25 0
NP 0005
1.pozorovani 0 0 0 1 24 0
2.pozorovani 0 0 0 1 24 0
3.pozorovani 0 0 0 0 25 0
4.pozorovani 0 0 0 0 25 0
5.pozorovani 0 0 0 0 25 0
NP 0006
1.pozorovani 0 1 2 3 19 0
2.pozorovani 0 0 3 5 17 0
3.pozorovani 0 0 2 7 16 0
4.pozorovani 0 1 2 2 20 0
5.pozorovani 0 0 0 6 19 0
NP 0007
1.pozorovani 0 0 0 3 22 0
2.pozorovani 0 0 0 5 20 0
3.pozorovani 0 0 0 6 19 0
4.pozorovani 0 0 1 5 19 0
5.pozorovani 0 0 2 4 19 0



Tabulka¢. 8.1.
Indexy potfistani

Kmen

NP 0008
1.pozorovani
2.pozorovani
3.pozorovani
4.pozorovani
5.pozorovani
NP 0009
1.pozorovani
2.pozorovani
3.pozorovani
4.pozorovani
5.pozorovani
NP 0010
1.pozorovani
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3.pozorovani
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5.pozorovani
NP 0020
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Tabulka¢.8.1.
Indexy potfistani

Kmen

NP 0029

1.pozorovani
2.pozorovani
3.pozorovani
4.pozorovani
5.pozorovani
NP 0030
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8.2. METODICKE POSTUPY DETEKCE A IZOLACE ENTOMOPATOGENNICH HUB ZE VZORK
POMOCI,, TENEBRIOBAIT METHOD" A SELEKTIVNIHO MEDIA S FUNGICIDNI SLOZKOU A.l. DODINE

\

Obr. 1. Infikovany dosflec|. typographus  Obr. 2. Cista kultura houbyB. bassiana
nalezeny fi cileném vyhledavani ziskana po izolaci z infikovaného dékpe
entomopatogennich hub l. typographus

Obr. 4. Vyluh z kry analyzované na detekci Obr. 5. Odizolované kultury entomopato-gennich hub
pomoci selektivniho média s fungicidni slozkou a.i.

dodine

piitomnosti entomopatogennich hub

Obr. 6. Detail larvy potemnika mé&neho Obr. 7.Cistéa kultura entomopatogenni houby
(Tenebrio molitor)nfikované houbouB. B. bassianave fornt bodové kultury
bassiangpo analyze fdniho vzorku



8.3. HODNOCENI MORFOLOGICKYCH MARKERJ A RADIALNIHO RUSTU STREDOVYCH KULTUR

Obr. 1. Stedova kultura entomopatogenni
houbyB.bassiana

Obr. 2. Radialniirst kultury po 21 dnech
kultivace na PDA

Obr. 3. Demonstrace homogenity Obr. 4. Sada kménpro polyfaktorialni
morfologickych markar kmene NP 0001  charakterizace

Ry Jh-‘f- X

Obr. 5. Uchovavani matey kultur ke Obr. 6. Aktivace kmene entomopatogenni
hub do sbirky ve forghalginatovych pelet  houbyB. bassiana alginatovych pelet
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