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1 UVOD

V souwasné dob je kladen draz na vyuzivani bioracionalnichiigtupr v boji proti
zemedélsky vyznamnym Skdcim s co mozna nejSetij§imi zasahy do agroekosystému. Vznik
rezistence i insekticidim je jednou z hnacich sil pro Zmu managementu pesticidnich
prostedki. V rdmci reguléni politiky viady klesa p&et nov registrovanych latek, naopak se
podporuji projekty na rozvoj komponérigetrnych k progedi, s nizkou toxicitou, kratkou dobou
perzistence, bez ohroZeni kontaminace podzemnidhave limitovanym dopadem na necilové
organismy. Tyto podminky vSak redukuji moznostioby (innych latek a dramaticky zvysuji
cenu vyzkumu a vyvoje. Pro chemickou kontrolidpiho hmyzu jsou tyto podminky zvI&st
vyznamne, nelto na rozdil od pesticid aplikovanych do fyloplanu, musi bytianeé latky
insekticidi schopny psobit ¢asto ve velkych hloubkach. Tak aby dosah&ndosti i v tak
extrémnich podminkach, musi byt rozpustné veéy@inz se zvySuje riziko kontaminace
podzemni vody. Bhem realizace jsoucinné latky dale vystavovany biodegradadidpimi
organismy a absorpci mineralnimi a organickymi ktoui pidy. Tak aby mohly &nné latky
celit vS8em &mto nastraham a zaravedosahovat odpovidajicich vyslégkmusi byt vysoce
toxické a perzistentni, coz popira vesSkeré pozagdesgulani politiky. Diky takto nastavenym
podminkam je pdeba hledat nové alternativnirigtupy k ochra& rostlin. NejvhodwjSim
feSenim tohoto problému se jevi integrovany syst@mramy rostlin (IOR), ktery stwje
chemicke, fyzikalni, agrotechnické a biologické&ispupy, jeZz minimalizuji ekonomické,
zdravotni a environmentalni rizika. Sagna definice IOR zvySujaithz na zafrné vyuzivani
biologickych a bioracionalnich metod regulace papulSkKidci (Landa 2002). Biologicka
ochrana je svou podstatou zaloZzena na interakicicgka jeho firozenych nefatel (parazitoidi,
predatdéi a patogeny). Mezi patogeny pouzivané v biologiokérar rostlin fadime bakterie,
houby, viry, prvoky a hlistovky. Kazda skupina zakje stovky druh, které mohou atakovat
hmyz. Nicmég pouze gkteré druhy jsou vyuZivany v biologické och¢amstlin. Kombinace
dvou entomopatogennich agens, které séiroge bézné vyskytuji a dokazi regulovat Sirokou
Skalu Skodlivého hmyzu, je naglmim mySlenky biointenzivni integrované ochrany linst
Nejen Ze poskytuji co docinnosti adekvatni nadhradu za chemické pemlity, ale jejich
bonusem je i perzistence v ph@sti, ktera umauje staly zdroj ochrany. Z technického hlediska
Ize upozornit i na nenatnost aplikace. Takeé Ize poukazat na fenomén remsietery je stale
vice a vice diskutovan a to jak z hlediska prodticarchrannych prostdki tak cilovych
uzivatefi. NejvhodrjSim feSenim tohoto problému s rezistenci se jevigpohrana zaloZzena
na pmsobeni bioagens.iipadna kombinace entomopatogennich hlistovek snjirgrganismy
vyuzivanymi v biologické ochran jako nap. s entomopatogennimi houbaniyphomycetés
by mohla vést k synergistickémuinku, ktery by zvySsil potencidl ochrany proti citogkupir
hmyzich Skdci.

Zavadni biologickych metod zaloZzenych na kombinaci bjidkych agens do praxe
ochrany rostlin vSak vyZaduje velké mnozstvi znalaszkuSenosti. Tato prace by mohiesst
k rozpoznani slozitych interakci vznikajicich mezitomopatogennimi organismy. Prace je
zantiena na modelovy interdki systém houba-hlistice-hostitel a jéngvana pedevsim
charakteristice &innosti kombinace entomopatogennich agens na me@edouhy hmyzich
Skadca.



2 LITERARNI P REHLED

2.1 Entomopatogenni hlistice (EPNSs)

Hlistice (Nematoda jsou ne€lankované organismy, zakladni tvatlat je protahly,
valcovity (Mr&ek and Weiser 1988), postradajictbbvou a dychaci soustavu (Koppenhofer et
al. 2000). \&tSina hlistic je si tvarav velmi podobna. Vyjimku tv jen rektefi znane
specializovani parazité. Druhy hlistic, které pétgiznebo jsou jinym zfisobem spjaty svym
Zivotnim cyklem s hmyzem, t¥ojen malé procento z celkovéhogho zndmych druin Vztah
mezi hlisticemi a hmyzemig@chazi od obligatniho a fakultativniho parazitisafuk neskodné
foresii. Z celkového ptiu 184 ¢eledi hlistic v 25:adech nalezneme zastupce napadajici nebo
Zijici na €le hmyzu (Mr&ek and Weiser 1988). Sedm ézhito celedi je mozné vyuzit
v biologické ochra# proti hmyzu, jsou to: Mermitidae a Tetradonemagi¢ad: Stichosomida);
Allantonematide, Phaenopsitylylenidae a Sphaeidisei{ad: Tylenchida); Heterorhabditidae a
Steinernematidag'dd: Rhabditida). V saasnosti jsou vyuzivany jako mikrobialni insekticidy
pouzeceledi Heterorhabditidae a Steinernematidae, ktsvé produkovany komeémé mnoha
spole&nostmi po celém s (Lacey et al. 2000).

EPNsceledi Steinernematidae a Heterorhabditidae j$wazere se vyskytujici obligatni
parazité velkého mnoZzstvi druhhmyzu (Poinar 1979). @bceledi pati do nadeledi
Rhabditoidea, paddu Rhabditinaiddu Rhabditidafidy Secernentia (Secernentea - t&aand
Weiser 1988) a kmene Nematoda (Poinar 1979). Rteinernemaje souwasti celedi
Steinernematidae (Rhabditida: Nematoda). Té#ted zahrnuje krord tohoto rodu i rod
Neosteinernema jedinym zastupcem. longicurvicauda parazita termit (Nguyen and Smart
1994). Poinar (1979) popsal novy druh ERBterorhabditis bacteriophorgenz byl umistén
do novéceledi Heterorhabditidae (Rhabditida: Nematoda). \Retkinernemaa Heterorhabditis
predstavuji nejvyznan#si rody entomopatogennich hlistic. K dneSnimu ldylo popsano 46
druhi rodu Steinernemaa 10 drufi rodu Heterorhabditis (Nguyen 2009). VSechny
entomopatogenni hlistice rod8teinernemaa Heterorhabditsjsou mimo jiné symbioticky
asociovany s fakultatignanaerobnimi bakteriemi (Boemare 2002).

Hlistice jako parazité hmyzu jsou znami jiz od &fdleti (Nickle 1984), ale az teprve ve
30. letech 20. stoleti secay vyuZzivat ciles v ochrag rostlin proti hmyzim Skdcim. V roce
1929 Glaser a Fox (1930) nalezli hlistici infikogaon broukaPopillia japonica na golfovém
hiisti ve st&¢ New Jersey. Steiner popsal tuto hlistici ve stgjméce jakoNeoplectana(=
Steinernempglaseri (Dutky 1937).

Co se tge nazvoslovi EPNs, jégba upozornit na jistou diverzitu v terminologiieid je
uvacna i vtéto praci. Ve ¥ je obeci pouzivano #kolik terminologickych ustalenych
spojeni pro tuto skupinu entomopato@yeiKrome jiz zminovaného nazvu ,entomopatogenni
hlistice" se dale pouZzivaji ndzvy, ,entomopatogererhatody”, ,entomoparazitické hlistice,
.parazitické hlistice hmyzu“ nebgeské synonymum ,hlistovky”, uvédé tymem autdr Weiser
and Mr&ek (1988).

2.1.1 Vyvojovy cyklus EPNs roduSteinernema

VétSina druli EPNs ma podobnou biologii (Kaya and Stock 1997)s@u svymi
vyvojovymi cykly gizpasobeny k tomu, aby se udrzely ve svém hmyzim ldistEchémata
téchto cykii nejsou rigidé zavazna. Hlistice parazitujici hmyz jsou schopktévia¢ vyhledavat
hostitele a pronikat do jeheélni dutiny v larvalnim, pupdélnim i dosigm stadiu (Mréek and
Weiser 1988).

Hlistice ¢eledi Steinernematidae jsou gonochoristé, a tudizpgteba k dokodteni
Zivotniho cyklu minimala dvou jedin@ opaného pohlavi (Fan et al. 1991a, 1991b). Jedinym
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volné Zijicim stadiem je infetni larva (= 13, dauer juvenil, infective juvenilpfekéni stadia se
vyznauji fadou morfologickych, fyziologickych a behavoralniatiaptaci, které jim umaagji
piezivat v idnich podmink&ch a nalézat nového hostitele. B$ jsnohem toleran®si vaci
teplotnim a vlhkostnim zémam ve srovnani s jinymi stadii. Jednou z dalSiSadkti infeknich
stadii je obsah zasobnich latekélet které tvei az 40% hmotnosti. Slouzi jako zdroj energie,
neba’ stadium 1J je stadiem jeZ rigpma potravu (Ustni otvoriitni otvor je uzaien), proto je
ve srovnani s jinymi vyvojovymi stadii mensi a uZiifekéni larvy si ponechavaji kutikulu
z predchoziho instaru, kterd slouzi jako ochranny “Sgtoti extrémnim podminkam a
mikrobialni infekci. Infekni larvy riznych druli hlistic maji podobnou morfologii, ale zZm&
se odlisuji ve velikosti a chovani (Kaya 1990; Kwtgal. 1991). Infesni larvy hlistovek jsou
schopny pezivat az #kolik mésiail z vytvarenych energetickych zasat ve stavucaste&né
anhydrobiozy. Délkaiezivani infeknich larev hlistic beziftomnosti hostitele zavisirfpdevsim
na fack faktoni, jako jsou teplota, vlhkost, ffpomnost pirozenych nefétel a mdni typ
(Molyneux 1985; Nguyen 1988; Kaya 1990; Kung et 2091). Infekni larvy pronikaji do
hostitele dstnim otvoremfitnim otvorem, spirakuly nebo fijmou penetraci kutikuly.
NejsnadijSim zpisobem vniknuti do hostitele je Ustni nditoi otvor. Ri piimé penetraci se
pied piinikem kutikulou infekni stadia pohybuji vokh po povrchu hmyziho hostitele a
prozkoumavaji jeho zahyby.¢Bem této doby svilékne kutikulu jeddtvrtina az jednaietina
hlistovek. Hmyzi kutikulou pak inféki stadia pronikaji hlavovym koncendlrtimi zahyby
hostitele nebo mezélanky jeho koketin. Jakmile hlistice prorazi hmyzi kutikulu,apik
probshne rychlegasto Ehem rékolika minut. Nasleduji afi minutové nebo i delSi pzkumné
pohyby uvnit hostitele. Hlistice penetruji do dalSich oblagékmile jeden infelni jedinec
prolomi kutikulu, ostatni larvy pronikaji zpravidta samou cestou (Molyneux and Bedding
1984). Po proniknuti do hemolymfy hlistice¢mau vyluiovat latky bilkovinné povahy, které
inhibuji aktivitu imunitniho systému hmyzu a r@&novliviuji jeho nervovy systém. Krai
bakterii uvohuji hlistice latky s vysokou antibiotickou aktivitpkteré chraniéto hostitele ped
napadenim dalSimi organismy. Tento mechanismus twn@heruSeny rozvoj hlistic (Glazer et
al. 2002). Ve vhodnych podminkach napadeny hmyzrairdd 24 - 72 hodin. &oliv je
primérre smrt hostitele zafinéna bakteriozou, na letalnichéincich se podili i toxiny
produkované hlisticemi (Burman 1982). Z invazniaheV se vyviji dosfici prvni generace,
ktefi jsou v zavislosti na velikostéla hostitele obvykle &Si nez dosfci nasledujici tj. druhé
generace. Dosfe hlistice Ize nalézt ¢ mrtvého hostitele 3 az 5 dni poiapiku invaznich
larev. Samci se mohou vyvijet rychleji nez samiimz,prostedré po dosazeni dosjwsti dochazi
k paeni. Samice kladou véka do hemocelu hostitele, p@fidvajicka zistavaji v éle samice
(endotokia matricidp(Poinar 1979). Tento jev je typicky zvl&dftiro EPNs rodideterorhabditis
a je indukovan nedostatkem potravy. Oplozenackajise vyviji véEle samice, az do faze
infekénich larev (Johnigk and Ehlers 1999).

Existuji dva vyvojové modely pro névse vylihlé larvy. Bd® mohou pokréovat
v parazitickém vyvoiji, Bhem r£hoz se 4 x svlékaji nebo se mohou vyvinout v itifékarvalni
stadium (invazni larvy). Bb¢h vyvoje zavisi na mnoZstvi dostupné potravy, kigadisi na
podminkach progtdi, dale na mnozstvi hlistic uvhigla hostitele a asociované mikraféd
Samice druhé generace seipge samci a kladou menSi¢et vajiek. Protoze hlistice v této
dok® zaphuji celé €lo hostitele, ¥tSina nebo vSechny larvy, které se vylihnou zéekji se
vyvijeji vinvazni larvy (Poinar 1979), které sirmmehavaji kutikulu fedchazejiciho instaru,
opoustji mrtvého hostitele a vyhledavaji nové hostitédaya et al. 1997). Infeki cyklus je
zavisly predevSim na tepldta na druhovéi kmenové speciftt hlistic. Cely Zivotni cyklus trva
7-10 dni @i 25°C na larvactGalleria mellonella (Wouts 1979; Wouts 1980; Nguyen and Smart
1992) (obr. 1)
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Obr. 1 Zivotni cyklus EPNs rodBteinernemar asociaci s bakteriemi rodenorhabdugEmelianoff et
al. 2008)

2.1.2 Symbiotické bakterie asociované s EPNs

VSechny entomopatogenni hlistice ragiginerneman Heterorhabditsisou symbioticky
asociovany s fakultativnanaerobnimi Gram negativnimi bakterieteiedi Enterobacteriacae
(kmen: Proteobacter). Hlistice ro@teinernemgsou sdruzeny s bakteriemi rodienorhabdus
hlistice roduHeterorhabditiss rodemPhotorhabdusgBoemare 2002; Forst and Clarke 2002).
Kazdy jednotlivy druh bakterie je asociaovan s dardgruhem hlistice, ale dany druh bakterii
muZe byt asociovan s vice druhy hlistic (Kaya agpenhoffer 1999) (tab. 1).

Infekéni larvy hlistovek si v fedni ¢asti svého $eva uchovavaji  200-2000
symbiotickych bakterii (Endo and Nickle 1994). iadil od ostatnich hlistitadu Rhabditida,
které se dokazi Zivit a rozvijet ve spolupraci Zditnymi druhy bakterii, u EPNs se vyvinul
uzaweny vztah se symbiotickymi druhy. Hlistice poskittjakteriim ochranu ied vlivy
vnéjSiho prostedi a infekni larvy nematod slouzi jako vektor, ktery vnasitbae do sterilniho
prostedi. Naproti tomu bakteriefgkonavaji hmyzi obranné mechanismy a vtwhodné
podminky pro vyvoj hlistovek. Produkuji latky antitické povahy, které pottaji konkurerni
mikroorganismy, transformuji hostitelské tkare vhodny zdroj potravy a séasré slouzi jako
potrava pro samotné hlistice. (Han and Ehlers 200&kmile se bakterie dostanou do
hemolymfy hostitelského organismu,cmau produkovatadu toxiri a hydrolytickych enzyrin
které jsou zodpawdné za smrt hostitele a naslédsfemenuji télo mrtvého hmyzu na vhodny
zdroj potravy pro hlistice. Hlistice se vyvijeji tl doby, neZz se zasoby potravyrmau stavat
limitujicimi. Tento impulz vede k vyvoji infekich larev, které nabiraji do jicnu symbiotické
bakterie a opou§i vycerpané d&o hostitele. Tento pozoruhodny navzajem propojeny
reprodukni cyklus je vysledkem dlouhodobého vyvoje vztahezitbakteriemi a EPNs (Forst
and Clark 2002).

Bakterie vytvéi dwe formy (Arkhurst 1980), ale pouze primarni formagenaSena
invaznimi larvami do nového hostitele. ©tormy jsou giblizné stejré patogenni. R injikaci
bakterii do &Ini dutiny housenek zavije voskového s axenickymi hlisticemi vytvg@rimarni
formy lepSi podminky praist a rozmnozovani hlistic nez sekundarni forma §éfeand Mréek
1988). Primarni formu lze izolovat z infgkich larev a zd infikovaného hmyzu, kdezto do
sekundarni faze bakteriefgghazi vin vitro ¢i in vivo kulturach, kdy hlistice migruji
z usmrcenychét svych hostital. Sekundarni stadium bakterii netiijiméano infelk¢nim stadiem
druhuH. bacteriophora(Han and Ehlers 2001). Krasomil-Osterfeld (199%%Vvpd| i kultivaci
ve stresovych podminkachi(mnizeny osmoticky tlak) primarni formu na sekunddlakmile
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byly bakterie kultivovany ofi ve standardnich podminkach, vratili s&tzgo primarni formy.
Kultivaci ve stresovych podminkach jsou stabijprodukovany sekundarni kultury bakterii
(Boemare and Arkhurst 1988). Krénztrat rekterych metabolickych funkciipptechodu do
sekundarni formy (p produkce proteaz, lipaz, intracelularnich krystakch proteir, antibiotik

a pigmentu) je dlezZitou informaci fakt, Ze sekundarni stadia bakteraji vyznamny a
rozhoduijici vliv na vyvoj a vynos hlisticim vitro kultivacich (Han and Ehlers 2001).

Mezi okEma rody symbiotickych bakterii existujékteré fyziologické rozdily: bakterie
rodu Photorhabdugsou bioluminisceéni, kthem patogeneze zbarvu§id hostitele do odstinu
cervené a v &kterych gfipadech az dozelena. Izolaty bakterii tohoto rogkazuji katalytické
ucinky, zatimco rod Xenorhabdugyto (€inky nevykazuje. Bakterie rod&enorhabdusbarvuji
infikovany hmyz do odstinu okru, Seti@maw Sedé barvy a nejsou bioluminis¢an(Forst and
Nealson 1996).

Tab. 1 RPehled druld EPNSs a jejich symbiotickych bakterii (Kaya and Kephoffer 1999)

Druh EPNs Bakterialni symbiont
Steinernema carpocapsae Xenorhabdus nemathophilus
S. feltiae X. bovienii

S. glaseri X. poinarii

S. kushidai X. japonicus

S. riobrave Xenorhabdusp.

S. scapterisci Xenorhabdagp.

Heterorhabdus bacteriophora Photorhabdus luminescen

H. marelatus P. luminescens

H. megidis P. luminescens

2.1.3 Faktory ovliviiujici t¢innost EPNs

Infekéni larva hlistic je v fdnim prostedi vystavena {sobeni abiotickych faktar
(vinkost, teplota, pH, jdni druh, UV zé&eni ¢i pesticidy) a biotickym faktdr, ke kterym lIze
pocitat vSechny faktory, které oviuji prezivani nematod a jejich symbi@énDo této skupiny
Ize z&adit organismy, které mohouigobit jako konkurenti (intraspedifi ¢i interpecificti) a
piirozené nefatele hlistic (Kaya et al. 1998). Nen¢gmodstatnou roli hraji i latky antibiotické
povahy vyl@kované samotnymi hostiteli hlistic (Barbercheck bt 1®95) nebo allelopatika
vylu¢ované rostlinami, jenz pak mohou negagiavliviovat vyhledavaci schopnosti nematod
(Kaya and Koppenhofer 1996). Enito faktoiim Ize gipocitat i faktor samotného patogena,
ktery disponujeradou fyziologickych a behavioralnich vlastnostgrétmohou predeterminovat
ucinnost samotnych hlistic.

Hostitelsky okruh a behavioralni strategie

V laboratornich podminkach je hostitelsky okruhstavek velmi Siroky, nehlb pro
pribéh infekce jsou zajighy optimalni podminky (Kaya 1990). V polnich podkéaoh je v3ak
hostitelsky okrunh mnohem uz3i (Arkhurst 1998ada druli hlistic ma Siroké spektrum
Gcinnosti a jejich hostitelsky okruh se pohybuje mcaiadi hmyzu, na druhé strarexistuje
fada Uzce specializovanych diuhlistic grikladem jeS. kushidaiMamiya 1989) &. scarabaei
(Stock and Koppertier 2003), jez jsou adaptovany na latgtedi ScarabaeidaeS. scapterisci
je dalSim Uzce specializovanym druhem, jenZ je pehamapadat pouze krtonozky (Grewal et al.
1993). Jednim z hlavnich fakéozuzujici hostitelsky okruh EPNs je také potravinategie
infekénich larev. Hlistice vyuZivajiiznych postup pri lokalizaci vhodného hostitele, jde o tzv.

5



sit-and-wait strategii nebo dalSi Siroce rée8ou cruiser strategii (Lewis 2002). Sit-and-wait,
nebo-li tzv. ambusher je charakterizovan snizenobilitou a sklonem zdrZovat se v blizkosti
povrchu pidy, pri které je €lo infekéni larvy z 95% exponovano ve volném prostoru, coz
napomaha tomuto druhu napadat hmyzi larvy pohybsggctsre po pidnim povrchu. Proto
negastjSimi hostiteli této skupiny jsou housenky osetiiobalgt nebo krtonozky, fkladem
jsou S. carpocapsaea S. scapterisci DalSim extrémem je strategie tzv. cruiser jenz je
charakterizovan vysokou pohyblivosti a schopnadtalizovat hostitele diky volatilnim latkam.
Tato schopnost umaaje hlisticim napadat sedentarni hmyz jako jsouylathroust a kukly
motyli. Zastupci této skupiny jsaB. glaseriaH. bacteriophoraU vétSiny nematod jde vSak o
jakési kontinuum mezi @ma — strategiemi. fikladem mohou byt hlistic&. riobravea S.
feltiag které napadaji hostitele, jako jsou housenky hiptiarvy smutnic¢i lalokonosé
(Campbell and Gaugler 1997).

2.1.3.1 Abiotické faktory

Vlhkost

Padni vihkost je pravépodobre nejdilezitéjSim faktorem ovliviujicim prezivani a pohyb
hlistovek. Pokud se hlistice vyskytuji v ptesti s postupnym poklesem vlhkosti, dokazi
piezivat delSi dobu ve stavu anhydribidzy a@katik let (Wharton 1986). Postupné vysychani
pudy poskytuje infeknim stadiim hlistic dostasu, aby svéél fyziologicky pizpuasobily
nastavajicim podminkam agqvedly jej tak docast&né desikovaného stavu a imobilizované
kviescence. Jednou z behavioralnich adaptaci yenogani rékterych druli hlistic do &€&sného
prstence, ktery zabhiaje nadndrnému vysychani. Toto chovani uniaje snizit evapokai
plochu &la (Womersley 1987). V prastdi s nizkou relativni vzduSnou vihkosti nejsouogcty
hlistice gezivat déle nezakolik hodin v zavislosti na druhu hlistice, te@at vihkosti prosedi
(Glazer 1992; Menti et al. 1997). Rychlé vysychatistovek limituje jejich vyuzZiti proti
Skidcam pasobicim na nadzemni@astech rostlin. V suché&igé dokazi vsak hlisticerptrvavat
2 az 3 tydny (Kaya 1990). Do dité miry mize chranit hlisticefied vysychaniméto hostitele,
ve kterém se hlistice vyviji (Koppenhofer et al97p Ve studii Serwe-Rodriguez et al. (2004)
dokonce prokazali cross protektivntinek vihkostniho stresu vigochu vyvoje nematod
v mrtvém hostiteli. Stresové podminky indukovalynéekénich larev nematod vySSi odolnost
vaci dalSim environmentélnim stredan jako jsou extrémni teploty a pH.

Na druhé strah pii extrémrgé vysoké vihkosti mZze dochazet k hynuti hlistovek v
disledku nedostatku vzduchui(prysoky sloupec vody). Histovky jsou schopny kol
piezivat po utitou dobu v anaerobnich podminkach (Molyneux anddsey 1984).

Teplota

Stejre jako vihkost tak i teplota hraje velmil@zitou roli v aktivie a schopnosti nematod
pusobit efektivie v IPM programech. Tento faktor nejen Ze oRlije hlistice jako takove, ale je
také dilezitym faktorem pro zdarny a rychly rozvoj symi&ich bakterii. Diky tomu, Ze se
hlistice vyskytuji térsi ve vSech zegpisnych &ikach, je nedilnou s@asti jejich Zivotni
strategie i vysokaijzpasobivost k vijSim podminkdm. Nematody Zijici wwgnich podminkéach
jsou vystavovany v arktickyc#i subartickych podminkach teplotam vyraanzsim. Podobhje
tomu i ve vysSich nadnigkych vySkach, kde se teploty pohybuji vyrazpod bodem mrazu
(Wharton 1986). Podleady studii sledujiciifrozeny vyskyt EPNs Izéici, Ze jak hlistice rodu
Heterorhabditistak hlistice roduSteinernemgsou schopny odolavat nizkym teplotam, nebo
byly izolovany z mnoha mist severni Evropy a Kanédgiffin and Downes 1991; Mgk and
Webster 1993). Schopnostieponavat extrénmin nizké teploty je fisuzovana fedevsim
kryoprotektivnim latkam, které dokazi ochoaat biologické tka& pred poskozenim
vznikajicim g tvorbe krystafi ledu @i velmi nizkych teplotach. Obeérze vSakiici, Ze hlistice



rodu Steinernemgsou mnohem tolerangjsi k nizSim teplotdm, neli-druhy Heterorhabditis
Tento za¥r potvralji i studie Molyneux (1985) a Kaya (19¢

DalSim extrémem proipzivani hlistovek jsou podminky tropickych oblaktle teploty
bézne¢ stoupaji khodnotam nad 30°C. | takovychto podminkach je mozncpad izolovat
hlistice roduSteinernemana Heterorhabdtis. S. riobravisje schopna tolerovat teploty do 37¢
Stejre jako nedavno izolované druhy roHeterorhabditisv Izraeli a v Egypt (Glazer 2002Fi
v tropické oblasti Sri Lanky (Amarasinglet al. 1994). ReZivani EPNs se pohybuj: Sirokém
teplotnim ramezi od 0 do 40 °C. Grewal et al. (1994)iluze jednotlivé faze Zivotniho cykl
nematod: infekce (pronikani do hostitele a smrtiteds), rozvoj (vyvoj infeknich larev az p
generaci dosfici schopnych se pi#) a reprodukce, se pohybuj mnohem uSim teplotnim
rozpsti (obr. 2).

Reprodukce
Rozvoj

Smrt hostitele
Pronikani do hostitele (latentni infekce)
Vyhledavani hostitele {(chemotaxe)

Pohyb

Perzistence

024 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40
Teplota°C

Obr. 2. Teplotni rozmezi aktivit pro zakladni bigické procesy entomopatogennich nemi

Padni druh/typ

Padni druh niize vyrazg ovliviiovat gezivani hlistovek pudg, jejich pohyb i schopno:
detekovat hostitele. Tentnitel pasobi na vyskyt hlistovek nejen velikosti partiksilibstratu
jez vyrazi ovliviiuje pohyb hlistic ale i celkovym provzdu$im pidy. Tento pedpoklad je
jeden ze zakladnich gtezivani hlistic. EPNs jsou aerobnimi organismyréigejsou schopn
dlouhodols prezivat vprostedi se snizenym obsahem kysliku (Wharton 1986)bl&my
sareaci maji fedevsim pdy jilovité a pidy <vysokym dosahem organické hmoty. Krer
ovlivnéni pohybovych aktivit je signifikantni vliv sloZergiady i na patogenitu hlistic, je
potvrzuje studie Kunget al. (1990), jenz studoval vliv druhuagy na hlisticeS. glaseria S.
carpocapsae

Osmoticky tlak

Hlistice jsou obeahvelmi tolerantni ke koncentraci sol prostedi. Midituri (1996) pi
monitoringu vyskytu hlistic na Uzemi Belgie potVrgpiitomnost drufi Steinernemaa
Heterorhabditisv pudach, jejichz pH se pohybovalc rozmezi 4,0 -8,1. Ve stud, kterou
provadl Cheng and Hou (1997), byly inkubovany infek larvy hlistic v roztoku putr
v rozsahu pH 4,0 12,0 po dobu 10 dni a i po této dode vitalita hlistovek pohybovala kole
70%.

UV zé&eni

EPNSs jsou velmi citlivé na slutei z&eni, zvla& na ultrafialovou slozku. Gauglet al.
(1992) prokazal v testechHs bacteriophori vysokou citlivost tohoto druhu. PatogenH.
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bacteriophora se snizila jiz po 4 minutach expozicéi jodnot z&eni 302 nm. US.
carpocapsaese projevila podobna reakce po 6 minutach. Fajiid Yokohama (1998) zjistili
obdobny vliv zéeni na hlisticiS. kushidaga jeji symbiotické bakteri¥. japonicus

Pesticidy

Hlistice roduSteinernemaa Heterorhabditisjsou povazovany za odolné organisnigiv
Sirokému spektru chemickych pestiti(Hara and Kaya 1982; Rovesti et al. 1989; Roveast
Desed 1990). ilesto existuji vyjimky pedevsim v fipadt nekterych druli nematocid (Rovesti
and Dese6 1990, 1991).eMina praci je zatiena na vliv insekticil a nematocid, atkoliv
nezanedbatelny je vliv i dalSich latek hapgfungicidi ¢i herbicidi aplikovanych do
agroekosystému. Del Pino and Jové (2005) studelmalfipronilu na Steinernema carpocapsae
S.arenarium a Heterorhabditis bacteriophota Z vysledkKi pokusi vyplynulo, Ze druh
Steinernema carpocapsaeH. bacteriophorabyly velice odolné i fipronilu, S. arenarium
vSak vykazala vysokou citlivostawi této latce. Vliv na infektivitu u housene&alleria
mellonella byl vSak u vSechfit druhi zanedbatelny. Alumai and Grewal (2004) testovali
ZivotaschopnosSteinernema carpocapsad¢adou chemickych komponéntpodle dosazenych
vyslediki vSak nebyla ovliviegna Zadnou testovanou latkou (halofenozid, imidaddiop
mefonoxam, trichlorfon, chlorpyrifos, thiametoxancarbaryl), ale trichlorfon redukoval
vyznamnym zfisobem patogenitu. Vitalitu druhtteterorhabditis bacteriophoraniZovaly latky
thiametoxam a trichlorfon, zatimco patogenitu dniZalofenozid, trichlorfon a carbaryl.
Zajimavy vysledek pak byl dosazen @ninou latkou imidacloprid, kterda v kombinaci s Litig
H. bacteriophorazvySovala vyraz& G¢inky vaéi larvdm &inku chrousta, tedy lze mluvit o
synergistickém vlivu kombinace obou slozek (Koppg#Eeh and Kaya 1998). Vliv na snizeni
invaznosti infeknivh larevSteinernema feltiamaji také dinné latky abamectin, deltametrin a
heptenophos (Head et al. 2000). Gordon et al. (18#8il ve své préci, Ze hlistic&teinernema
feltiae a Steinernema carpocapsagkazuji vysokou citlivost &¢i karbamaim carbofuran a
fenoxycarb. Oba vyvolavaly vysokou mortalitu. Vlikarbamét a dalSich pesticid na
entomopatogennihlistice sledovali také Ishibaski @akii (1993). Podle jejich vysledkvSak
tyto latky zpisobuji spiSe sniZzenou pohybovou aktivitu nez mitutaloZz ma za nasledek snizeni
patogenity &chto organism. DalSi praci na téma kompatibilita pesticisl entomoparazitickym
nematodemHeterorhabditis bacteriophorgublikoval Rovesti et al. (1988), ten ve své praci
sledoval vliv celkem 75 pestididraznych chemickych skupin natrgZivani a invaznost
infek¢nich larev.H. bacteriophora Fxi testovani byly pouZzitytuzné kombinace standardnich
metod testovani entomopatogennich nematddrysledki vyplyva, Ze gkteré &innée latky byly
toxické jiz v koncentracich nizSich, nez jsou prehtem doportované. Byly to naiiklad
fungicidy na bazi &inné latky dodin a carbendazim, herbicidy na bdacldoru a paraquatu
nebo insekticidy s aktivni latkou parathion, forgfacarbofuran a dalSi, mezi které ipat
nagiklad i nematocidy na bazi henamiphosu. U dri@teinernema feltia@ S. carpocapsae
nebyly zjiSény vyrazné rozdily v citlivosti natené pesticidy a z celkového do 75
testovanych latek je mozné za Silnoxické povazovat parathion, aldicarb, methomyl,
flubenzimin, metham sodium a pfenamifos. (Rovestl ®ese6 1990). Hara and Kaya (1982)
zZjistili, Ze testované karbamaty a organofosfatiivéiwuji negativie reprodukni schopnoss.
carpocapsaéiz pii koncentracich &Sich nebo rovnych 0,1 mg/ml.

Mén¢ studovanou problematikou je vliv herbigicha entomopatogenni hlistice. Vliv
glyphosatu sledovali Gibb and Buhler (1998). Pod{sledki dochazelo v fid¢ oSetené
herbicidem ke snizZeni infektivity invaznich laigteinernema carpocapsaélivem fungicidi na
hlistice, konkrét# thiophanatmethylu, se zabyval Fujiie et al. (1998)dle vysledk této prace
nema thiophanatmethyl Zadny vliv na patogenitu zmeh larevSteinernema kushidaDalSi
acinnou latkou s fungicidnim dinkem je nap. azoxystrobin, ten na rozdil ociané latky



cinnamaladehyd nemé& na dr8keinernema feltiagelky vliv a je vhodny ke spoteé aplikaci
(Krishnayya and Grewal 2002).

2.1.3.2 Biotické faktory

Viry, bakterie a protozoa

Zanetime-li se na interspecifické interakce hlistic dSttd organism vyuzivanych
v biologické ochra& (pi. viry, bakterie nebo houby) ieme tyto vztahy definovat jako
antagonistické, neligde o vzajemny vztah organisnkonkurujicich se ve stejném priesti o
prostor a spolay zdroj potravy. Jakofiklad takového antagonismu mezi hlisticemi a vey |
test seS. carpocapsaejez byla schopna proniknout do larev hostitetedem infikovanych
virem polyedrozy. Hlistice infekci urychlily, ovSediky rychlému piibé¢hu doslo k pedtasnému
prasknuti infikované housenky, hlistice byly vystay pisobeni vijSiho prostedi a doSlo
k jejich dhynu vlivem vysychani jeSipred tim, nez se mohly pomnozit (Kaya and Burlando
1989). U larev infikovanych baktemacillus thuringiensisyl vyvoj hlisticS. carpocapsaaH.
bacteriophoraovlivnén predevsim n&asovanim expozice hostitele. Je-li larva motylahadin
pied infekci bakterie exponovana nematodam, vyveiiblje normalni (Poinar et al. 1990; Kaya
2002). Pokud vsak dojde né&jde k vystaveni larev bakter. thuringiensis vyvoj hlistic byl
velmi slabyci viitbec Zadny (Kaya 2002).

Nematofagni houby

DalSi ponérné vyznamnou skupinou organisnsou nematofagni houby, jez se vyskytuji
pongrné bézné v padach po celém s®. Lze je rozdlit do dvou skupin a to na takzvané
~-nematode trapping“ houby, které svouwolmbt&eji spleti specialnich hyf a naslédoronikaji
do jejich €la. Tyto druhy mohou feZivat také jako saprofyté.trikladem jsou druhy
Arthrobotrys oligospora, A. dactyloides, Monacospor ellipsosporuma M. cionopagum.
Druhou skupinou entomofagnih hub je skupina tzwdogarazitickych hub. Tyto houby jsou
typickymi obligatnimi parazity. Svou &b zpravidla napadaji po infekci iniciovanou konidiem
¢i zoosporami, jez pronikaji dela hlistice. Hyfy rostouci houby utilizuj¢lhi obsah s naslednou
sporulaci a $énim spor do okoli. Do této skupiny hub lzéazht druhHirsutella rhossiliensis
(Jaffe et al. 1992; Kaya 2002). Tento druh ma groenSiroky hostitelsky okruh a dalo by se o
ném uvazovat jako o mozném biologickém ptedku proti fytopatognnim druim hlistic.
Nane&&sti je infekni i pro entomopatogenni a velaijici druhy nematod.

Co se ty¢e dalSich druln organisni pisobicich jako prozeni nepatele hlistic, Ize sem
zahrnout gkteré druhy mikrosporidii (Poinar 1988; Vermetcland Issi 1970) poSkozerinito
organismy se pohybuje v rozmezi od nepatrnych akeg@ni poruchy. Mezi dalSi predatory
hlistovek pati i bezobratli ze skupiny roztd (Epsky et al. 1988)i chvostoskoci Collemmbola
druhyFolsomia candid&i Sinella caecdGilmore and Potter 1993; Kaya 2002).

2.1.4 Charakteristika vybranych druhi entomopatogennich hlistovek
Steinernema arenariunfArtyukhovsky 1967) Wouts, Mracek, Gerdin & Bedding 1982

Pro tento druh jsou zndmé#é synonyma, a tdSteinernema anomala@kozodoi 1984)
Curran 1989Neoplectana arenaridrtyukhovsky 1967 aNeoaplectananomaliKozodoi 1984
(Nguyen et al. 1997).

Hlistice Steinernema arenariurbyla poprvé pozorovana na larvach a kuklach chaous
Melolontha hippocastanv roce 1957 v Usmanském lese ve Vaiské oblasti Boponexckas
obmacts) (Rusko) (Poinar 1979). Byla oztena jakoNeoplectana arenariumNasledg byla
v Ryazanské oblastiPfzanckas o6macts) (Rusko) popséna hlistic&teinernema anomali
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(=N. anomal). Artyukovsky pekvalifikoval S. arenariuma navrhl S. anomalijako mladsi
synonymum (Kakouli-Duarte et al. 1999).

Samci jsou 1,03 - 1,83 mm dlouzi (Poinar 197%Jo Bama& prvni generace je nazloutlé
barvy. V gednicasti je ukodené kruhem s 6 labialnimi a 4 napadnymi cefalickypagpilami.
Stoma kulovitého tvaru. Jicen je svalnaty, metaksra bazalni bulba #8ené. Kardia je 5 -7
um dlouha. Exkréni porus je 2um Siroky (Nguyen 2009). Je v Urovni nervového prsge
(Poinar 1979). Spikuly jsodervenohgdé barvy (Nguyen 2009). Jsou bezthia a z&ezi
(Poinar 1979). Samice & v paméru 2,17 - 4,00 mm (Poinar 1979). Samice majo t
s nazloutlym sevem a bezbarvymi gonadamireBni ¢ast €la je zakodena kruhem se 6
zasptatelymi labialnimi papilami a kruhem se 4 cefalickypapilami. V gednicasti stoma je
1,5 um sklerotizovany kruh, zadnidst je stejna jako u ostatnich zastupéeledi
Steinernematidae. Jicen ma napadny metakorpukogeiinvaznich larev (L3) se pohybuje od
1,14 do 1,30 mm, pmér téla 33 - 42um (Poinar 1979). Na laterélni stegje 8 Hebert (9 linii).
Prednicast tla je zakokena kruhem cefalickych kapsli Sirokych 12 -im. Ocas je konicky
s kulatym nebo nepravidelnym okrajem mezi hypodérmd hyalinni¢asti (Nguyen 2009).
Zivotni cyklus druhuS. arenariumtrva 6 az 7 dni. V navinfikovaném hostiteli se vyskytuje
priblizn¢ 1,5x vice samiéi neZz samiek. Vajicka jsou 32 - 48 x 32 - 5pm velkd. Larvy se
lihnou z vajéek v €le saméky a vyvijejici se mldata nakonec vyplni cel&ldé samiky.
Produkce vajiek, ktera se pohybuje od 14 - 16 do 42 - 46¢edjina santku, zavisi na
mnoZstvi potravy, kterou ma saika k dispozici (Poinar 1979).

Steinernema carpocapsg@Veiser, 1955) Wouts, Mracek, Gerdin & Bedding, 182

Tento druh je zndm podadou synonym Neoaplectana dutkyiJackon, 1965,
Neoaplectana georgicaKakulija a Vermeéuk, 1965, Neoaplectana Vermeuk, 1969,
Neoaplectana belorussicavermeuk, 1969, Neoaplectana kirjanovaeVemr&uk 1969,
Neoaplectana semiothisagermeiuk a Litvincuk, 1971 aNeoaplectana tabanivor&ubcov a
Polevik, 1979) (Nguyen 2009).

Jde pravdpodobré o neprostudovassi druh zastupc celedi Steinernematidae. Tento
druh byl poprvé popséan Geskoslovensku z okoli Holovous jako parazit houke@gdia
pommonellaHlistice je roz§ena po celém s® (stejre jako jeji hostitel). Samice dbgenerace
dorista délky az 14 mm. Tvagla je valcovity, hlavov&ast se pozvokhzuZzuje. Ustni otvor je
triradialns symetricky a kolem jsou n&tlené pysky. Ustni dutina je kratka. Cylindrickgen se
za nervovym prstencem rodje v terminalni bublus. Celkéwse délka jicnu rovna 1/7 délky
celého ¢la. Kutikula dosplcu je hladka, pysky kolem dstniho otvoru jsou spojangesou 2
kruhy papil. V prvém kruhu je 6 papil, ve druhérmayst. Amfidy jsou malé, vyiisiji jako pory.
Stoma je redukované. Jicen je svalnaty,égad rozsteny metakarpus je od terminalniho bulbu
odctlen Zetlenym isthmem. Terminélni bublus mé 3 chkopgexkreini porus Usti obvykletpd
jicnovym prstencem. Vulva u samic&nva na povrch. Vagina je kratka, se svalnatygmasti.
Samci maji jednoduché neparové testes. Spikuly 7sdtivené. Ocasnéast samt je kdnicka
(Mracek and Weiser 1988) a nese 23 genitalnich padilpéii a jednu neparovou preanalni: 5
par subventralnich preanalnich, 2 pary kloakalnichadlateralnich a 3 pary post kloakalnich).
Ocas vybiha v kratké mukro, burza chybi. Invazlaniy meii 500-700um, jsou Stihlé uzsi, nez
nasledd paraziticky typ. Ustni ditni otvory jsou uzakené. Jicen a igvo jsou nefunéni.
Ocasnicast je zaSgatla a kutikula ma ietelna lateralni pole (Nguyen 2009).

S. carpocapsage s uspchem pouzivana v boji proti Siroké Skaléidéi, jako jsou larvy
nosatcelistonostrus oregonensiskodicich na k@nech kéenové zeleniny (Bélair and Biovin
1995), dale proti larvdmDelia radicum (L.) (Bracken 1990), mandelince bramborové
(Leptinotarsa decemlineatdNickle et al. 1994) aipdevSim proti housenka@ydia pomonella
(Lacey et al. 2000; Lacey et al. 2006).
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Steinernema feltiagFilipjev, 1934) Wouts, Mracek, Gerdin & Bedding,1982

Pro tento druh je znamoétp synonym, a toNeoaplectanafeltiae Filipjev 1934,
Neoplectanaibionis Bovien 1937 Steinernemadibionis (Bovien 1937) Wouts, Mracek, Gerdin
& Bedding 1982,Neoaplectanaleucaniae Hoy 1954 aSteinernema leucaniagHoy 1954)
Wouts, Mracek, Gerdin & Bedding 1982 (Nguyen etlab7).

Hlistice Steinernema feltiadyla poprvé pozorovana a popsana v housenkachcesen
polni Agrotis segeturme vychodnim Rusku (Poinar 1979).

Samice prvni generace jsou 9,0-18,0 mm dlouhé, ceaaiuhé generace 0,8-3,5 mm
(Poinar 1979). Samice maji hladkou kutikulu. Hlawese kruh 6 papil. Kazda papila ma na
Spice jednu labialni papilu. UloZeni vimich orgaf odpovida obvyklému schématu (Mek
and Weiser 1988). Samci prvni generaceistaji velikosti 1,6-2,8 mm, samci druhé generace
0,68-1,4 mm (Poinar 1979). Kutikula saime rovreéZz hladka. Pednicast €la je stejna jako u
samic. Spikuly lehce z#éikené. Spika spikul je prodlouZena, pampramérné délky spikul a
jejich Ske je &tSi nez 1,5, obvykle 2x delSi nez SirSi. Spikubujzakivené a gubernakulum
duté (Mr&ek and Weiser 1988). Invazni larvy (L3) maji Stild® donistajici velikosti 0,75-
0,95 mm, stejnokrné se zuzujici od baze jicnu kguinimu koncidla a od oblastiitniho otvoru
ke konci ocasu. Kutikula je s netelnym gicnym pruhovanim, které je velmi jaswiditelné
v raném vyvoji, kdy je invazni larva jéStbklopena kutikulou j@dchoziho vyvojového stadia
(L2), a v pozdnim vyvoji, kdytust pokr&uje v novém hostiteli. \éerstvém hostiteli s nizkou
popul&ni hustotou se nevyviji larvy L2 a L3, ale larvy bjichle gechazi pimo v larvy L4.
KdyZ popul&ni hustota vzroste, larvy L2 se vyviji a davaji ikmout larvdm L3 (Wouts 1980).
S. feltiaeje s uspchem vyuzivanafedevSim proti Skdcam fadu Diptera jako jsou smutnice
(Jagdale et al. 2004; Oetting and Latimer 199Xyylavrtalek (Hara et al. 1993; Head and
Walters 2003; Williams and Walters 2000)¢klek (Bracken 1990; Shapiro-llan et al. 1996) a
fadk dalSich hmyzich Sidcu.

2.1.5 Ripravky na bazi EPNs

V dnesdni dob se na trhu pohybuje mé&émez 1% prosedki na ochranu rostlin na bazi
entomopatogennich hlistic. Produkty, jejichz aktistoZzkou jsou entomopatogennich hlistice, si
t¢Zko nalézaji své misto na trhu dik§kterym limitujicim faktofim (predevsim cena), nicmén
tento trend se pomale obraci. Diky neustale ggSaj&cim technologiim produkce, formulace,
baleni a skladovani se bude ce¥ehto produki snizovat a tim i jejich dostupnostékoliv je
popsano vice nez 30 druhlistic z obou rodl, pouze sedm z nich je kondaé produkovanosS.
carpocapsae, S. feltiae, S. riobravis, S. scapters. kraussei, H. bacteriophowH. megidis
(Smart 1995). V tabulce 2. jsou uvedetiikiady registrovanychifpravki na bazi EPNs.
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Tab. 2 Rehled druli entomopatogennich hlistovek pouzivanych v registngch prosedcich
na ochranu proti hmyzim g&cam

Nazev pipravku Druh hlistice Cilovy organismus Firma
Entonem S. feltiae Smutnice
Koppert (Holandsko)
Scia-Rid Steinernema sp. Smutnice
Traunem S. feltiae Andermatt Biocontrol
Smutnice (Svycarsko)
Nemaplus S. feltiae Smutnice, muchnice
Nemacel S. feltiae Smutnice
Nemapom S. feltiae Obale jableiny, Nesytka e-Nema (Nmecko)
jablonova
Nemaflor S. feltiae Trasrenka zapadni
Nemasys S. feltiae Smutnice Becker Underwood (USA)
Carponem S. carpocapsae KrtonoZzky Andermatt Biocontrol
(Svycarsko)
Capsanem S. carpocapsae Maury, ,tlpllce, I.<I|koroh _ Koppert (Holandsko)
borovy, brouci, krtonoZzky
Nemastar S. carpocapsae KrtonoZky, osenice e-Nema ¢hhecko)
Nemasys L S. kraussei Lalokonosci
Nematac S S. scapterisci Krtonozky Becker Underwood (USA)
Nemasys G Heterorhabditissp.  Listokazi
Terranem H. bacteriophora Listokazi Koppert (Holandsko)
Larvanem H. bacteriophora Lalokonosci,

hrotnokidlec Koppert (Holandsko)

Nema-Green H. bacteriophora Chrousti, listokazi e-Nema (hecko)

Larvanem-M H. megidis Lalokonosci Koppert (Holandsko)

12



2.2 Entomopatogenni houby (EPFs)

Houby zahrnuji fylogeneticky diverzni skupinu mikrganisni, jeZ je prezentovana jak
jednoburcnymi  (kvasinky) tak hyfalnimi (vlidknité houby) eulgatickymi organismy
rozmnoZzujicimi se sexualnéi asexualni cestou. dkteré druhy hub ztratily schopnost
rozmnoZzovat se pohla¥mebo se rozmnozuji pohlavjen Zidka. Do této skupiny Ize zahrnout
vétSinu EPFs. Tato skupina hub je tedy téadiumistna do oddleni Mitosporické houby
(Fungi imperfecti, Deuteromycota) s i@ vytvorenou tidou Hyphomycetes. Zastupci tétaly
vytvari mycelium s naslednou produkci asexualnich spayvaymi konidie (Hawksworth et
al. 1995). Fida Hyphomycetes zahrnujéd MonilialesienZ maz hlediska praktické biologické
ochrany nej¥tSi vyznam nebd se v #m vyskytuji nejznarjsSi rody EPFs, rodBeauveria
Lecanicillium Metarhiziuma Paecilomycessisaria) (McCoy et al. 1988; Humber 1997).

2.2.1 Vyvojovy cyklus EPFs

EPFs pai mezi druny hmyzich patogénkteré dokazi infikovat svého hostitele primarn
pies kutikulu. Konidie mnoha taxénentomopatogennich Hyphomycet dokazi gepfilnout
k hmyzi kutikule. Tato schopnost jegiguzovanarad nespecifickych adheznich mechanism
danych hydrofobnim slozenim hitmé sény spor (Boucias et al. 1991). Kreénschopnosti
prilnout na povrchu hmyziho hostitele se na zdarnédelki a penetrace propagule houbového
patogena podiliada faktoéi a to jak faktory prosedi (teplota, vihkost), tak iffilomnost
inhibi¢nich ¢initela jako jsou mastné kyseliny, melanin v kutikule ftett. Adheze propaguli
k povrchu hostitele je prvnim krokem intgkho cyklu. Prvotni vazba je obvykle pasivni, ale
nasledujici spojeni a Keéni je procesem aktivnim. Hydrofobni konidie mnplazogeii mohou
byt navazany na nespecifickésti epikutikuly gihodnych i rezistentnich drithmyzu (Boucias
et al. 1988). Produkce penetrujicihackli se vSak obvykle nevyskytuje u organismu, jend ne
hostitelem. V okamZziku kontaktu propagule s vhodnimonyzi kutikulou nize kit a
produkovat penettai struktury (kléek, apresorium), z kterych se formuje pengtirahyfa.
Kli¢ceni vyZaduje odpovidajici vihkost d@igiupné zdroje vyzivy pro produkci &kiu. DalSim
krokem patogeneze je rozpoznani hostitele. TenttéBy je pravépodobré napojen na
specifické geny virulence, avirulence a citlivoptogena. ® penetraci kutikuly hostitele
vSechny houby vyuZivaji kombinaci enzyna mechanického tlaku. Vyavano je velké
mnozstvi enzynin, predevsim protedzy, esterazy, lipadzy a chitindzy.létdgm k tomu, Ze velkou
c¢ast hmyzi kutikuly tvéi proteiny, musi v procesu penetrace sehravat vympa ulohu
proteazy. (Butt 2002). Kroénenzymi EPFs produkuji Siroké spektrum biologicky aktivmic
latek (toxiny), obvykle produkt sekundarniho metabolismu. Tyto metabolity slougiznym
funkcim. Nekteré mohou byt antibiotiky slouzicimi k och&nproti antagonistickym
mikroorganizniim, jiné edchéazeji wstu saprofytickych mikroorganizimna hostiteli po jeho
smrti a tak zvysuji feziti agens. Bkteré jsou rozhodujicimi faktory patogenity (Stexset al.
2000). Po dosazeni hemocelu pclja rist houby jako tenko&hna, jednoci viceburééna
hyfalni €liska. Kulovité az ovalné hiky vzniklé pwenim jsou také gkdy ozn&ovany jako
blastospory. Bhem faze kolonizace hostitele musi houlsekpnat imunitni odpad® hmyzu
(Gillespie et al. 2000). &které ze sekundarnich metabibMykazuji aktivitu narusujici budnou
a humoralni obranu hostitele (Vilcinskas et al. Z;99ey et al. 2001). Odpéd’ hostitele na
houbovou infekci mZze byt kombinaci humoralnich a lgnych obrannych mechanizingnag.
fagocytozai enkapsulace) (Butt et al. 1996; Bidochka etX97; Lamberty et al1999). Smrt
hostitele byva nakonec kombinaci toxikézy, invapeodgari a vy¢erpani zivin. Samdejme
také v hostiteli produkuji houby Siroké spektrumzyeni zahrnujicich esterazy, proteazy a
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oxidazy (Joshi and St. Leger 1999). Smrti hostitlelehazi k ukoteni parazitické faze a &iaa
faze saprotrofni. Za vhodnych podminek dochazi tostpdre po usmrceni hostitele
k proristani houby na povrchéla usmrceného hostitele a na vzduSném myceliu $eéivy
fruktifikacni organy charaktristické pro dany druh. Saprofrdaze patogena kén Uplnou
sporulaci. K §eni patogena dochazi pomoci konidii ré@&nych nejasgji pasivré (voda,
prouckni vzduchu) neboifmym kontaktem zdravych jedifis jedinci infikovanymi (Osborne et
al. 1992). Mnoho zastupdHyphomycetes (n&pBeauveria Metarhiziuma Isaria) produkuji
hydrofobni konidie s bilkovinami hydrofobiny (bofiati na cystein) s tkovitou vrstvou
bungéné stny. Oproti tomuL. lecanii produkuje hydrofilni konidie. Hydrofobnost konidienni
burgcné stény ovliviuje biologii €chto hub a je @lezitym faktorem p vyvoji vhodné formulace
a aplik&ni metody v biologické ochramroti Skidcim; hydrofilni konidie se snadno rozptyluji
ve vodnich nosich, zatimco hydrofobni konidie se Iépe misi valém nosii.

2.2.2 Faktory ovliviiujici u¢innost EPF

Infekce hmyzu zfisobené entomopatogennimi houbami jsou podnyinfaktory
biotickymi (fyziologické podminky hostitele a patown, hostitelska rostlina) a faktory
abiotickymi (teplota, relativni vzdusna vihkosyrs&ni z&eni) (Gindin et al. 2000). Vyznamné
rozdily byly zaznamenany nejen mezi jednotlivymilldy entomopatogennich hub, ale i mezi
jejich jednotlivymi kmeny. V ramci jednoho druhu ERexistuje Siroké spektrum kmgrkteré
jsou fizr¢ tolerantni k odliSnym podminkam priedi, mohou se vyziavat iznou rychlosti
kliceni, vitalitou, patogenitodi schopnosti itstu a sporulace na povrchu mrtvého hostitele,
vcetrg odliSné virulence &i jednotlivym drulim hostiteti (Butt and Goettel 2000).

2.2.2.1 Hostitelsky okruh

Hostitelské spektrum entomopatogennich hub se wym&diSi v zavislosti na druhu
houby. Napiklad houbaAschersonia aleyrodigfikuje pouze zastupceczeledi Aleyrodidae a
Nomuraea rileyitémet vyhradré infikuje housenky motyl ¢eledi Noctuidae. Naproti tomu
druhy patici do rodi Beauveria Lecanicillium Metarhizium Isaria a Tolypocladiumjsou
zpravidla Siroce polyfagni a mohou parazitovat astupcich pdicich do fiznychiadi hmyzu.
Pro asgSnou kontrolu hmyzi populace je nezbytny &ylhodného kmene, ktery je schopny
penetrovat a infikovat jedince (Gindin et al. 2000:zekes et al. 2002). Za&lem zachovani
nebo navySeni virulence pouZitétho kmene je prédsto zdraziovdna nutnost udrZovat
virulenci kmerii pasdZovanimips gfirozeného hmyziho hostitele (Hirte et al. 1989).

2.2.2.2 Hostitel

DalSim vyznamnym hlediskem jsou fyziologické a rotw§ické faktory, které ovlituji
rozvoj onemocéni zpisobenych entomopatogennimi houbami v populaci hechyhiostitet.
Pati k nim: popul&ni hustota, chovani a bionomie hostitele, vyvojetédium, dostupnost
potravy, geneticky zaklad, mozné mechani¢kéhemické poragni nebo poragni zpisobené
parazity nebo predatory (Inglis et al. 2001). Vjpw@ stadium hmyzufedstavuje vyznamny
prvek predeterminace {gi¢hu houbového onemoémi. Ne vSechna vyvojova stadia hmyzu
mohou byt infikovdna entomopatogennimi houbami. Noha gipadech jsou juvenilni stadia
hmyzu (larvy, nymfy) vice nachylna k infekci nezsgéci (Butt and Goettel 2000; Inglis et al.
2001). Juvenilni stddia hmyzu jsou nackjsn k houbovym ndkazam zpravidla proto, Ze maji
slabsSi kutikulu a v&Si kostra nefedstavuje tak vyznamnou obrannou bariéru jakdipepk
dosgglcu (Weiser 1966). Hustota populace hmyzu je obz¥ld8kezita na poatku a v pitbéhu
epizootie choroby, nelso zvySuje pravépodobnost kontaktu jedifc zdravych s jedinci
infilkovanymi (Steinhaus 1958). NavicjipvySSi populani hustot dochézi uvnit populace
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Skadce k vytvdeni specifického mikroklimatu (teplota a RH%) a mé&hu urychleni vyvoj
patogena (Gindin et al. 2000).

2.2.2.3 Abiotické faktory

Teplota

Teplota prosedi edstavuje dlezity faktor (Weiser 1966). Optimalni teplota pidu
EPFs se pohybuje vrozmezi od 20°C do 25°C, ni¢nméfekce a nasledna nakaza sézm
vyskytovat v rozmezi 15°C az 30°Cf#i Replotach nad 30°C &ire dochazi k inhibici istu
mycelia a @ist je obvykle Upla zastaven ib teplotach vy3Sich nez 37°C. Teplotni tolerancgen
byt ovlivnéna existenci genotyp které mohou vykazovat i kmenbwspecifickou teplotni
valenci, predeterminovanou geografickou oblastioglu kmene. To znamena, Ze kmen, ktery
byl odizolovan v tropické nebo subtropické oblastize byt k vy$Sim teplotam tolerasj$i, na
rozdil od kmene ziskaného z chla@iich oblasti, ktery se naopakize |épe a rychleji vyvijet i
pii nizkych teplotach (Fargues et al. 1997; Inglisabt2001). Rikladem niiZze byt teplotni
specifita rkterych izolah |. fumosoroseaizolovanych ziiznych zemi. Z vysledk Ize
konstatovat, Ze pro izolaty tohoto druhu ziskangltvropy se optimum proist pohybovalo
mezi 20 a 25°C, pro izolaty z jiznictasti USA a zapadni Asie to bylo rozmezi od 25-28°C
izolaty ziskané z Indie vykazovaly vysokou toleiianteplotam pohybujicim se okolo 32-35°C
(Vidal et al. 1997)

Vihkost

Klicovym faktorem pro rozvoj nakazy v populaciidke je vlhkost, zejména pak
relativni vzdusna vlhkost (RH %). Vysokda relatiwddusna vihkost je nezbytna pro ddni,
neba’ vétSina konidii EPFs ki pii vihkosti vySSi nez 90% (Hall 1981). Pro druhfarinosa
bylo zjiS€no, Zze spory této houby byly schopnychlia infikovat larvy Scotylus scotylugri
vihkosti v rozmezi 86 - 100% (Doberski 1986). Yirgqzeném prosedi dochazi k vytv@ni
téchto vihkostnich podminekéhem dne #&kolikrat, @i poklesech a vzestupech teplotyi, gemz
si kazdy Zivy organismus vytiiana povrchu pokozky vrsttku nasycenou vodnimi parami
(Weiser 1966). Rozklad infikovaného jedincéz® probihat i za ménpriznivych vihkostnich
poneri. V disledku produkce chitinolytickych enzymmize dochazet k desintegraci kutikuly
(Milner et al. 1997) a zatfznivych podminek pak mycelium snéze [isté z &ni dutiny na
povrch mrtvého hostitele afipdostaténé vihkosti tvaéi typické morfologické struktury
souvisejici se sporulaci (konidiofor, fialida pod.) (Arthurs and Thomas 2001). Vliv vihkosti
na vyvoj EPFs Ize v omezenémmnicilert ovliviiovat. Ridani olejovych substanci do suspenze
konidii napomahaigklenout kritické obdobi kieni konidii EPFs. Olej nejenze uniofe lepsi
prilnavost konidii na povrch hostitele, ale vyitivavhodné vihkostni podminky pro kéni (Butt
2002).

Slunedni z&eni

Konidie vSech EPFs mohou byt posSkozeny vlivem sioie zd&eni, zejména pak
podilem ultrafialovych paprskUVB spektra (285 - 320nm) a UVA spektra (320 - ddN).
Viditelné a infr&ervené z#eni je mén Skodlivé nez UV zé&ni (Fargues et al997). Vyznamneé
rozdily v citlivosti k zdéeni byly zaznamenany i mezi jednotlivymi druhy Effargues et al.
1996) jez potvrdil vysokou citlivost spdr fumosoroseavici UV zareni oproti ostatnim
studovanym drulnentomopatogennich hub( anisopliae, M. flavovirida@B. bassiana

Prada
Pida je girozenym rezervoarem entomopatogennich hub, ktgudlavaji girozené
infekce na pdnim hmyzu, ale i na hmyzu kolonizujicim nadzemysté&m rostlin. Mnoho
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entomopatogennich hub naleZejicich dédyt Hyphomycetes je povazovano za typické
predstavitele pdniho ekosystému (Inglis et al. 2001), ktery jinskguje Fiznivé podminky
ovliviwjici perzistenci konidii. #kladem mohou byt konidie entomopatogenni houky
bassianakteré si pi pudni aplikaci udrzuji Zivotaschopnost po dobu @i nesiai, na rozdil
od aplikace foliarni, kde Zivotaschopnost konidisahuje pouzedkolika hodin (Gaugler et al.
1989).

Pada edstavuje velmi slozité prdsdi. K nejvyznam&Sim faktotim podmiiujicim
vyskyt a misobeni EPFs patpadni typ (textura fdy, obsah organické hmoty, pH), vihkost
(vodni kapacita) a gani mikrofléra (Inglis et al. 2001). Tyto faktory ahou ovliviovat
Zivotnost, perzistenci idinnost hub, které jsou vyuzivany v biologické ociéreostlin (Studdert
and Kaya 1990). Rla gedstavuje pro mnoho driilrentomopatogennich hub zcel&irpzené
prostedi a v fiznych typech fid I1ze zaznamenattijpomnost a firozeny vyskyt mnoha druh
hub, zejménaB. bassiana M. anisopliaea |I. farinosa (Landa et al. 2002). Konidie hub
pretrvavaji v idé mirného klimatu déle nez blastospory (Butt 2002)0ho EPFs je schopno
v padé snéset rozdilné teploty i podminky vysoké vihka@ssucha (Inglis et al. 2001). Mnoho
studii prokazalo, Ze konidie aplikované na povrdldyp nebo konidie zapravené daidy
vykazuji zn&nou stalost v podminkadch mirného klimatu (Storelet1989). V fidé mohou
houby fezivat natastech organické hmoty i jako saprotrofové (TareathKaya 1993).

2.2.2.4 Biotické faktory

Houbové propagule jsou kramabiotickych faktoit ovlivnény i faktory biotickymi.
McCoy et al. (2002) imdpokladaji, ze vié se vyskytuje fiblizné 464 druls hub a kvasinek a
dale bakterie a aktinomycety, jejichz vyznam a magisi na fyziologickych a morfologickych
vlastnostech tznych typi piad. Gottlieb (1976) uvadi, Ze v jednom gramidyp odebraném z
povrchové vrstvy na zetdélsky obhospodi@mvané orné ipde se nachazi 0 1¢° bakterii, 16 -
10" aktinomycet, 5 x 10 1¢° houbovych propaguli, 0 1¢° prvoki a 1¢ - 5x 10 fas. Zda se,
Ze pirozere se vyskytujici pdni mikroorganismy a jejich sekundarni metabolitykazuji
v urgitych padnich podminkach antagonistickdispbeni ovlivujici infelk¢nost a pezivani
entomopatogennich hub vgnich ekosystémech (McCoy et al. 2002). fldpd pezivani
entomopatogenni houll. bassianav piadé a jeji potencial pro biologickou ochranu rostl |
pravdépodobré vice zavisly na biotickych faktorech nez na faktdr fyzikalnich, které jsou
asociovany sijdou. Ridni mikroorganismy mohou sniZzovat perzistenci (lgrand Donaldson
1981) a dinnost houbyB. bassiangroti pidnimu hmyzu (Pereira et al. 1993). R&¥rGroden
and Lockwood (1991) uvadi, Ze aktinomycety, evdntubakterie inhibuji kifivost B. bassiana
v pud¢. Na zaklad vysledki védeckych praci serpdpoklada, Zze urovieinhibicniho pisobeni se
meéni v zavislosti na druhu houby a réznmaze byt ovlivrena pidni vihkosti, teplotou atgnim
druhem (typem) (Studdert and Kaya 1990).

| presto, Ze mnoho drihentomopatogennich hub nalezejicich iddyt Hyphomycetes je
kosmopolité rozsfeno v mde, je velmi malo znamo o saprofytické schopnostingtivych
taxoni. Hodre negimych dikazi nazn&uje, Ze mnoho entomopatogennich hyphomycet #(nap
B. bassianaa M. anisopliag@ je pon€rné¢ slabymi konkurenty vidé, a obvykle nizeme
pozorovat relativl omezeny vegetativniast vychazejici z hostitele usmrcenéhoutslddku
mykozy (nap. Gottwald and Tedders 1984). Jednimizatii mohou byt fungistatické vlastnosti
nesterilni @dy (Sussman 1965). Silny antagonistickynék nesterilni pdy ovliviujici klicivost
konidii B. bassianamize byt zfgisoben celouadou fakto. Jednim z nich e byt nap
produkce ve voglrozpustnych latekdznou midni houbouPenicillium urticaec¢i dalSim druhem
bézne se vyskytujici saprofytické houbkspergillus clavatugShields et al. 1981; Lingg and
Donaldson 1981; Majchrowicz et al. 1990).
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Inhibice Kliivosti konidii entomopatogennich hub &d8 muZe byt i jednou ziicin
prezivani hub v fdé (Sussman 1965).

2.2.3 Charakteristika vybranych druhi entomopatogennich hub

Beauveria bassiang@Bals.-Criv.) Vuill. 1912

Beauveria bassiangBals.-Criv.) Vuill. je kosmopolitd rozStenou entomopatogenni
houbou. Byla izolovana z vice jak 700 diithmyzu z devitiadi, nejvice hostitél se nachazi na
zastupcich didci z fada Orthoptera, Coleoptera, Lepidoptera, Diptera, Hgtiera, Homopera a
Hymenoptera (nap Vanninen et al. 1999, Noma and Strickler 200(hrEtiet al. 2001, Mulock
et al. 2001, Batta 2007, Thompson et al. 2007)aR@je také na roztich (Wekesa et al. 2006).
HoubaBeauveriabassianabyla jednim z prvnich poznanycliymdai hmyzich nékaz. Jiz od 16.
stoleti byla zaznamenana nakaza v chovech bourogSmaho.

Na unelych zZivnych mdach i na firozeném hostiteli vytwa mycelium mlén¢ bilé barvy.
Konidie jsou globoidniho az subgloboidniho tvaralikost 2 — 3 x 2,0 - 2,5um. Konidiogenni
struktury tvdi husté shluky, hrozny (Dirlbekova 1991). Blej&jSi cestou penetrace houBy
bassianado hostitele je povrchéla (Ferron 1978), i@s kutikulu a stigmata. Kraitéchto
hlavnich zfisohi infikuje B. bassianahmyz tézper os, zvlas€ druhy s kousavym ustnim
ustrojim (Feng et al. 1994), byly vSak zaznamenakg infekce fes dychaci systéem (Clark et
al. 1968) a ustni ustroji (Siebeneicher et al. JO®R/nit¢ téla vznikajici valcovité konidie,
endokonidie (blastospory), z nich pakiaji dalSi hyfy a nath se po ufitém ristu tvai opst
endokonidie. Narstajici hyfy vyplni &élo hmyzu (Weiser 1966).rPdostatku vihkosti (92 a vice
%) profastaji hyfy na povrchéta (Mahr 1997).B. bassianavytvéai na povrchu infikovaného
hostitele husté mycelium ndé bilé barvy. Na hroznovitych konidioforech se vtyoh
svazcich (peslenech nebo samostgtfiormuji dlouhé, bezbarvé konidiogenniily s kulovitou
nebo bakovitou bazi a vroubkovitym (zubovitym) apikalnimoglouzenim, na kterych se #o
jednotlivé konidie. Kazda jednob&ima kulovita nefehradkovana konidie se fifo na
samostatném zubu (Humber 1997). Optimalni tephkdturje 23 - 26 °C i relativni vihkosti
vzduchu nebo vihkosti substratu 80 - 100 %. Minmhdéplota pro st mycelia je 5 - 8 °C,
maximalni teplota protst mycelia je 28 - 31°C (Dirlbekova 1991). ¥nod pietrvava druh
Beauveria bassianav povrchovych vrstvach oy jako mycelium jednak v uhynulych
hostitelich, jednak na organickych zbytcich (sayriffaze).

HoubuBeauveria bassianke vyuzivat pi ochrarg proti bazlivci kukdicnémuDiabrotica
virgifera virgifera (Coleoptera: Chrysomelidae) (Mulock et al. 200dyd& and Lewis 2002, Pilz
et al. 2007), klokazu Scolytus amygdal{Coleoptera: Scolytidae) (Batta 2007), lykoZroutu
smrkovému Ips typographus(Coleoptera: Scolytidae) (Kreutz et al. 2004) neduolaku
Pissodes strobfColeoptera: Curculionidae) (Trudel et 2007). Lze ji pouZit i proti sosnokazu
borovémuPanolis flammegLepidoptera: Noctuidae) (Hicks et al. 2001)t&du Diptera byly
provadny studie vlivu B. bassianana kwtilku Dalia radicus a kwtilku redkvovou Dalia
floralis (Diptera: Anthomyiidae) (Vanninen et al. 1999),led&ematobia irritans (Diptera:
Muscidae) (Lohmeyer et al. 2006) a komArdes aegyp(Diptera: Culicidae) (Luz et al. 2007).
Mezi zastupciadu Hemipterdze aplikovatB. bassianana plosticeLygus lineolaris(Liu et al.
2002, Liu et al. 2003, Sabbahi et 2008) aLygus hesperugMiridae) (Noma et al. 2000). Lze ji
aplikovat i proti krtonozkam rod&capteriscuspp. (Orthoptera: Gryllotalpidae) (Thompson et
al. 2007), proti pilatce smrkovBristiphora abietina(Hymenoptera: Tenthredinidae) (FUhrer et
al. 2001), molici sklenikové@rialeurodes vaporariorunfHomoptera: Aleyrodidae) (Poprawski
et al. 2000). B. bassianalze také vyuZzit v boji proti sviluSc&etranychus evans{Acari:
Tetranychidae) (Wekes al.2006).
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Isaria fumosorosegWize) (PFR)

Isaria fumosoroseddiive Paecilomyces fumosorose{Wize) Brown & Smith) je Siroce
polyfagni, kosmopolité rozSteny druh vlaknité entomopatogenni houby. Patogépdyisovan
a evidovan podadou fiznych jmen (nap Isaria fumosoroseuSVIZE; Spicariaaphodii Vuill.;
Spicaria cossudPortier & Sartory; Penicillium hibernicusKennelly & Grimes; Penicillium
isarioidesInagaki aj.) (Samson and Rombach 1985; Samson; X33dorne and Landa 1992).
Vice nez 30 let byly druhf. fumosorosea Paeciomyces farinosaahrnovany do jednotného
rodu Paecilomyces Diky nedavnym z&ram fylogenetickych studii (Obornik et al. 2001;
Lungsaard et al. 2004, 2005; Inglis and Tigano 2006 kterych byly posuzovany polyfyletické
vztahy v ramci rodWPaecilomycedyla rozliSen novy rodsaria. Do tohoto nového rodu byly
zarazeny i druhyl. amoenerosea, |. cicadael. tenuipes Vyjimku tvori druhyP. lilacinusa P.
marguandij jez nebyly do nového rodu zahrnuty.

Na pirozeném hostiteli vytvi Isaria fumosoroseaprvu bilé vatovité mycelium, které
pozdji meéni barvu do odstinu naowlé, nafialowlé az Sedofialové barvy. Zma barvy
kolonii piimo koresponduje se stufim sporulace kultury. Starsi, glsporulujici kultury maji az
Sedofialové zbarveni a vatovity charakter senimv prasny s povrchem zcela pokrytym
obrovskym mnozstvim konidii (Landa et 4B94). V koloniichl. fumosoroseae na vzdusném
myceliu nejprve vytvieji konidiofory, které jsou na hyfach uspdany peslenovié. Na konci
kazdého konidioforu se nasledriormuje 3 - 6 konidiogennich bgk (fialid), které maji
lahvicovity tvar, zdielou bazi a fetelny keéek. Na nich se vyti@ji ovalné konidie. Konidie se
postupr odcEluji, nejmladsi je vzdy v kontaktu s konidiogenniitkou a odtléuje starSi konidie
dal do tvdiciho sefetizku. V jednomietizku gichyceném na konidiogenni fhice mize byt
piitomno i vice nez 50 konidii (Osborne and Landa2)99Povrch kultur PFR, a zvl&Spak
povrch jednotlivych konidii je sith hydrofobni (Osborne and Landa 1992)i Pustu
v submerzni kultte (tekutd zZivna fda) ale i v fidnich médiich vznikaji blastospory. Tvar
blastospor kolisa od kulovitého tvaru k elipticksoglouZzenym strukturdm. Jsou virulegji.
Na povrchu molic z&naji blastospory kéit rychleji nez konidie (Vega 2005). Néj@zitejSi roli
z abiotickych faktok pasobicich na infedni cyklus hraje relativni vzdusné vihkostj gliceni
konidii vyZzadujel. fumosroseusejmért 10 — 12 hodin vlihkost vySSi nez 95%. Teplota jexné
limitujicim faktorem. Optimalniirst je sledovan ip 20 - 30 °C, vysSi teploty (30 - 40 °C)
omezovaly #ist vice nez teploty nizSi (8 - 11°C) (Vidal et397).

Houba Isaria fumosorosege Siroce roz$eny druh, jeZ je mozZné izolovat nejenélz t
napadanych bezobratlychtéoevSimiadu Lepidoptera) ale také ze vzduchu, vody, rgstlin
z dalSich hub aipdevsim z pdy (Zimmermann 2008). N&jstji je pouzivana proti sviluSce
Trialeurodes vaporariorunfHomoptera: Aleyrodidae) (Poprawski et al. 200@edoroti drulim
fAdu Diptera (Lohmeyer et al. 2006; Luz et al. 200Znninen et al1999). Z ostatnichtadi
hmyzu je zaznamenanatidnost proti termiim druhu Coptotermes formosanu@soptera:
Rhinotermitidae) (Meikle et al2005), I. fumosorosease nfize projevovat jako mykoparazit
infikujici konidie padli okurkovéh&phaerotheca fuligineiKkavkova and_urn 2005).

2.2.4 Ripravky na bazi EPFs

Historicky prvnim pokusem vyuZziti hub v och&arostlin proti Skdcim byla aplikace
houby dnes znamé pod nazvevtetarhizium anisopliagMetchn.) Sorokin v Rusku v roce
1888. Houba byla naprodukovana a pouZita proti kud@elomus punctivnetri@Germar) (Lord
2005). Vroce 1965 byl aplikovan Boverin, pitestek na bazB. bassiana proti dosglcam
mandelinky bramborové a obagigableném v divéjSim SSSR (Kendrick 2000).
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Vyzkum v poslednich letech vyznamrozstil okruh znalosti o bioinsekticidech, zardve
se rozgil i pocet produké na bazi entomopatogennich hub slouzicich k o¢hpdodin Wici
hmyzim Skidcim a také rozttim (de Faria and Wraight 2007). Produkty na bazi hub
(mykoinsekticidy) jsou definovany jako produkty @aaéné na bazi zivych propaguli hub,
pouzivanych v ochranproti Skidcim v inokulativnichéi inundativnich aplikacich. Propagule
téchto produkt Ize klasifikovat jako hyfy (mycelium), blastosopty konidie (Triplehorn and
Johnson 2005). Za poslednich 40 let bylo vyprodéakov80 firmami po celém & pres 171
druhi mykoinsekticidi a mykoakaricid. Doposud je pouzivano 12 diuthub jako aktivni
slozka komemich produki. Do budoucna je ipdpokladano, Ze se tento¢pb navysi, diky
neustale probihajicim molekularnim studiim, ktewkrgvaji nové a nové druhy vramci
jednotlivych rodi hub (. rod Peacilomyces Nasledujici list mykopesticidreprezentuje podil
jednotlivych druli hub na celkovem @u piipravki registrovanych¢i v sowasné dob
probihajicich registraci (tab 3) (de Faria and @hai2007). V piloze je pak uveden seznam
konkrétnich pipravki na bazi entomopatogennich hub registrovanych pragizim Skdcaim a
roztotum ve vybranych zemich Evropy a USA.
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Tab 3 Rehled entomopatogennich hub (druhy a kmeny) poogorav registrovanych
prostedcich na ochranu proti hmyzimigkam a roztéiam (de Faria and Wraight 2007)

Druh /kmen Patet produki (% z celkového

poctu)

Houby: Hypocreales (Anamorfni stadium)

Ashersonia aleyrodigvebber 1 (0,6%)

Beauveria bassianéBals.) Vuill. 58 (33,9%)

Beauveria brogniarti{Sacc.) Petch 7 (4,1%)

Hirsutella thompsoniF.E. Fisher 3 (1,8%)

Isaria fumosorosed\Vize. 10 (5,8%)

Isaria sp. 1 (0,6%)

Lecanicillium longisporunfPetch) R. Zare & W. 2 (1,2%)

Gams

Lecanicillium muscariungPetch) R. Zare & W. 3 (1,8%)

Gams

Lecanicilliumsp. 11 (6,4%)

Metarhizium anisoplia¢Metch.) Sorokin 58 (33,9%)

Metarhizium anisoplia@ar.acridumDriver & 3 (1,8%)

Milner

Nomurea riley(Farl.) Samson 1 (0,6%)
Fungi: Anamorfni stadium identifikované jako

Sporothrix insectorurde Hoog & H.C. Evans 3 (1,8%)
Fungi: Zygomycota: Zygomycetes: Entomophtorales

Conidiobolus thrombodieBreschler 2 (1,2%)
Cromista: Oomycota: Oomycetes: Pythiales

Lagedinidium giganteur@ouch 1 (0,6%)
Mix (2 a vice drufi hub) 7 (4,1%)

Total

171 (100%)
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2.3 EPNs a EPFs ve spaiaé kombinaci a jejich potencial v IOR

V posledni dob se mnoho vyzkuinzaméituje na vyuziti spolného misobeni #iznych druli
entomopatogennich agens. Vliv spolé aplikace mze mit synergisticky, aditivni nebo
antagonisticky efekt. Ve &8in¢ pripadi vysledny efekt zavisi na koncentraci acasovani
aplikace jednotlivych bioagens. Takovyntikladem uUspSné kombinace je synergisticka
interakce EPN ®acillus thuringiensispolé&né aplikovanych na larvy chrous{Koppenhoffer
and Kaya 1997). DalSi vysledky sp&iigch kombinaci EPNs a EPFENASI studie Ansari at al.
(2004) jez testoval houbMetarhizium anisopliaespolu s hlisticemHeterorhabditis megidis
Steinernema glaseri proti chroustkovi Hoplia philantus (Coleoptera: Scarabaeidae)
v laboratornich a nasledirnve sklenikovych podminkach. Hlistice byly aplikayave dvou
modelech a to a) spd@le& se suspenzi houby b) se zpéidh. Byl pozorovan aditivni a
synergisticky efekt. Vysledk kombinaciH. bacteriophoraa M. anisoplie ziskanych véchto
experimentech, bylo nasletinyuzito v polnich podminkach. K porovnani byl pibudsekticid
s &innou latkou chlorpyrifos. Pouziti spéleé aplikace entomopatogennich orgariismelo
stejny vysledek jako pouziti chemické ochrany (Anstal. 2006). DalSimifkladem uspSného
pusobeni EPNs a EPFs bylo dosazendipgut hlistic Steinernema carpocapsa8. glaseri
proti Ectinohoplia rufipesa Exomala orientalis(Coleoptera: Scarabaeidae). Ke srovnani byl
pouzit fenitrothion. VSechny bioagens vykazovalgs$iymortalitu nez chemicka ochrana (Choo
et al. 2002). Jak jiz byloitve bazn&eno, ne vSechny kombinace EPFs a EPNs musi nézbytn
vést k synergistickémdi aditivnimu efektu, fikladem negativniho vysledku byly kombinace
hub Beauveria bassianadyletarhizium anisoplia@ Isaria fumosorosea kombinaci s hlisticemi
Heterorhabditis bacteriophoraH. indica Steinernema riobraves. carpocapsaes. glaseria S.
rarum proti Curculio caryae (Coleoptera: Curculionidae). Veitéiné kombinaci byl zji&n
antagonisticky efekt mezi jednotlivymi organismyhg&piro-llan et al. 2003, 2004). Taktéz
Ansari et al. (2005) prokazal, Ze v§gky symbiotickych bakteriPhotorhabdus luminescens
negativié pasobily na fist EPFMetarhizium anisopliaeBeauveria bassiana. brongniartii a
Isaria fumosorosea. Xenorhabdus poinasiak nendla na houby Zadny vliv.

Jak houby tak nematody vlastni Sirokou navzajenpiséryvajici Skalu potencionalnich
hostitefi, vyskytuji se pirozere v padé a zpisobuji u hmyzu epizoocie za vhodnych podminek
(Poinar, 1979; Kaya 1987). Tab. 4 Uvadkieré giklady hostitelského spektra obou dituh
studovanych organisim
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Tab 4 Riklady prekryvajiciho se hostitelského spektra obou @istiidovanych organisim

Rad Rod Plodina EPFs EPNs
Orthoptera Gryllothalpidae Travniky, B.bassiana .
: ; : S. scapterisci
pastviny M. anisopliae
S. carpocapsae
I. fumosorosea
Blattodea Blattidae Domacnost . .
M. anisopliae S. carpocapsae
Thysanoptera  Thripidae Sklenikoveé L. lecanii
kultury, okrasné B. bassiana S. feltiae
rostliny I. fumosorosea
Heteroptera Cydnidae Polni kultury B. bassiana :
. . Steinernemap.
M. anisopliae i
! H. bacteriophora
L. lecanii
Homoptera Phylloxeridae  Sklenikova L. lecanii .
i . S. glaseri
Aleyrodidae kultury B. bassiana .
S. feltiae
I. fumosorosea
Lepidoptera Tortricidae Sklenikové
Noctuidae kultury, ovocné B.bassiana S. carpocapsae
Cossidae sady, polni M. anisopliae S. feltiae
Sesiidae kultury l. fumosorosea
Pyralidae
Coleoptera Chrysomelidae Drobné ovoce, B. bassiana ,
o , L S. riobrave
Curculionidae  polni kultury, B. brogniartii
. L . . S. carpocapsae
Scarabaeidae les, travniky, M. anisopliae )
o . . S. scarabaeidae
Tenebrionidae pastviny, parky, M. flavoridae .
H. bacteriophora
sklady I. fumosorosea
Diptera Agromyzidae  Sklenikove
Ep.hyfjndae kultu_ry, okrasné B bassiana .
Sciaridae rostliny, S. feltiae
- - R l. fumosorosea
Tipulidae Zampionarny, S. carpocapsae
Muscidae polni kultury,
domacnost
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3 CILE

Cilem této prace je rozftiznalosti o interakcich mezi entontomopatogenrimibami a
hlistovkami. Zakladni hypotéza doktorské prace wayctze skuignosti, Ze ¥tSina praktickych
aplikaci bioagens je orientovana do oblasti kuradhk (&inkt, ale jen malokteré prace studuji
efekt profylaktického pouziti, zvl&Stv piipadt entomopatogennich hlistovek. Tato prace je
vénovana rozmanité Skale interakci, které souviseg&wrnou introdukci entomopatogennich
hub a hlistovek do spaleého prosedi. Modelovymi organismy této prace jsou lafvglleria
mellonellaa Tenebrio molitorjako hlavni pedstavitelé vyznamnyckadi Skodlivého hmyzu.
HousenkyG. mellonellaslouzi jako model pro zastupt@du Lepidoptera a sirsklerotizované
oligopolni larvyT. molitorjako zastupcéadu Coleoptera.

V experimentalnitasti prace jsou studovany ¢kieré dalsi faktory, ovliwjici t¢innost
entomopatogennich hlistovek a jsowimvany i moznosti kombinace hlistic a chemickych
pesticidi. Hlavni cile této doktorské prace lze v souladussekturou experimentalniasti
formulovat nasledown

Hlavni cile disert&ni prace:

» Owefit kompatibilitu S. feltiaes komeén¢ dostupnymi pesticidy s ohledem na moznosti
vyuziti aplikace pomoci tank-mixu.

* Porovnat dinnosti entomopatogennich hlistic rod&teinernema v kurativni a
profylaktické aplikaci wuci larvam modelovych drihhmyzich Skdci

» Stanovit vliv teploty a vihkosti natinnost vybranych druhentomopatogennich hlistic.

» Porovnat dinnosti iznych druli entomopatogennich hub na mortalitu lafewnolitor.

» Stanovit efektu kolonizaceagniho prostedi entomopatogennimi houbami s naslednym
hodnocenim supresivity vztazené ke schopnosti haimnoZit se v progdi i bez
prtitomnosti hmyziho hostitele.

e Porovnat interakce meziiznymi druhy hub a hlistic a ¢&it, zda se interakce #ni
v zavislosti na kombinaci drihtagens a rasovani aplikace.

« Obecna charakteristika intekatkho systému houba/hlistice/hostitel
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4 MATERIAL A METODY
4.1 Entomopatogenni hlistice

Steinernema arenariui@lov. aS. carpocapsablCR

Hlistice byly ziskany z chovu udrZzovaného v labaiiah Entomologického Ustavu AV
CR v Ceskych Budjovicich (RNDr. Zdegk Mrétek, DrSc.).S. arenariumbyla ziskéna
z Malacek (Slovensko}s. carpocapsa&men NCR byl izolovan pobliz Sankt Bdgturgu v 70.
letech. Chov vSech drutbyl udrzovan vn vivo podminkach na larvada. mellonella(viz 4.5)

Steinernema feltiae

V pokusech byly pouzivany dva kmeny hlist@&inernema feltiaes. feltiaeUst. byl
puvodre izolovan z fady v 80. letech ve vychodnim Rusku pomoci ,Galldy&at methode” a
byl udrzovan v laboratich Entomologického Ustavu AUR. Druhy kmen byl poskytnut firmou
Biobest N.V. (Belgie). Tento kmen hlistic8. feltiae Filipjev je sowasti kometniho
biopreparatu s ndzvem Entorieprodukovanym firmou Koppert (Nizozemi). S timto ke
byly realizovany pokusy vasti zabyvajici se kompatibilitou hlistic a vybrahypesticid.

4.1.1 Uchovani a kultivace entomopatogennich hlisti

Uchovéavani hlistic

Hlistice rodu Steinernema byly dlouhodoB uchovavany ve skiénych epruvetach
naplrenych inertnim nogem (molitan) v lednici p teplog€ 5 — 7 °C. Hlistice pouzivané v
pokusech byly skladovany po dobu 2 - 3 tygied pouzitim ve vodni suspenzi v Petriho misce
v teplog 5 - 7°C.

Kultivace hlistic pro pokusy

Pro kultivaci hlistic byl pouzit nasledujici postupe skelgnych epruvet byla ziskana
suspenze pozadovaného druhu hlistice, ktera bykedrd fedna sterilni vodou na dostéted
mnoZstvi. Pod binokularem byla z@ga vitalita (tj. % zivych infe&nich larev hlistic
z celkového mnozZstvi). Podle vitality hlistic, bysaspenze dale upravena na koncentraci o
priblizné hodnot 100 Zzivych infeknich larev hlistic/ml suspenze. Dale byléippavena
inkubani komirka (Petriho miska s filtéaim papirem na d), do které byla naaplikovana
suspenze hlistic o objemu 1 ml. Do takigppavené inkubéni komirky bylo umiséno 10 larev
zavijete voskovéhdGalleria mellonella Komirky s larvami byly inkubovany v termostatii p
teplo€ 25+1 °C po dobu 5 - 7 dni. Pro zdarnyilgh infekce bylo nutné kontrolovat vihkost
v Petriho miskach a wifpad nadmérného vysychani byla vihkost upravovanéidanim
nekolika kapek sterilni vody. Po 5 - 7 dnech byly vérhousenky sffznaky infekce fekladany
na vodni pasti (Petriho miska obalend filtrem papirem, uloZzena veitéi Petriho misce a
pravidelr® vihcena destilovanou vodou) a uloZeny v termostéiueplot 25+1 °C. Po 10 - 14
dnech od iniciace infekce se do okoli infikovanyatev uvohovala infekni stadia hlistic, ktera
se shromafovala ve vod na dr vodni pasti, odkud byla pravideélrslévana, filtrovana a
nasledd uchovavana ve vodni suspenzi v Petriho misce 2tydBy pred vlastnim pouzitim
v testech.
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4.1.2. Kiprava suspenze hlistic a hodnoceni kvality

Adjustovana suspenze hlistic pouzivand v pokusegla kziskdvana ze suspenze
uchovavané v Petriho miskach v ledni¢i feplot 5 - 7 °C. Hlistice byloreba vzdy 24 hodin
pied pouZzitim nechat aklimatizovat pokojové teplat. Nasledg byl po dikladném promichani
suspenze odebran vzorek o objemu & sp@&teno mnozstvi vitalnich hlistic pomoci binokularu.
Potebna koncentrace pak byla ziskana na zéklaimérného pdtu vitalnich hlistic z 10
opakovani v daném objemu suspenze.

4.2 Entomopatogenni houby

Isaria fumosorosepiv. Paecilomyces fumorosea

Ve vSech pokusech byl vyhratipouzit kmen PFR 9Apopka (Apopka - jméno oblasti
na Floridt, kde byl kmen v roce 1987 izolovan). Kmen PFR &0d roku 1994 vyuzivan jako
Ucinny agens biopreparatu registrovaného pod obchoddzvem PreFeRal. Kmen této houby
byl v roce 1993 poskytnut odi@ni rostlinolékéstvi KRV ZF JU firmou Thermo Trilogy (dnes
Certis USA) a od té doby je pouzivan pro experirlenttely v rdmcifady vyzkumnych,
magisterskych a doktorandskych projekt

Beauveria bassiana

V pokusech byl pouzit kmen | 101, ktery bylyodre izolovan z infikovaného dosjze
IykoZrouta smrkového Ifs typographus vroce 2004 v gib¢hu monitoringu vyskytu
entomopatogennich hub na Surawlizkosti pramed Vitavy.

4.2.1 Kultivace hub a kultivaéni média

Pro WtSinu experimerit byly pouzivany suspenze konidii ziskanéistych kultur
kultivovanych povrchovou kultivaci na standardniiynych médiich. Pro povrchové kultivace
entomopatogennich hub byl pouZivdn vyhgadiwamboro-gluk6zovy agar (PDA - potato
dextrose agar, DIFCO, 39 g/1000 ml destilované yoKyneny testovanych hub byly ulozeny
v mykologické sbirce ve forénalginatovych pelet. Proc¢aly pokusi byl pouzit nasledujici
postup reaktivace a kultivace hub. Jednotlivé gebstly z mraziciho zZézeni gemistny do
kultivaéni komirky (sterilni plastova Petriho miska obsahujici 2/&gni agar) a kultivani
komarka s peletami byla umista do termostatu (25°C, fotoperioda 0/24). Pelefyoaované
vysoké vihkosti pijimaly vodu (bobtnaly), nasledrse na povrchu pelet objevily prvé symptomy
reaktivace patogenaii@t mycelia) a zpravidla v pb¢hu 5 - 7 diit byl povrch aktivovanych pelet
pokryt plné sporulujicim vzduSnym myceliem. Z takto aktivovenypelet byl patogen jednou
pasazi peveden na plotny s agarizovanym zivnym médiem (P®&)nasledném saprofytickém
vyvojovém cyklu byla vyprodukovana biomasa, ktel@uzila jako cistd maténa kultura pro
produlkéni kultivaci, ktera probihala na povrchu &lého zivného média (PDA). Testované
houby byly kultivovany formou povrchovych kultur.oRnokulaci byly misky vioZzeny do
plastikového s&u a uloZzeny do termostatu temperovaného na kamstaeplotu 25+1°C
(fotoperioda 0/24) a kultury hub byly kultivovang pobu 14 - 21 din
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4.2.2 Fiprava konidiovych suspenzi a hodnoceni kvality hub

Priprava konidiové suspenze

Pro gevaznou ¥tSinu pokuf byly pouZzivany pesré adjustované suspenze konidii
jednotlivych kme entomopatogennich hub. Zakladni suspenze bylamzselitim povrchu
pIné sporulujici kultury sterilnim roztokem (0,05% Tw&e 80). Po dkladné homogenizaci
byla takto pipravena suspenze dle pelty ndedtna a po ogtovné homogenizaci byla nanesena
do paitaci komirky - hematocymetru (Neubauerova vylepSena «&a) a v pedem
stanoveném potacim poli byl po sedimentaci konidii stanovenditim, Ze v jednom @étacim
poli bylo £50 spor a rozdil mezi poli mohl byt madb %. Titr byl vyp@itan na zéklagl dvou
opakovani (horni a dolni pitaci pole) a naslednbyla suspenze odpovidajicitiednim
upravena na pgbny titr.

Standardni test kfivosti - GI (Germination Index)

Pro ugeni kvality houbového inokula vstupujiciho do testylo treba zjistit podil
vitalnich, tj. klcicich konidii. Pro &ely testu byla pouzita konidiova suspenze, kterfa by
adjustovéana na standardni titr (1,0 X k6nidii v 1 ml suspenze). Pomoci laboratorniiglibyla
takto gipravena suspenze konidii nanesena ve ddtapek (20 kapek/skiko) na povrch tenké
agaroveé vrstvy (2% vodni agar) na podloznimcgldi Po zaschnuti kapek bylo podlozni &kdi
s houbou vloZeno do vihké kainky (Petriho miska s vihkym filtkamim papirem na d). Takto
piipravené vzorky byly umishy do plastikovych s&i a inkubovéany v termostatu (25°C,
fotoperioda 0/24). Hodnoceni vzdrkoylo provedeno po 24 hodinach pomocktsiného
mikroskopu. B vyhodnocovéani se hodnotilo minim&ld00 konidii z kazdého vzorkufipemz
byl ke kazdé konidii razen pislusny index Gl (0 - 3 vintervalu 0,5) (tab. Kery pesre
specifikoval stupi nakliceni a vyvoj patogena. Z takto vyhodnocenych vk vypdgital
pramérny index Klitivosti, gicemz za kidivé konidie se povazovaly ty, které byly ohodnoceny
indexem GI 0,5 a vice.

Tab. 5 Hodnotici stupnice standardniho laboratorteéktu kléivosti (Landa et al. 1994)
G index Charakteristika
0 - nakonidiich nejsouigjmé zadné morfologické zmy
0,5 - konidie jsou #etelre protahlejSi, nabobtnalé; na konidii jeetelny jednostranny
klicek velikosti v pondru priblizné 1:0,5 k maténé konidii
1 - velikost klicku na konidii je v poréru 1:1 k velikosti matgéné konidie
1,5 - primarni klcek je 2-3 x delSi nez mdiea konidie; na mataé konidii jsou
ziejmé 2 kratSi ktiky

2 - Kklicek je vice nez 3 x tak dlouhy jako m&ia konidie; sekundarngétweni na
jednom z kléki; na mateéné konidii jsou dva dlouhé Kky

2,5 - pocatek sporulace (hodnoceno &kolika ¢astech zorného pole, sporadicky
vyskyt struktur spojenych se sporulaci)

3 - plna sporulace (hodnoceno &kiolika castech zorného pole, pravidelny vyskyt
struktur spojenych se sporulaci)
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4.3 Populace larev hmyzu pouzivanych v pokusech
Zavijet voskovyGalleria mellonellaL. (Lepidoptera: Pyralidae)

Jako laboratorni objekt ma zawijeoskovy rekteré vyznamné ednosti (rychly vyvoj,
ponerné velké larvy, velky objem hemolymfy, velké tukoudlelso, snadné opani potravy v
kterekoli r@&ni doke, vyvoj je nepetrzity po cely rok, bez diapauzy)id@nosti je také schopnost
vyvoje larev za definovanych konstantnich podmimakinglé potraw. V pokusech byla pouzita
populace udrZzovana pomoci kontinualniho chovu nalém zZivném substratu a udrzovaného
v konstantnich podminkach (klimabox 30+1°C, fotapaa 0/24). Pro jednotlivé experimentalni
cykly byla pouzivana za&¥ma synchronizace chovu v posloupnosti: kladenicghkjna filtra&ni
papir — inkubace vajék — chov ¥kové synchronizované populace larev chovanych na zivném
substratu tzv. ,Haydak@vzivné pide” (sloZeni: kukidicny Srot 22%, pSediny Srot 11%, hladka
mouka 11%, suSené mléko 11%, suSené drozdi 5,664, wosk 17,5%, med 11% a glycerin
11%, uvedeno v hmotnostnich procentech). Populam€&ipana v pokusech bylaiyodne
ziskana z chovu, udrzovaném v laborio Entomologického Ustavu AWCR v Ceskych
Budgjovicich (RNDr. Zdesk Mracek, DrSc.) a z tohoto zdroje byl i chov udrZzovankiry ZF
JU pravidelg dophovan.

Z ¢asti byl na larvach zavije voskového realizovanin vivo chov hlistic, jenz byly
vyuzivany v biotestech (viz 4.1.1).

Potemnik moény Tenebrio molitorColeoptera: Tenebrionidae)

Larvy potemnika matného pedstavuji skupinu larev se silsklerotizovanou kutikulou.
Vyznamnou pednosti je pomaly vyvoj, dikyémuz je moZno uchovavat larvy niZzSich intar
v definovanych podminkach po dlouhou dobu a proupgkvybirat poZzadované instary, dale
nenargnost chovu a snadna dostupnost. Larvy pro pokudy pyavidelré kupovany ve
specializovanych obchodech a udrzovany v plastikb\yoxech na zivném substratu (otruby).

4.3.1 Riprava hostitelskych larev pred pokusy

Vyker larev

K experimenim byla ciled vybirdna starSi vyvojova stadia larev. Pro pokiy
mellonellabyly vybirany larvy posledniho instaru, v pokusad. molitor byly vybirany taktéz
larvy poza@jSich instafi vyrovnané velikosti.

Povrchova sterilace

Larvy byly p'ed samotnymi testy povrchésterilovany pomoci 1% roztoku chlornanu
sodného (NaOCI), dhem této procedy byly larvy na cca 1 minutu poieny do gipraveného
roztoku chlornanu a nasletiomyty ve sterilni destilované védl - 2 minuty), pebyt&na voda
byl odséta filtréanim papirem. Takto o§ené larvy byly pouzZivany k pokis.

27



4.4 Kultivaéni jednotky a padni substrat pouzivany v pokusech
Kultivacni jednotky pouzivané v testech

Prevazn&ast tesi probihala v plastikovych kontjenerech 300 ml (900xx 50 mm) jenz
byly pInény padnim substratem. Do kazdé misky bylo @demo 40 ml substratu.tBni substrat
byl specialg pripraven ze sisi prosetého §stebniho substratu pro pokojove rostliny (kotnér
prodavany zahradnicky substrat B) a akvarijnihd&ypielikost¢astic 0,5 - 1,2 mm) v poru
3:2. Tento substrat bylied pokusy sterilizovan v cca 5 cm vistva kovovych platech (121°C
po dobu 2 hodin).

4.5 Rrehled hlavnich metodickych postuj *

4.5.1 Kompatibilita vybranych pesticide S. feltiae-in vitro test

Vybrané pesticidy byly v pokusech adjustovany na@agovanou koncentraci pomoci
destilované vody. Do Petriho misek (g 9 cm) bylapiikovano 10 ml roztoku daného pesticidu
(tab. 6). Do suspenzégipraveného roztoku pesticidu bylo aplikovano cca@infelkénich larev
S. feltiaeve 100ul. Jako kontrolni varianta byl pouZit roztok destdné vody a hlistic. Pro
kazdy pesticid bylo provedencitpopakovani. Petriho misky se suspenzemi byly iokainy
v klimaboxu (teplota 23+1°C, fotoperioda 0/24). alita nematod byla zji®vana po 24, 48 a 72
hodinach tak, Ze z kazdé Petriho misky bylo odabrgatikrat 5ul a pomoci binokularniho
stereomiokroskopu spten podil Zivych a mrtvych infékich larev hlistic. V fipad snizené
mobility hlistic byla zji§ovana reakce na podréd preparani jehlou.

4.5.2 Kompatibilita vybranych pesticgde S. feltiae-in vivo test

K pokugim byly vyuZity suspenze z pokugus.1. Infekéni larvy byly po 72 hodinach
tiikrat promyty destilovanou vodourgs filtracni papir. Disk filtr&niho papiru byl viozen do
laboratorni nélevky a suspenze hlistic a pestigdumyta a pefiltrovana. Tento postup by
zopakovan nasledrjest dvakrat.Cisté larvy hlistic byly ponechanygs noc v destilované vad
pii pokojové teplat. Nasledujici den byla aplikovana suspenze 500chivgfelkenich larevs.
feltiae v 1 ml destilované vody do vihkych kdmnek (Petriho misky s filtnim papirem).
MnoZstvi 500 Zivych invaznich larev bylo stanoverezéklad zjistené procentické mortality
hlistic v suspenzi (viz. 4.1.2). Jako kontrolniigata slouzil roztok hlistic suspendovany ve
sterilni destilované vad Do Petriho misky bylo nésledrvloZzeno 10 larevienebrio molitor
VIhké komirky s larvami byly naslednuchovavany v temnuipteplo 22+1°C v plastikovych
boxech s navkenou buniinou pro zamezeni vysychéani. Pro kaZzdou varianta psovedenart
opakovani. Mortalita larev byla z{idvana 3. a 5. den. Mrtvé lardy molitor byly pokladany na
vodni pasti.

! Upresiujici metodické Gdaje jsou uvdmly v Experimentalnéasti
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Tab. 6 Rehled pesticid pouZzitych v testech kompatibility s hlisti8i feltiae

Pesticid Obchodni Uginna latka (a.i.) Formulace* Dopafena  Obsah
nazev davka (%) a.i.(gll)
Akaricidy  Apollo clofentezin SC 0,03 500
Borneo etoxazole SC 0,05 110
Naja fenpyroximate SC 0,1 50
Perporal azocyclotin WP 0,1 25
Torque-L  fenbutatinoxide SC 0,05 25
Masai tebufenpyrad WG 0,05 25
Polo diafenthurion SC 0,08 250
Fungicidy  Candit kresoxim-methyl WG 0,02 50
Captan captan WG 0,15 80
Teldor fenhexamid WG 0,15 50
Tridal nuarimol SC 0,05 120
Insekticidy  Admiral pyriproxyfen EC 0,025 100
Enstar kinoprene EC 0,075 65
Match lufenuron EC 0,1 50
Mimic tebufenozide SC 0,1 240
Runner metoxyfenozide SC 0,04 240
Spruzit piperonyl-butoxide EC 0,1 144

*SC...suspenzni koncentrat, WP...sfitéiny praSek, WG... sngitelné granule, EC...emulgovatelny
koncentrat

4.5.3 Hodnoceni dinnosti innosti vybranych drubh entomopatogennich hlistic vgnim
substratu

VétSina experimertit byla realizovana v kontejnerech ghych pidnim substratem (viz.
4.5). Prakticky shodny metodicky postup byl powzgiokusech sledujicich¢iinnost vybranych
druhi entomopatogennich hlistic v optimalnich tenych teplotnich a vlhkostnich rezimech
proti larvdmT. molitor a G. mellonella dale v pokusech zaffenych na studium prekolonizace
pudniho substratu entomopatogennimi houbami na vinfekce na larvacil. molitor, vcetrg
studie zamstené na charakteristiku interakci mezi houbami stibBmi ve spokném systému.

V pokusech zagtenych na studium sledujici ¢ianost vybranych druh
entomopatogennich hlistic byly do kulttvach jednotek aplikovany suspenzézmych
koncentraci hlistic a dopiny sterilni destilovanou vodou na uravé2,5% (v:v) tzn. do 40 ml
vysuSeného imniho substratu byla aplikovana suspenze hlistoekydoplna sterilni
destilovanou vodou na celkovy objem 5 ml. Substgtsuspenzi hlistic a vody byiikdadns
promichan, aby se vytyita jemre drobtovita struktura. V kurativni variagnpokusu bylo do
takto gipravenych jednotek vioZzeno nasleddvi® larevT. molitor. V pokusech zasgienych na
acinky prekolonizace fdniho substratu byly larvyl. molitor introdukovany se 7dennim
zpozdnim. Jednotky byly inkubovany v klimaboxu (tepl@®a+1°C, fotoperioda 0/24) po dobu
14 dni.

Kurativni zpisob kultivace byl pouzit téZ v pokusech, ve kterfghtestovan vliv tepoty
a vlhkosti na @innost hlistic. V pokusech sledujici vliv teplotylyp testovany i teplotni
rezimy: 10, 15 a 25°C.

Pro experiment studujici vliv vihkosti byly zvolemyé Grovrné vihkosti substratu: 6 a
12,5 % (v:v), tzn. pro dosazeni 6% vlhkosti byldikqvana suspenze hlistic dopiréa sterilni
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destilovanou vodou na mnozZstvi 2,4 ml. Npack 12,5% vihkosti byla suspenze hlistic
doplnéna sterilni destilovanou vodou na objem 5 ml. lepmdry byly nasledhinkubovany v
jedné teplat (15+1°C). Pro experiment s nizkou hladinou vihkdg®o) byl zvolen model
s rehydrataci, kdy byla 7. den testu vihkost sahstdoplgna odpovidajicim mnoZzstvim sterilni
vody (tzn. 2,6 ml) na drowe12,5%. Larvy vykazujici zjevnou infekci entomopganimi
hlisticemi byly @i kazdé kontrole z kultivanich jednotek odebrany a naslédmmisgény na
vodni pasti.

4.5.4 Hodnocenidinnosti vybranych druhentomopatogennich hub ugnim substratu

V experimentech za#enych na sledovani ¢iinnosti entomopatogennich hub proti
larvam T. molitor byly suspenzetznych koncentraci aplikovany ddigravenych kontejnér
v objemu 5 ml. Substrat se suspenzi hiklddne promichan. Do taktofjpravenych jednotek
bylo po té vioZzeno 10 lareW. molitor. V pokusech zagtenych na &inky prekolonizace
pudniho substratu byly larvy. molitor introdukovany se 7dennim zp&hdm. Jednotky byly
inkubovany v klimaboxu (teplota 25+1°C, fotoperiod#24). Pokusy ztéto série byly
vyhodnocovany prakticky stejnym &gobem. VSechny larvy byly v daném kontrolnim dnu
z kultivacnich jednotek vyjmuty a pomoci binokularniho milkagu byl zaznamenan vyskyt
zdravych, infikovanych a mrtvych larev. V tomto hozlovani sehravala vyznamnou ulohu
modifikovana indexova stupnice (FDI) (tab. 7¥i Rodnoceni byl zaznamenén statut kazdého
jedince v kultiv&ni jednotce v dané variantVysledky byly podrob# statisticky analyzovany.
Larvy vykazujici zjevnou infekci jiz v prvnim kominim dni byly ze substratu vyjmuty a
dokultivovany ve vihkych korirkach, tak aby nedochazelo k sekundarni infekculivacnich
jednotkéach.

Tab. 7 Stupnice pro hodnoceni vyvoje houby na Eniamolitor (upraveno dle Landa et al.
1994)

FDI Index Charakteristika

0
0,5 - drobné nebo velké melanizd skvrny na povrchu larvy

na lang nejsou patrné zjevné znamky infekce

1 - larvaje mrtva nepohyblivd
1,5 - lokalizovany rist mycelia na povrchu larvy
2 - mycelium kompaktni, zhruba na 1£ larvy, sporulace se jédteobjevuje
2,5 - na myceliu se objevuji morfologické struktury s@ayjici s péatkem sporulace
3 - mycelium jsou zjid&tny morfologické struktury souvisejici s plnou spadil

4.5.5 Vliv gitomnosti hmyziho hostitele na schopnost entmorageahich hub namnoZit se
v pizdnim substratu

V téchto pokusech byly pouzivany kultdrd jednotky pipravené viz. 4.5.4
Z pripravenych kultivanich jednotek bylo odebrano 20 midmiho substratu (odpovida objemu
pudy po okraj napléné @5 cm Petriho misky) a analyzovano metodou GEtlofty Forming
Units). Vzorky midy byly prevedeny do 100 ml 0,05% roztoku Tween 80. Suspégize po
dobu 15-20 minut fepana na reciprokérepace. Ridni vyluh byl nasledh fedn podle
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piedpokladaného mnoZstvi spor, které bylo naaplikowéen péatku testu v powru 1:10 (tzn.

do 9 ml sterilniho 0,05% roztoku Tween 80 s®lgp 1 ml midniho vyluhu). 0,5 ml na@dkneho
pudniho vyluhu bylo pak rovnoénné rozeteno po povrchu agarizovaného selektivniho média
s pridavkem Sylit pomoci sterilnich skkmych kulicek. Pokusné jednotky byly inkubovany
v klimaboxu (teplota 25 + 1 °C, fotoperioda 0/24amtrola byla provatha po 7 a 10 dnech.

4.5.6 Vliv prekolonizace fdniho substratu na interakce mezi entomopatogenhaubami a
hlisticemi

Kultiva¢ni jednotky byly oSéeny 5 ml suspenzi daného druhu houbycaed se
suspenzi hlistic. Substrat bylildadné promichan. Do taktoffpravenych jednotek bylo po té
introdukovano 10 larevl. molitor. V kurativni variant pokusu bylo do takto fjpravenych
jednotek vloZzeno nasledo¥n10 larev T. molitor. V pokusech zagitenych na &inky
prekolonizace fdniho substratu byly larvyf. molitor introdukovany se 7dennim zp@hdm.
Jednotky byly inkubovany v klimaboxu (teplota 25€] Yotoperioda 0/24) po dobu 14wdrFi
hodnoceni byl pouzit stejny postup jako v experiteen zamienych na hodnocenic¢inosti
raznych druti entomopatogennich hub a hlistic (detailni hodnbstvu populace na urovni
kazdého jedince v populaci¥iptemz se rozliSovalo, zda jsou symptomy infekcésppené
houbougi hlistici.

4.5.7 Vliv aplikace hlistice na vyvoj infekce empatogennich hub na larvach T. molitor

Pokusy v téta:asti byly realizovany ve vihkach kdmkach (Petriho miska o pméru o
60 mm s navitenym diskem filtréaniho papiru). Pro experiment bylo vybrano z choOuaev
T. molitor. 10 larev z tohoto vysu bylo vioZzeno do vihkych kotmek oSetenych suspenzi
hlistice S. carpocapsa® koncentraci 60 IJs a 10 larev bylo vioZzeno dmkek oSetenych
pouze sterilni destilovanou vodou. 60 larev byldlre ponéeno do suspenze entomopatogenni
houby o titru 1,0x10spor/ml, (Febytena suspenze byla odsata fittném papirem) a jednotlév
vkladano do vihkych koidrek. Sodasre s larvami bylo do 10 misek aplikovano 60 ISs
carpocapsael0 misek bylo ponechano jako kontrolni variama gledovani vyvoje samostatn
aplikované houby. VSechny vihké karmy s larvami byly inkubovany v klimaboxu (teplota
2541 °C, fotoperioda 0/24). Kazdych 24 hodin byfdikovano 60 IJsS. carpocapsaelo 10
vihkych konuirek s larvami oSé&nymi suspenzi houby tak, Ze odstup od spe@eaplikace
dosahnul 96 hodin. Hodnoceni probihalo kazdychdfirhve variant oSetené pouze houbou, u
variant oSeenych oldma agens kontrola probihala ode dne potea&éthlistici. Hodnoceni
probihalo po dobu 7 dna pak 9. a 14. den testuii Rodnoceni byl pouZzit stejny postup jako
v experimentech zagrenych na hodnocenicinnosti tiznych druli entomopatogennich hub a
hlistic (detailni hodnoceni jedince)tiptemz se rozliSovalo, zda jsou symptomy infekce
zpasobené houbouwi hlistici. Pro detailgSi popsani interakiho systému byla vyuZita
modifikovana stupnice FDI.

4.6 Digitalizace obrazu, mikroskopicka technika atatistika
Digitalizace obrazu, mikroskopicka technika

Pfi vyhodnocovani pokus a tvork® originalni digitalizované fotodokumentace bylo
pouzito zd#izeni, které je k dispozici KRV ZF JU @&elny mikroskop Nikon, binokularni
mikroskop Zeiss, digitalni fotoaparaty Olympus Cdraee-20 a Canon EOS 10D, barevna LCD
kamera Sony propojitelnd se ¢ginym mikroskopem nebo stereomikroskopem, barevnym

31



monitorem a pomoci programu Adobe Photoshop i s B@oZnosti vytvdt digitalni
videozaznam nebo jednotlivé obrazky)ii Fipraw a archivaci digitalnich obraik byly
standard# vyuzivan programy Adobe Photoshop, ACD a form#&:.JP

Statistika

V ¢asti prace zabyvajici se kompatibilitou vybranyabstich s hlistici S. feltiae byly
hodnoty mortalit infeknich larev hlistice nejive korigovany pomoci Abbottova vzorce (Abbott
1925). Upravena mortalita M bylaaana pomoci M = Mc + (1 - Mc) x Mo, kde Mc byla
mortalita zjis€na v kontrole, Mo byla mortalita zj&ta v oSené variant Dale byla data
analyzovana pomoci jednofaktorové analyzy rozpaykuzdirazreni rozdili pouzit Tukeyho test

(p<0,05).

V dalSich ¢astech prace bylaigd statistickou analyzou provedena arcsin transfoento
mortality larev. Pro #Sinu pokué byl pouzit program StatistiCa version 7 (StatSoft, Inc.
2006). zakladem pro vyhodnoceni dat byla jednofaktd analyza rozptylu (,Analysis of
Variance“, ANOVA). Pfikaznost rozdilu mezi jednotlivymi hodnotamiznych arovni byla
testovana progdnictvim ,Post-hoc comparasion” (Tukey HSD tes),p5). Dale byly pouZzity
v hodnoceni indexu vyvoje hub (FDI) neparametrickéetody, resp. Man-Whitneyho
dvouvykErovy test a Kruskal-Walliss test (p<0,05). Pro zhodnoceni interakci mezi houbami a
hlistici S. carpocapsadyl nejdive pouZzit vzorec pro vyget acekavané mortality Mpodle
vzorce Mt = My + Mg(1-My), kde My a My jsou zjiSEné mortality larev vyvolané samostatnou
aplikaci hlistice/houby (Ansari et. al 2006) a paorén se zjignou mortalitou pomocj2- testu.

Pro ugeni LDso u jednotlivych drufi hub a hlistic byl pouZzit program BioStat 2009;rste
tak pro uteni LTso vcasti zabyvajici vlivem aplikace hlistice na vyvopfakce
entomopatogennich hub.
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5 EXPERIMENTALNI CAST A VYSLEDKY
5.1 Hodnoceni kompatibility vybranych pesticidi s hlisticiS. feltiae
5.1.1 Hodnoceni vlivu vybranych pesticid na vitalitu S. feltiaev in vitro testech

V testech kompatibility hlisticé&. feltiaes vybranymi druhy fungicidnichiipravki se
hodnoty mortalit infeknich larev hlistice pohybovaly pod hranici 9% a meznotlivymi
acinnymi latkami (0.1.) nebyl zji$n vyznamny statisticky rozdil s vyjimkou 0.l. nuaol, kde
byla zaznamenana nizSi mortalita, nez-li v konirohariant a to v pfibchu celého testu
(uvadtnacisla jsou po Abbottavkorekci).

U insekticich byl zaznamenan statisticky vliv testovanyahinaych latek na fezivani
infekénich larev hlistovkys. feltiae Mortalita se pohybovala od 2,26 do 18,68% v Zasisna
testované 0.l. v jibéhu celého testu. Mezi jednotlivymicianymi latkami byly detekovany
statistické rozdily. NejvysSi hodnoty mortality mamenala U.l. piperonyl-butoxide (18,86%) na
druhé straé nejnizSi mortalitu larev hlistice #@pobil 0.l. tebufenozide (2,94%). Mortalita
ostatnich U.l. se pohybovala v rozmezi 9-12%.

NejvySSi hodnota mortality u testovanych akafaiséahla U.1. fenpyroximate (20,18%).
Hodnoty mortality se u této U.l¢bem prvnich 48 hodin drzely na nizké arovni (5,22, %
resp.). Poslednich 24 hodided koncem testu vSak mortalita infekch larev dosahla hranice
20%. Druhou nejvySsi mortalitu zaznamenala U.l.cgadotin, jez zfsobila 12,11% mortalitu
larev hlisticeS. feltiae Ostatnimi akaricidy ovlivnily vitalitu hlisticeep na hranici 7-9%.

Tab. 8. Hodnoceni vlivu vybranych fungigida mortalituS. feltiaegpo 24, 48 a 72 hodinach

Mortalita (pramér+SD%)

Ucinna latka 24 hodin 48 hodin 72 hodin
captan 8,68+3,58 8,73+2,74 8,73+3,08
fenhexamid 8,135,606 8,15+3,46 8,864,460
kresoxim-methyl 7,04+358 7,33+4,48 8,43+4,07
nuarimol -1,83+3,32 -1,81+3,19 -0,41+3,0%

(a, b, ¢ ..RiMéry ve sloupci se stejnym pismenkem nejsou statistiozdilné (ANOVA metoday=0,05; Tukey
HSD test)

Tab. 9. Statistické hodnoceni vlivu jednotlivychullr fungicidi na mortalitu infeknich larevs.
feltiaepo 24, 48 a 72 hodinach

Doba testu 24 48 72
hodiny/parametry gt MS F df MS F df MS F
Intercept 3 0,037 23,22 3 0,03 29,04 3 0,03 18,70
Error 56 0,00 56 0,00 56 0,00
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Tab. 10. Hodnoceni vlivu vybranych insektitida mortalituS. feltiagpo 24, 48 a 72 hodinach

Mortalita (prameér+SD%)

Uginna latka 24 hodin 48 hodin 72 hodin
kinoprene 10,36+4,87 11,28+4,63 11,59+4,468
lufenuron 6,55+3,39 9,86+4,82 10,06+5,32
metoxyfenozide 8,08+4,41 8,40+3,04 8,72+3,65
piperonyl-butoxide 11,03+5,26 11,07+5,82 18,68+4,97
pyriproxyfen 8,66+3,1% 8,73+2,91 8,90+3,19
tebufenozide 2,26+3,32 2,59+3,08 2,94+3,13

(a, b, ¢ ..AiMeéry ve sloupci se stejnym pismenkem nejsou statistiozdilné (ANOVA metoday=0,05; Tukey
HSD test)

Tab. 11. Statistické hodnoceni vlivu jednotlivyahfal insekticich na mortalitu infeknich larev
S. feltiagpo 24, 48 a 72 hodinach

Doba testu 24 48 72
hodiny/parametry gt MS F df MS F df MS F
Intercept 5 0,02 9,54 5 0,02 11,76 5 0,05 27,67
error 83 0,00 83 0,00 83 0,00

Tab. 12. Hodnoceni vlivu vybranych akaritida mortalituS. feltiagpo 24, 48 a 72 hodinach

Mortalita (pramér+SD%)

Uginna latka 24 hodin 48 hodin 72 hodin
azocyclotin 11,08+2,79 11,57+4,01 12,11+3,28"
clofentezin 5,03+3,41 5,25+3,16 6,33+2,99
diafenthiuron 5,64+2.85 6,97+3,4% 7,78+3,78
etoxazole 6,08+3,87 6,49+4,85 7,63+4,09
fenbutatinoxide 8,47+3,27 9,17+2,97 9,74+3,6%
fenpyroximate 5,22+2 87 7,75+3,77 20,18+4,71
tebufenpyrad 7,29+5 53 7,59+4,58 7,63+4,49

(a, b, c ..RiMéry ve sloupci se stejnym pismenkem nejsou statistiozdilné (ANOVA metoday=0,05; Tukey
HSD test)
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Tab. 13. Statistické hodnoceni vlivu jednotlivyahitah akaricidi na mortalitu infeknich larev
S. feltiagpo 24, 48 a 72 hodina«

Doba testu 24 48 72
hodiny/parametry MS F Df MS F df MS F
Intercept 6 0,01 1,13 6 0,01 0,84 6 0,04 3,50
Error 98 0,01 98 0,01 98 0,01

Graf 1 Kumulovana mortalita 1.S. feltiagpo oSetteni tiznymi druhy pestici@l po 72 hodinac
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Z celkového hodnoceni vlivu pestiéicha mortalitu infeknich larev hlisticeS. feltiae
vyplyv4, Ze ani jedna ze studovanych U.l. riespbila vyrazné sniZeni vitality hlistovk
Hodnoty mortality se pohybovaly rejstji v rozmezi 610%. Vyjimku tvai u.l. fenpyroximate
u kterého peséahla hranice mortality 20%. Naopak U.l. nuarige@dnarenal niZSi mortalitu, ne
byla detekovana kontrolni variant.

5.1.2 Hodnoceni vlivu vybranych pesticid na vitalitu S. feltiaev in vivo testech

Virulence S. feltiaebyla po oSdétni vybranymi druhy fungicid statisticky ovlivigna
v prvnich 3 dnech testu. 100%imdnosti dosahly hlistovky odeiné U.l. nuarimol. 5. den testu
hodnoty mortalit hostitelskych larev pohyboval rozmezi 82,5:00% a nebyla mezi nin
detelovana statisticka odchylk

Stejre tak u testovanych insektidgichebyly 5. den testu detekovany statisticky vyzna
rozdily mezi jednotlivymi .. Hodnoty mortaliT. molitor se pohybovaly od 82-100%
v porovnani «ontrolou (80%). Po 5 dnech se hodr mezi jednotlivymi variantami vyrovnal
U akaricidi se projevil vyrazny negativni efekt na virulenofekénich larev ' pripadt U.l.
fenpyroximate a tebufnepyrad. Intel larvy oSeatené &mito dwma akaricidnimi latkarr
vykazovaly snizenou virulenci pcelou dobu testu. U.l. tebufenpyrad péillaschopnos
hlistovek infikovat larvyT. molitol ténef az na nulovou Urove Fenpyroximate po 5 dnech te:
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zaznamenal 12,5% ciinnost. V porovnani s kontrolni variantou (97,5%gpk t doslo
k vyznamnému snizenginostiS. feltiae

Tab. 14. Hodnoceni vlivu vybranych fungigida virulenciS. feltiaepo 3 a 5 dnech

Mortalita (pramer+SD%)

Uginna latka 3. den 5. den

S. feltiae 80,00+8,20 97,50+5,00
captan 82,50+15,0% 82,50+15,00
fenhexamid 90,008, 26f 92,50+5,80
kresoxim-methyl 95,005,068 95,005,830
nuarimol 100,00+0,60 100,00+0,G50

(a, b, c ..Aimery ve sloupci se stejnym pismenkem nejsou stétistiozdilné (ANOVA metodag=0,05; Tukey
HSD test)

Tab.15. Statistické hodnoceni vlivu jednotlivychiloir fungicida na virulenci infeknich larevs.
feltiaepo 3 a 5 dnech

3 5
Doba testu dny/parametry
MS F df MS F
Intercept 1 0,03 3,57 1 0,02 3,00
Error 4 0,01 4 0,01

Tab. 16. Hodnoceni vlivu vybranych insektitida virulenciS. feltiagpo 3 a 5 dnech

Mortalita (praimér+SD%)

Uginna latka 3. den 5. den

S. feltiae 80,00+8,26 97,50+5,00
kinoprene 82,50+17%4 90,008,260
lufenuron 92,50+5,56 95,00+5,00
metoxyfenozide 87,50+9,80 100,00+0,00
piperonyl-butoxide 87,50+9,80 92,50+7,50
pyriproxyfen 100,00+0,00 100,000,060
tebufenozide 87,50+9,80 90,00+8,20

(a, b, c ..Aimeéry ve sloupci se stejnym pismenkem nejsou stétistiozdilné (ANOVA metodag=0,05; Tukey
HSD test)
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Tab. 17. Statistické hodnoceni vlivu jednotlivyalutah insekticidh na virulenci infeknich larev
S. feltiagpo 3 a 5 dnech

3 5
Doba testu dny/parametry
MS F df MS F
Intercept 6 0,02 1,92 6 0,01 2,64
Error 25 0,01 25 0,00

Tab. 18. Hodnoceni vlivu vybranych akaritida virulenciS. feltiagpo 3 a 5 dnech

Mortalita (pramer+SD%)

Uginna latka 3. den 5. den
S. feltiae 80,00+8,20 97,50+2,56
azocyclotin 85,00+1070 95,00+5,06
clofentezin 77,50+26%3 92,50+7,56
diafenthiuron 77,50+5,60 82,50+5,00
etoxazole 97,5045,60 100,00+0,00
fenbutatinoxide 85,00+1070 85,00+10%
fenpyroximate 7,50+15%0 12,50+9,60
tebufenpyrad 0,00+0,80 2,50+5,00

(a, b, c ..AMeéry ve sloupci se stejnym pismenkem nejsou statistiozdilné (ANOVA metoday=0,05; Tukey
HSD test)

Tab. 19. Statistické hodnoceni vlivu jednotlivyahill akaricich na virulenci infeknich larevs.
feltiaepo 3 a 5 dnech

3 5
Doba testu dny
df MS F df MS F
Intercept 7 0,57 36,74 7 0,63 95,95
error 24 0,02 24 0,01

Z celkového hodnoceni vlivu jednotlivych dfupesticidi virulenci S. feltiae datici, Ze
vétSina testovanych U.1. negobila vyrazné snizentimnosti. 100% dinnosti dosahly hlistovky
ucinnosti byly zaznamenany wianych latek ze skupiny akaricid Naprostou inkompatibilitu
prokazaly 0.l fenpyroximate a tebufnepyrad. Tyté thtky zpisobily vyrazné sniZzeni¢innosti
S. feltiae Hodnoty virulence se snizily na 12,5 a 2,5% rkSpe, coz v porovnani s kontrolni
variantou pedstavuje az 90% redukatitinosti testovaného druhu hlistovky.
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Graf 2. Kumulovana mortalita v populaci larT. molitorpo aplikaci infeknich larevS. feltiae
piredem inkubovanych 72 hodin ve vybranych pestici
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5.2 Hodnoceni é@innosti vybranych druhi entomopatogennich hlistic rodiSteinernema
proti larvam modelovych Skidci

Zakladni udaje k pokusu:

- priprava suspenze entomopatogennich hiS. carpocapsae, S. arenari neboS. feltiae -
koncentrace 50, 10@00 a 500 IJs/kontejner (viz kapit4.5.3)

- zamegrna introdukce hlistic (1 ml suspenze hlistic + # sterilni destilované vody) pt
zvihéeni substratu; jako kontrola slouZila varianta i@t pouze destilovanou vod

- do kazdé jednotky bylo vloZzeno Jarev T. molitor a bylo provedeno 5 opakovani
kazdou pokusnou variantu, tj. 50 larev pro kazdawawntt

- larvy byly vsubstratu exponované po dobu 14, kontrola byla provatha 7. a 14. de
testu

5.2.1 Porovnani @innosti jednotlivych druhd entomopetogennich hlistic proti larvam
Galleria mellonella

Vtestu sledujici vliv iiznych druli hlistovek aplikovanych d&i larvam Galleria
mellonellase mortalita larev pohybovali rozmezi od 26 do 100% 7. den tes zavislosti na
testovaném druhu hlistice a koncentreU¢innost se mezi jednotlivymi druhy statistic
neliSila svyjimkou koncentrace 100 IJs.tiPhodnoceni po 14 dnech nebyly zaznanny
statisticky vyznamné rozdily mezi jednotlivymi dguhestovanych druh hlistic pouze 1
koncentrace 100 IJs, kde se projevil jisty propi (&innosti S. carpocaps:. U nejvySsi
testované koncentrace byla shédnS. feltiaea S. carpocapsagaznamenana00% mortalita

&

larev.S. arenariundosahla jen o 2% niZSEdnost \ porovnani ®béma druhy.
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Tab. 20. Porovnéanicinnosti jednotlivych druth entomopatogennich hlistic proti larvésalleria
mellonellapo aplikaci iznych koncentraci IJs po 7 dnech v tepRE°C

Koncentrace 1Js/kontejner

Varianta

Mortalita (pramgr+SD%)

7. den
Kontrola 6,00+8,94
S. carpocapsae 30,00+23,45
50 S. feltiae 46,00+19,49
S. arenarium 36,00+26,07
S. carpocapsae 26,00+15,17
100 S. feltiae 66,00+19,4%
S. arenarium 58,00+19,2%
S. carpocapsae 60,00+28,28
200 S. feltiae 78,00+17,89
S. arenarium 76,00+16,73
S. carpocapsae 96,00+5,48
500 S. feltiae 100,00+0,60
S. arenarium 94,00+8,94

(a, b, ¢ ..Arméry ve sloupci se stejnym pismenkem nejsou statistiozdilné (ANOVA metodag=0,05; Tukey

HSD test)

Tab. 21. Statistické hodnoceriininosti jednotlivych druth entomopatogennich hlistic proti

larvamGalleria mellonellapo aplikaci tiznych koncentraci 1IJs po 7 dnech v tepRE°C

Koncentrace S0 100 200 00
IJs/kontejner s MS F Df  MS F df MS F df MS F
Intercept 2 0,04 0,56 2 0,31 6,43 2 0,11 0,79 2 70,30
Error 12 0,07 12 0,05 12 015 12 0,05
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Tab. 22. Porovnéanicinnosti jednotlivych druthentomopatogennich hlistic proti larvéalleria
mellonellapo aplikaci fiznych koncentraci IJs po 14 dnech v tepRE°C

Mortalita (pramgr+SD%)

Koncentrace 1Js/kontejner Varianta

14. den
kontrola 8,00+13,04
S. carpocapsae 52,00+24,89%
S. feltiae 50,00+17,32
S. arenarium 60,00+25,50
S. carpocapsae 34,00+13,42
S. feltiae 80,00+15,81
S. arenarium 84,00+18,17
S. carpocapsae 78,00+22,80
S. feltiae 88,00+16,43
S. arenarium 96,00+5,48
S. carpocapsae 100,000,680
S. feltiae 100,00+0,60
S. arenarium 98,00+4,47

(a, b, ¢ ..RiMéry ve sloupci se stejnym pismenkem nejsou statistiozdilné (ANOVA metodag=0,05; Tukey
HSD test)

Tab. 23. Statistické hodnoceniiinosti jednotlivych druth entomopatogennich hlistic proti
larvamGalleria mellonellapo aplikaci tiznych koncentraci IJs po 14 dnech v tepRE°C

Koncentrace 50 100 200 500
IJs/kontejner ¢ MS F df MS F df MS F df MS F
Intercept 2 0,27 0,29 2 089 787 2 015 096 2 10,a,00
Error 12 0,09 12 0,11 12 0,15 12 0,01
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5.2.2 Porovnéni @innosti jednotlivych druht entomopatogennich hlistic proti larvamT.

molitor

Tab. 24. Porovnanicinnosti jednotlivych druth entomopatogennich hlistic proti larvdm
molitor po aplikaci tiznych koncentraci IJs po 7 dnech v tepRE°C

I}j(s)/nk%enrlterjarll(;er Varianta Mortalita (pramer+SD%)
7. den
kontrola 2,00+4,47
S. carpocapsae 30,00+12,2%
50 S. feltiae 14,00+11,40
S. arenarium 12,00+8,37
S. carpocapsae 52,00+8,87
100 S. feltiae 36,00+11,40
S. arenarium 10,00+7,67
S. carpocapsae 58,00+4,47
200 S. feltiae 48,00+10,85
S. arenarium 20,00+12,25
S. carpocapsae 86,00+11,30
500 S. feltiae 78,0013,04
S. arenarium 30,00+12,25

(a, b, ¢ ..RiMéry ve sloupci se stejnym pismenkem nejsou statistiozdilné (ANOVA metodag=0,05; Tukey

HSD test)

Tab. 25. Statistické hodnoceriininosti jednotlivych druth entomopatogennich hlistic proti

larvamT. molitorpo aplikaci iznych koncentraci IJs po 7 dnech v tepRH°C

Koncentrace 50 100 200 500

IJs/kontejner s MS F df  MS F df MS F df MS F

Intercept 2 005 415 2 026 2555 2 023 29,18 2 ,351 30,69
Error 12 0,01 12 0,01 12 0,01 12 0,04
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Tab. 26. Porovnanicinnosti jednotlivych druth entomopatogennich hlistic proti larvdm
molitor po aplikaci tiznych koncentraci IJs po 14 dnech v tepRE°C

Koncentrace 1Js/kontejner Mortalita (primer+SD%)

Varianta
14. den
kontrola 6,00+8,94
S. carpocapsae 34,00+16,32
50 S. feltiae 28,00+16,4%
S. arenarium 16,00+8,94
S. carpocapsae 60,00+17,32
100 S. feltiae 38,00+8,87
S. arenarium 12,00+8,87
S. carpocapsae 68,00+4,45
200 S. feltiae 50,00+10,00
S. arenarium 20,00+12,25
S. carpocapsae 94,00+5,48
500 S. feltiae 82,00+17,89
S. arenarium 38,00+8,37

(a, b, ¢ ..RiMéry ve sloupci se stejnym pismenkem nejsou statistiozdilné (ANOVA metoday=0,05; Tukey
HSD test)

Tab. 27. Statistické hodnoceriininosti jednotlivych druth entomopatogennich hlistic proti
larvamT. molitorpo aplikaci iznych koncentraci IJs po 14 dnech v tepRE°C

Koncentrace 50 100 200 500
IJs/kontejner s MS F df MS F df MS F df MS F
Intercept 2 005 1,95 2 035 4429 2 0,38 3497 2 ,1411283
Error 12 0,02 12 0,01 12 0,01 12 0,08

Po aplikaci iznych koncentraci hlistic se mortalita lar€v molitor pohybovala uS.
carpocapsaev rozmezi 30-86%, 8. feltiae14-78% aS. arenarium12-30%.S. carpocapsae
vykazovala Bhem testu pogrné vysokou @innost i @i nejnizSich aplikovanych davkach a
udrZovala si Bhem celého testu signifikartnvySSi @innost v porovnani se dma dalSimi
druhy hlistic.S. feltiaevykazovala v pibéhu biotestu srovnatelné mortality larev, zwapti
vy3Sich koncentracich (200 a 500 IJskindost tohoto druhu se statisticky neliila &d
carpocapsaenaopakS. arenariumprokazala jen velmi nizkouciinnost, ktera se &sem jen
pozvolna zvySovala. Vifpadct koncentrace 2001Js dokonce setrvavala na stegwidpo celou
dobu testu. Urove (¢innosti se ani i nejvy3si testované koncentraci hefmoupla pes hranici
40%.
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Tab. 28. Uéeni LDsppro jednotlivé druhy testovanych nematod @ramellonellaneboT.
molitor pii teplo€ 25°C po 7 dnech

. L 2 P

Hostitel Druh hlistice LBxtSD (1Js) X df Model fitting
S. carpocapsae 129,75+33,14 6,43 2 0,04

G. mellonella  S. feltiae 61,78+10,14 0,45 2 0,80
S. arenarium 78,81+11,84 0,02 2 0,99
S. carpocapsae 110,64+18,03 0,63 2 0,73

T. molitor S. feltiae 188,433+25,64 0,56 2 0,76
S. arenarium 2735,73+152,17 0,91 2 0,64

Tab. 29. Uéeni LDsppro jednotlivé druhy testovanych nematod @ramellonellaneboT.
molitor pii teplo€ 25°C po 14 dnech

. - 2 P

Hostitel Druh hlistice LBxtSD (1Js) X df Model fitting
S. carpocapsae 78,49+14,84 9,24 2 0,01

G. mellonella  S. feltiae 48,88+8,81 0,19 2 0,91
S. arenarium 35,56+9,84 0,08 2 0,96
S. carpocapsae 84,10+12,79 0,55 2 0,76

T. molitor S. feltiae 151,00+23,91 0,90 2 0,64
S. arenarium 1639,97+360,8 2,03 2 0,36

Z hodnot uvadnych v tabulce 21. a 22. I1Z&i, Ze larvyG. mellonellavykazovaly vysSi
citlivost vici testovanym drutm entomopatogennich hlistic v porovnani. snolitor. Hodnoty
LDso se proG. mellonella pohybovaly po 7 dnech testu v rozmezi 61,78-12%)% a prol.
molitor od 110,64 do 2735,73 1J6. molitor prokazalo vysokou odolnosti& infekénim larvam
S. arenariumneba hodnoty LB se pro tento druh pohybuji ve vysokych davkachl#dnech
se hodnoty pohybovaly v nizSim rozmezi davek u dbstovanych hostitelskych larevj pemz
nej&inngji puasobil vici larvam G. mellonelladruh S. arenarium Na druhé strahlarvy T.
molitor prokazaly nejvyssi citlivostivi S. carpocapsakdy LDso doséhla hodnoty 48,1 1Js.

5.3 Hodnoceni vlivu prekolonizace fidniho substratu na &innost hlistic rodu Steinernema
Zakladni udaje k pokusu:

- pro pokusy byl vyuzit postup popsany v kapit4l.3

- zamerna introdukce hlisticS. carpocapsae, S. arenariunebo S. feltiaedo @ipravenych
kultivacnich jednotek - koncentrace 50 a 500 IJs/kontejner

- pro kazdou variantu bylo provedeno 10 opakovani; pdtoviny kontejnek od kazdé
koncentrace bylo vloZzeno 10 lar@v molitor (neprekolonizovana)olovina krabiek byla
ponechana bez hostitele (prekolonizovana); tj Bikek s larvami a 5 krabek bez larev

- larvy byly v substradtu exponovany po dobu 14 dmintkola byla provagha 7. a 14. den
testu; 7. den testu bylo do kontejindrez hostitele introdukovano 10 larév molitor a ot
kultivovany 14. dni
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Tab. 30. Hodnoceni vlivu prekolonizac&idmiho substratu na mortalitu laré. molitor
v zavislosti na aplikaciiznych koncentraci hlistic rodgteinernemao 7 dnech v teplét25°C

Koncentrace

IJs/kontejner Varianta

Mortalita T. molitor (pramer+SD%)

neprekolonizovana

Prekolonizovana

kontrola 0,00+0,00 0,00+0,00
S. feltiae 14,00+11,48" 38,00+19,2%"
50 S. carpocapsae 30,00+12,2%" 24,00+23,0%"
S. arenarium 12,00+8,37" 16,00+8,9%*
S. feltiae 78,00+13,0%F 94,00+8,94
500 S. carpocapsae 86,00+11,4% 60,00+14,1%"
S. arenarium 130,00112,25’(A 38,0018,?’?

a,b,c ... Piméry mezi jednotlivymi koncentracemi ve sloupci sgjrsgm pismenkem nejsou statisticky rozdilné (ANOVA
metodan=0,05; Tukey HSD test); A, B, C ... #néry mezi prekolonizovanymi/neprekolonizovanymi vatemi viadt se
stejnym pismenkem nejsou statisticky rozdilné (ANOYetoda,a=0,05; Tukey HSD test)

Tab. 31. Statistické hodnoceni vlivu prekolonizageiniho substratu na mortalitu laréiv
molitor po aplikaci 50 1Js/kontejner po 7 dnech v tepRE°C

S. feltiae S. carpocapsae S. arenarium
Druh/parametry
Df MS F df MS F df MS F
Intercept 1 0,17 5,29 1 0,19 4,80 1 0,00 0,54
Error 8 0,03 8 0,04 8 0,01

Tab. 32. Statistické hodnoceni vlivu prekolonizpgeniho substratu na mortalitu larév
molitor po aplikaci 500 1Js/kontejner po 7 dnech v tepR&E°C

S. feltiae S. carpocapsae S. arenarium
Druh/parametry
df MS F df MS F df MS F
Intercept 1 0,47 6,81 1 0,50 8,06 1 0,02 1,40
Error 8 0,07 8 0,06 8 0,01

V testu sledujici vliv osidlenitpiniho substratu vybranymi druhy hlistiged introdukci
hostitele bylo zji&no, Ze mortalita larevl. molitor byla signifikant@d ovlivnéna efektem
prekolonizace. 7. den testu byly detekovany rozdilgzi jednotlivymi druhy hlistic, jak ve
variang prekolonizované tak neprekolonizované. Jednottivéhy hlistic také reagovaly na
prekolonizaci odlis& zvlast v pripact S. feltiaea S. carpocapsaeS. feltiae navySila svou
ucinnost, kdeztoS. carpocapsaezaznamenala signifikantni pokleginnosti. S. arenarium
zaznamenala jen statisticky neprokazatelnyistaon obou testovanych koncentraci. Z grpf
patrné, ZeS. feltiaev davce 50 IJs navysSila svoudirinost v prekolonizovaném préstli az o
24%, kdezZtdS. carpocapsaeykézala snizenidinnosti az o 26% v davce 500 IJs. Tento trend
snizené &nnosti byl detekovan i u davky 50 1Js.
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Graf 3. Mortalita larevl. molitol po oSeteni tiznymi druhy hlistic \koncentraci a) 50 1Js, b) 5I
IJs po 7 dnech v tepkbR25°C

a) 50 1Js b) 500 1Js
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Tab. 33. Hodnocenvlivu prekolonizace fidniho substratu na mortalitu lareT. molitor
v zavislosti na aplikaciiznych koncentraci hlistic rocSteinernemgo 14 dnech teplog 25°C

Koncentrace Mortalita T. molitor (pramér+SD%)
IJ/kontejner  Varianta neprekolonizovana Prekolonizovan
kontrola 2,00+4,44 2,00+4,44
S. feltiae 28,00+16,4%" 42,00+16,4%"
50 S. carpocaps: 34,00+16,7%" 30,00+27,8%*
S. arenarium 16,008,944 18,00+8,94*
S. feltiae 82,00+17,8%" 96,00+8,94"
500 S.carpocapsa 94,00+5,47 60,00+14,1%"
S. arenarium 38,00+8,38 52,00+16,43"

a,b,c ...Priméry mezi jednotlivymi koncentracemi ve sloupci seisgm pismenkem nejsou statisticky rozdilné (ANO
metodan=0,05; Tukey HSD testA, B, C ... Praméry mezi prekolonizovanymi/neprekolonizovanymi vateami viac se
stejnym pismenkem nejsou statikjicozdilné (ANOVA metodea=0,05; Tukey HSD test)

Tab. 34. Statistické hodnoceni vlivu prekolonizageiniho substratu na mortalitu lareT.
molitor po aplikaci 50 IJs/kontejner po 14 dne« teplot 25°C

S. feltiae S. carpocapsae S. arenarium
bruh df MS F df MS F df MS F
Intercept 1 0,0€ 1,74 1 0,28 4,24 0,00 0,13
Error 8 0,02 8 0,07 8 0,01
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Tab. 35. Statistické hodnoceni vlivu prekolonizggliniho substrdtu na mortalitu lareT.
molitor po aplikaci 500 IJs/kontejner po 14 dne«teplog 25°C

Bruh S. feltiae S. carpocapsae S. arenarium
df MS F df MS F df MS F
Intercept 1 0,3C 2,13 1 1,04 21,67 1 0,07 2,99
Error 8 0,14 8 0,05 8 0,02

Graf 4. Mortalita larevl. molitol po oSeteni tiznymi druhy hlistic \koncentraci a) 50 1Js, b) 5I
IJs po 14 dnech v teptoR5°C

a) 50 IJs b) 500 1Js
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Po 14 dnech testu byl zaznamenan signifikantni \direkolonizace pouze S.
carpocapsagu které petrvaval trend snizen&ianosti \ prekolonizované variaétv davce 500
IJs. US. feltiaebyl zaznamenan nést (Einnosti, ten vSak nebyl statisticky signifikantmii a
jedné ztestovanych koncentraci. Stejny trend bez statistiggznamnostbyl detekovan i (S.
arenarium Z grafu je patrny trend navySenéianostiS. feltiag u které se mortalita larev zvys
pii davce 500 IJs 38% na 52%. LS. carpocapsaeozdil mezi obma variantamiinil 34%
v neprospch prekolonizované varian
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5.4 Hodnoceni vlivu teploty a vlhkosti na dinnost vybranych druhi entomopatogennich
hlistic rodu Steinernemaproti larvam modelovych Skidci

Zakladni udaje k pokusu:

pro pokusy byl vyuZzit postup popsany viz kapitéla.3.

- zamerna introdukce hlisticS. carpocapsaenebo S. feltiaedo pipravenych kultivanich
jednotek - koncentrace 50 a 500 IJs/kontejner

- takto gipravené jednotky byly inkubovany v termostatu iexh teplotach 10, 15 a 25+1°C.

- larvy byly v substratu exponované po dobu 14 doitiola byla provagha 7. a 14. den

- pro experiment studujici vliv vlhkosti byly zvolewy¢ Grovre vihkosti substratu 6 a 12,5 %
(v:v). Konena vlhkost fidniho substratu byla standardizovana na studovaoeéndi po
pridani suspenze hlistic o koncentraci 50 a 500 i3&lm jako kontrola slouZzila varianta
oSetena pouze destilovanou vodou

- jednotky byly inkubovany v jedné teptoi5+1°C; pro experiment s nizkou hladinou vlhkosti

(6% v:v) byl zvolen model s dehydrataci; 7. dentuesyla vihkost substratu dogima

odpovidajicim mnozstvim sterilni vody na Urdve,5% (v:v).

larvy byly v substratu exponované po dobu 14 daintrola byla provatha 7. a 14. den

5.4.1 Hodnoceni vlivu teploty na @innost vybranych druhia entomopatogennich hlistic
rodu Steinernemaproti larvam G. mellonellaa T. molitor

Tab. 35. Vliv Giznych teplot na &innost hlisticS. feltiaea S. carpocapsa&uci larvam G.
mellonella7. den testu

Koncentrace . Teplota/Mortalita(pramér+SD)
) Varianta
|Js/kontejner 25°C 15°C 10°C
kontrola 6,00+8,94 2,00+4,47 0,00+0,00
50 S. feltiae 46,00+19,4%" 68,00+13,02" 2,00+4,4%
S. carpocapsae 30,00+23,4%' 18,00+8,37® 0,00+0,08°
500 S. feltiae 100,0+0,06" 100,0+0,0% 58,00+13,0%
S. carpocapsae 96,00+5,48" 54,00+11,467 0,0020,06¢

a, b, c ..Aiméry ve sloupci mezi jednotlivymi druhy se stejnynsmpenkem nejsou statisticky rozdilné (ANOVA
metoda,a=0,05; Tukey HSD test; A, B, C ... #néry mezi teplotnimi variantami ¥ad se stejnym pismenkem
nejsou statisticky rozdilné (ANOVA metod#s0,05; Tukey HSD test

Tab. 36. Statistické hodnoceni vlivitznych teplot na &innost hlistic wci larvam G. mellonella
7. den testu

Druh hlistice S. feltiae S. carpocapsae
Koncentrace S0 500 S0 00
IJs/kontejner (¢ MS F df MS F df MS F df MS F
Intercept 1 0,70 22,28 2 1,48 145/00 2 0,13 4,83 2 2,44 91,24
error 8 0,03 12 0,01 12 0,03 12 0,03
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Tab. 37. Vliv fiznych teplot na &nnost hlisticS. feltiaea S. carpocaps: vici larvam G.
mellonellal4. den testu

Koncentrace . Teplota/Mortalita(pramer+SD)
) Varianta
IJs/kontejner 25°C 15°C 10°C
kontrola 8,00+13,04 6,00+5,47 4,00+5,48
50 S. feltiae 50,00+17,3% 74,00+8,908" 52,00+21,68"
S. carpocapss: 52,00+25,08" 28,00+4,488 18,00+8,378
500 S. feltiae 100,0+0,08" 100,0+0,08" 100,0+0,06"
S. carpocapss: 100,0=0,08" 68,00+8,37° 30,00+10,00F

a, b, c..Piméry ve sloupci mezi jednotlivymi druhy se stejnynsmpenkem nejsou statisticky rozdilné (ANO
metoda,a=0,05; Tukey HSD testy, B, C ... Piméry mezi teplotnimi variantami yad se stejnym pismenke
nejsou statisticky rozdilné (ANOVA metoca=0,05; Tukey HSD test

Tab. 38. Statistické hodnocerlivu raznych teplot na &innost hlistic wci larvam G. mellonella

14. den testu

Druh hlistice S. feltiae S. carpocaps:
Koncentrace S0 500 50 500
IJs/kontejner s MS F df MS F df MS F df MS F
Intercept 1 0,14 3,0z - - - 1 0,21 5,24 2 2,06 247,96
Error 8 0,05 - 8 0,04 12 0,01

Graf 5. Porovnani dinnosti jednotlivych druth entomopatogennich hlistic proti larvaG.
mellonellapo aplikaci a) 50 &) 500 IJs raznych teplotnich rezimech po 7 dnech te

a) 50 IJs b) 500 IJs
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Graf 6. Porovnani dinnosti jednotlivych druth entomopatogennich hlistic proti larvaG.
mellonellapo aplikaci a) 50 &) 500 1Js raznych teplotnich rezimech po 14 dnech t

a) 50 IJs b) 500 IJs
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Z hodnot ziskanych po 7 dnech testu je patrné, Zelnligy hlistic reagovaly na sniZzen
teplotu sniZzenim dinnosti. Vyjimku tvai S. feltiag jenz prokazala teplog 15°C vysSi
v teplog 10°C. Tyto rozdily byly statisticky detekovatellS. carpocaps: reagovala na snizené
teploty citlivgji, nez-li S. fdtiae, kterd si udrZzovala vysokowianost i \ nizSich testovanych
teplotach. Po 14 dnech testu bylS. feltiaezaznamenana 100% mortalita ve vSech testova
teplotach.S. carpocapsagaznamenala po 7 dnec nejnizsi teplat i pti nejvyssi koncentra
0% mortalitu. Po 14 dnech segirgnost tohoto druhu zvySila na Urav80% \ porovnani Ses.
feltiag kterd pi té samé koncentraci épobila 100% mortalitu lareG. mellonell:.

Tab. 39. Vliv fiznych teplot na &innost hlisticS. feltiaea S. carpocapsaeuci larvamT. molitor
7. den testu.

Koncentrace . Teplota/Mortalita(pramér+SD)
. Varianta
[Js/kontejner 25°C 15°C 10°C
kontrola 2,00+4,47 0,00+0,00 0,00+0,00
50 S. feltiae 14,00+11,46" 12,00+13,0%* 4,00+5,58"
S. carpocapss 50,00+12,2%' 20,00+10,0% 0,00+0,06¢
500 S. feltiae 78,00+13,0%" 70,00+14,1%® 26,00+25,08
S. carpocapss 86,00+11,4%" 54,00+20,7% 0,00+0,00°

a, b, c..Piméry ve sloupci mezi jednotlivymi druhy se stejnynsmpenkem nejsou statisticky rozdilné (ANO
metoda,a=0,05; Tukey HSD testy, B, C ... Piméry mezi teplotnimi variantami vadé se stejnym pismenke
nejsou statisticky rozdilné (ANOVA metoca=0,05; Tukey HSD test
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Tab. 40. Statistické hodnoceni vliviznych teplot na ginnost hlistic wéi larvdm T. molitor 7.
den testu

Druh hlistice S. feltiae S. carpocapsae
Koncentrace 50 500 50 500
IJs/kontejner ¢t Ms  F d  MS F d MS F dfd  MS F
Intercept 1 0,01 1,27 2 0,53 8,80 1 0,35 3592 2 11249,88
Error 8 1,01 12 0,06 8 0,01 12 0,04

Tab. 41. Vliv fiznych teplot na &innost hlisticS. feltiaea S. carpocapsaeuci larvamT. molitor
14. den testu

Koncentrace . Teplota/Mortalita(primér+SD)
) Varianta
IJs/kontejner 25°C 15°C 10°C
kontrola 6,00+8,94 2,00+4.,47 4,00+4,37
50 S. feltiae 28,00+16,4% 12,00+13,0%° 10,00+12,2%
S. carpocapsae  60,00+17,3%" 38,00+16,4%" 6,0045,48"
500 S. feltiae 82,00+17,8%" 80,00+12,2%" 66,00+20, 72
S.carpocapsae  94,00+5,48" 62,00+22,0% 26,0045,48

a, b, ¢ ..Riméry ve sloupci mezi jednotlivymi druhy se stejnynsmpenkem nejsou statisticky rozdilné (ANOVA
metoda,a=0,05; Tukey HSD test; A, B, C ... #néry mezi teplotnimi variantami vad® se stejnym pismenkem
nejsou statisticky rozdilné (ANOVA metod#0,05; Tukey HSD test

Tab. 42. Statistické hodnoceni vliviznych teplot na &innost hlistic wc¢i larvamT. molitor 14.
den testu

Druh hlistice S. feltiae S. carpocapsae
Koncentrace S0 00 o0 00
IJs/kontejner g MS F df MS F df MS F df MS F
Intercept 1 0,05 2,48 2 0,16 1,54 1 0,44 17,84 2 351,25,73
Error 8 0,02 12 0,10 8 0,02 12 0,05
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Graf 7. Porovnanidinnosti jednotlivych druth entomopatogennich hlistic proti larviT. molitor po
aplikaci a) 50 a b) 500 IJsruznych teplotnich rezimech po 7 dnech te

a) 50 1Js b) 500 1Js
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Graf 8. Porovnanidinnosti jednotlivych druth entomopatogennich hlistic proti larviT. molitor po
aplikaci a) 50 a b) 500 lJsruznych teplotnich rezimech po 14 dnech t

a) 50 IJs b) 500 IJs
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Z testi provadnych na larvaclT. molitor vyplyva, Ze nejvysSich hodnot mortalit b
dosazeno i nejvyssi testované teptof(25°C) u obou testovanych druthlistic. Statisticky
prikazné rozdily Vi¢innosti \ zavislosti na teplétbyly detekovany u druhS. carpocapsaes.
feltiae si udrZzovala p dobu testu pogmné vyrovnanou dinnost u obou testovanych koncentr:
Mortalita larevT. molitor oSetenychS. carpocapsaklesala se sniZujici se teplotc 86 na 54 a
0% u nejvyssi testované koncentreS. feltiaezaznamenalaipté samé koncentrapokles ze 78
pies 70 na 26%. Po 14 dnech byl:S. feltiaekoncentrace 5001Js M)°C zaznamenéna 6€

mortalita, kdeZto . carpocapse 26%.
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5.4.2 Hodnoceni vlivu vlihkosti na dinnost vybranych druhi entomopatogennich hlistic
rodu Steinernemaproti larvam G. mellonellaa T. molitor

Tab. 43. Vliv vihkostniho rezimu nai@nost hlisticS. feltiaea S. carpocapsaguci larvam G.
mellonella7. den testu

Koncentrace : Vlhkost/Mortalita(pramér+SD)
. Varianta
IJs/kontejner 12,5% 6%
kontrola 2,00+4,47 2,00+4,47
50 S. feltiae 68,00+13,0%' 18,00+8,3%F
S. carpocapsae 18,00+8,37" 6,00+8,94"
500 S. feltiae 100,000,008 58,00+25,8%
S. carpocapsae 54,00+11,46* 24,00+16,7%

a, b, ¢ ..Riméry ve sloupci mezi jednotlivymi druhy se stejnynsmpenkem nejsou statisticky rozdilné (ANOVA
metoda,a=0,05; Tukey HSD test; A, B, C ... #néry mezi teplotnimi variantami vad® se stejnym pismenkem
nejsou statisticky rozdilné (ANOVA metod#0,05; Tukey HSD test

Tab. 44. Statistické hodnoceni vliviiznych vlhkosti na &nnost hlistic w¢i larvam G.

mellonella?. den testu

Druh hlistice S. feltiae S. carpocapsae
Koncentrace 50 500 50 500
IJs/kontejner  gf  Ms F daf  MS F df  MS F aof MS F
Intercept 1 0,83 43,13 1 2,11 37,16 1 0,04 477 1,270 10,76
Error 8 0,01 8 0,01 8 0,01 8 0,03

Tab. 45. Vliv vihkostniho rezimu n&i@nost hlisticS. feltiaea S. carpocapsaguci larvam G.

mellonellal4. den testu

Koncentrace i VlIhkost/Mortalita(primér+SD)
. Varianta
IJs/kontejner 12,5% 6%
kontrola 6,00+5,48 2,00+4,47
50 S. feltiae 74,00+8,9%" 76,00+13,4%
S. carpocapsae 28,00+4,47" 16,00+11,4%"
500 S. feltiae 100,00+0,08 98,00+4,47
S. carpocapsae 68,00+8,37" 76,00+11, 46
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Tab. 46. Statistické hodnoceni vliviiznych vlhkosti na &nnost hlistic wéi larvam G.
melonellal4. den testu

Druh hlistice S. feltiae S. carpocapsae
Koncentrace 50 500 50 500
IJs/kontejner ¢t Ms  F d  MS F d MS F dd  MS F
Intercept 1 0,02 0,31 1 0,20 1,00 1 0,04 4,84 1 40,79
Error 8 0,07 8 0,02 8 0,01 8 0,02

Tab. 47. Vliv vihkostniho rezimu nai@nost hlisticS. feltiaea S. carpocapsaguci larvam G.
mellonella2l. den testu

Koncentrace . VIhkost/Mortalita(primér+SD)
. Varianta
IJs/kontejner 12,5% 6%
kontrola 6,00+5,48 4,0045,48
50 S. feltiae 76,00111,4'@? 92,0018,3?A
S. carpocapsae 34,00+11,4% 38,00+17,8%
500 S. feltiae 100,00+0,08" 100,00+0,08"
S. carpocapsae 78,00+8,3F 92,00+8,3%

a, b, c ..Aiméry ve sloupci mezi jednotlivymi druhy se stejnynsmpenkem nejsou statisticky rozdilné (ANOVA
metoda,a=0,05; Tukey HSD test; A, B, C ... #néry mezi teplotnimi variantami ¥ad se stejnym pismenkem
nejsou statisticky rozdilné (ANOVA metod#s0,05; Tukey HSD test

Tab. 48. Statistické hodnoceni vliviiznych vlhkosti na &nnost hlistic wéi larvam G.
melonella2l. den testu

Druh hlistice S. feltiae S. carpocapsae

Koncentrace 50 500 50 500
IJs/kontejner gy MS F df MS F df MS F df MS F
Intercept 1 0,37 6,22 - - - 1 0,01 0721 1 0,32 6,00
Error 8 0,06 - - 8 0,03 8 0,05

Oke hlistice prokazaly signifikantni snizenfiinosti v rezimu s 6% vlhkosti po 7 dnech
testu. Po 14 dnech, kdy byla vlhkost navySena aveardoslo k navySeni idinnosti u obou
sledovanych druh hlistovek. Mezi jednotlivymi vlhkostnimi Uro¥mi nebyly detekovany
vyznamné. Podivdme-li se na porovnagindosti mezi obma druhy. S. feltiae dosahla
signifikantre vySSi &innosti v porovnani s&. carpocapsae?2l. den testu doSlo u obou diéuh
k navySeni d&innosti ve srovnani s mortalitami ziskanymi v ogtinich vlhkostnich
podminkéach. Tento rozdil je statisticky detekovatal koncentrace 50 I feltiaea 500 1JsS.
carpocapsae
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Graf 10. Porovnani dinnosti hlistic a)S. feltiaea b) S. carpocapsa@ma larvachG. mellonella
v optimalnich vlhkostnichgaminkach (12,5%) a podminkach vihkostniho stresu (6%) po 7 dr

testu navySena na optimum

a)S. feltiae b) S. carpocapsae
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S. feltiaei v reZzimu sniZzené vihkosti zaznamenala 7. den test &&nost \ porovnéni
se S. carpocapsaejenz zpmisobila 24% mortalitu lare\G. mellonelli. 14. den byl rozdil
v Kinnosti mezi S. feltiaea <. carpocapsaev obou testovanych koncentraci 60 a 2
respektive. 21. den byla zaznamenana ve vark 6% vlhkosti, doviiené po 7 dnech testu

N 1

arovei 12,5%, vysSi mortalita larev, nez ve vartas udrzovanpu optimalni vihkosti od §tku
testu. U koncentrace 50 I3s fletia« byl rozdil 16%, US. carpcapsaé%. U koncentrace 500 I
S. carpocapsase rozdil pohyboval na urovni 14¢S. feltiaedosahlashodrié v obou variantach

100% mortality.

Tab. 49. Vliv vlhkostniho reZzimna (&innost hlisticS. feltiaea S. carpocapse vici larvdm T.

molitor 7. den testu

Koncentrace

VIhkost/Mortalita(primér+SD)

IJs/kontejner Variants 12,5% 6%
kontrole 0,00+0,00 0,00+0,00
50 S. feltiax 12,00+13,0%" 0,00+0,06"
S. carpocapss 20,00+10,08" 0,00+0,06°
500 S. feltiax 70,00+14,1%" 4,00+1,7%
S. carpocapss 54,00+20,7%" 4,00+5,48"

a, b, c..Priméry ve sloupci mezi jednotlivymi druhy se stejnynsmpenkem nejsou statisticky rozdilné (ANO
metoda,a=0,05; Tukey HSD testh, B, C ... Priméry mezi teplotnimi variantami vad® se stejnym pismenke
nejsou statisticky rozdilné (ANOVA metoca=0,05; Tukey HSD test
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Tab. 50. Statistické hodnoceni vliviiznych vlihkosti nainnost hlistic wci larvamT. molitor

7. den testu
Druh hlistice S. feltiae S. carpocapsae
Koncentrace 50 500 50 500
IJs/kontejner  gf  Ms F df  MS F df  MS F dof  MS F
Intercept 1 0,04 4,21 1 1,40 69,82 1 0,10 19555 1,750 21,65
Error 8 8 8 0,01 8 0,03

Tab. 51. Vliv vihkostniho rezimu n&ianost hlisticS. feltiaea S. carpocapsaeuci larvamT.
molitor 14. den testu

Koncentrace : Vlhkost/Mortalita(pramér+SD)
. Varianta
IJs/kontejner 12,5% 6%
kontrola 2,00+4,47 2,00+4,47
50 S. feltiae 12,00+13,0%* 2,00+4,47"
S. carpocapsae 38,00+16,4%" 4,00+5,48"
500 S. feltiae 80,00+12,28%" 40,00+17,3%
S. carpocapsae 62,00+22,88" 16,00+11,46°

a, b, ¢ ..Riméry ve sloupci mezi jednotlivymi druhy se stejnynsmpenkem nejsou statisticky rozdilné (ANOVA
metoda,a=0,05; Tukey HSD test; A, B, C ... #néry mezi teplotnimi variantami vad® se stejnym pismenkem
nejsou statisticky rozdilné (ANOVA metod#0,05; Tukey HSD test

Tab. 52. Statistické hodnoceni vliviznych vihkosti na &innost hlistic w¢i larvam T. molitor

14. den testu

Druh hlistice S. feltiae S. carpocapsae
Koncentrace 50 500 50 500
IJs/kontejner  gf  Ms F df  MS F df  MS F df  MS F
Intercept 1 003 263 1 070 1744 1 031 1890 1 ,72013,52
Error 8 001 8 0,04 8 002 8 005

Tab. 53. Vliv vlhkostniho rezimu n&ianost hlisticS. feltiaea S. carpocapsaeuci larvamT.
molitor 21. den testu

Koncentrace . VIhkost/Mortalita (ptimér+SD)
. Varianta
IJs/kontejner 12,5% 6%
kontrola 2,00+4,47 4,00+5,48
50 S. feltiae 14,00111,45q 8,00113,0%A
S. carpocapsae 38,00+16,43 6,0045,4%
500 S. feltiae 8 8,00+8,37 46,00+15,1%F
S. carpocapsae 62,00+22,89 16,00+11,4%
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Tab. 54. Statistické hodnocerlivu raznych vihkosti na &innost hlistic w¢i larvam T. molitor
21. den testu

I?ru_h S feltiae S. carpocaps:
hlistice
Koncentrace 50 500 50 500
IJs/kontejne
r df MS F df MS F df MS F df MS F
Intercept 1 0,01 0,5¢ 1 1,05 20,67 1 0,28 16,8: 1 0,72 13,52
Error 8 0,02 8 8 0,02 8 0,05

V testu porovnavajicidinnostS. feltiaea S. carpocaspaeuci larvamT. molitor ve dvou
raznych vihkostnich reZzimech zaznamenaly oba testodaahy shod® velmi nizkou dinnost
uobou testovanych koncentraci. 14. den testu (7 panidoviiteni varianty 6% vlhkosti
substratu), doslo k signifikantnin navyseni tinnosti, a to jak 8. feltiactak uS. carpocapsae
zvlase u koncentrace 500 IJs. Oba testované druhy nefSgly schopny dosahnout po dasdhi
srovnatelné urowh(cinnosti ani na konci test

s v

Graf 11. Porovnani dannosti hlistic a)S. feltiaea b) S. carpocapsaena larvachT. molitor
v optimélnich vlihkostnich podminkach (12,5%) podminkach vihkostniho stresu (6%) po 7 dr
testu navySena na optimum

a) S. feltiae b) S. carpocapsae

100% 100%
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Hodnoty mortalit larev se po 7 dnech testu ve vitik6% pohybovaly -4% v zavislosti
na testované koncentraci infech larev u obou druh hlistic. Vporovnani hodnotami
ziskanymi voptimalnich vihkostnich podminkach se mortalit@Vapohybovala od2-70%. 14.
den testu se hodnoty mortalit larev navySily po ldé&sni \rezimu 6% na 40% piipad S.
feltiae Tato hodnota vSak dosahuje polovinyiniosti ve srovnani mortalitou ziskanou
v optimalnich podminkach ip t¢é samé koncentraci aplikovanych ikénich larev. S.
carpocapsaesi po celou dobu testu ifipnejvysSi testované koncentraci udrZzovala niz

acinnost. Ve stresovych vihkostnich pémach a i pi nejvysSi testované koncentraci dosé
pouze 16% &innosti vporovnani 62% &innosti zaznamenan ve vihkosti 12,5%
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5.5 Hodnoceni é@innosti vybranych druh@ entomopatogennich hub proti larvamT. molitor
5.5.1 Porovnéni @innosti I. fumosoroseaa B. bassiangproti larvdm T. molitor
Zakladni udaje k pokusu:

- pro pokusy byl vyuzit postup popsany viz kapitéla.4

- priprava konidiové suspenze entomopatogenni h&ibyassiananebol. fumosorosea titr
1,0x10; 1,0x1d 1,0x1G a 1,0x16 spor/ml pidniho substratu (tedy 8,0x308,0x106,
8,0x10 a 8,0x16 spor/ml suspenze)

- zamerna introdukce houby (5 ml konidiové suspenze odffejiciho titru) pro zvibeni
substratu; jako kontrola slouzila varianta é&8eé pouze destilovanou vodou.

- do kazdé jednotky bylo vloZzeno 10 lar€vmolitor, bylo provedeno 5 opakovani pro kazdou
pokusnou variantu

- larvy byly v substrdtu exponované po dobu 14 doitiola byla provétha 7. a 14. den
testu.

Tab. 55. Porovnanic¢innosti jednotlivych druth entomopatogennich hub proti larvdmmolitor
po aplikaci fiznych koncentraci spor po 7 dnech v tepRE°C

Titr Mortalita (pram&r+SD%)
(pocet spor/ml suspenze) Varianta 7. den

kontrola 0,00+0,00
I. fumosorosea 4,00+5,48

1,0x10 .
B. bassiana 4,00+5,48

1.0x1d l. fumosprosea 10,00+14,14
B. bassiana 6,00+8,94
[. fumosorosea 24,00+20,74

1,0x10 . ’ ’
B. bassiana 4,00+5,48
I f +8,37

1.0x16 umostorosea 68,00+8,3
B. bassiana 28,00+14,83

a,b,c ...Priméry mezi jednotlivymi koncentracemi suspenzi ve plse stejnym pismenkem nejsou statisticky rozdiln
(ANOVA metoda,0=0,05; Tukey HSD test)

Tab. 56. Statistické hodnoceni jednotlivych drubntomopatogennich hub proti larvdm
molitor po po 7denni expozici lareuznych koncentraci spor \igk v teplot 25°C

Titr 10° 1¢¢ 10° 16
(pocet spor/ml

Intercept 1 0,00 0,00 1 0,01 0,22 1 0,21 4,52 1 50,22,40
Error 8 0,01 8 0,40 8 0,05 8 0,02
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Tab. 57. Vyvoj infekce jednotlivych drithentomopatogennich hub na larvéT. molitor po
aplikaci tiznych koncentraci spor po 7 dnecteplog 25°C

Titr FDI (pramér+SD%)

(pocet spor/ml suspenze)  Varianta 7. den
kontrola 0,02+0,03
I. fumosorosea 0,14+0,07

1,0x1C0 , ’ ’
B. bassiana 0,17+0,03
I. fumosorosea 0,32+0,18

1,0x1¢ _ ’ ’
B. bassiana 0,39+0,12
|. fumosorosea 0,67+0,18

1,0x10 _ ’ ’
X B. bassiana 0,39+0,07
I. fumosorosea 1,46+0,18

1,0x10 , ’ ’
X B. bassiana 0,69+0,13

a,b,c ...Priméry mezi jednotlivymi hodnotami FDI ve sloupci seja{ym pismenkem nejsou statisticky rozdi
(Nepararametricka metodas=0,05; Mai-Whitney test)

Tab. 58. Statistické hodnoceni FDI jednotlivych hdruentomopatogennich hub po 7de
expozici lareviiznych koncentraci spo padé v teplog 25°C

Titr Parametry
(pocet spor/ml suspenze) Valid N U 2*1 Sided exact p
10° 5 6,50 0,22
10* 5 8,00 0,42
10° 5 0,00 0,00
10° 5 0,00 0,01

Graf 12. Porovnani vlivutznych koncentraci spor hu. fumosoroseanebo B. bassianana
strukturu populace larel. molitol po 7 dnech v teplet25°C
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Graf 13. Porovnéani vlivuuznych koncentraci spor hu. fumosoroseanebo B. bassianana
kumulovanou mortalitu lareV. molitoi po 7 dnech v tepldt25°C
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Kumulovana mortalita larey

B . fumosorosea @B, bassiana

Pomoci biotestu padnim substratu byl sledovan vliv vybranych drdtubB. bassiana
|. fumosoroseana mortalitu lare\T. molitor.Po 7 denni expozici larev séiinost obou druin
statisticky nelisila \niz8ich koncentracich. Naopak u koncentra® a 1 sel. fumosorosea
projevila jako @inn¢jSi. Tento rozdil byl statisticky kazny. z hodnot sledujici vyvoj infekc
(FDI) bylo patné, Ze se indexy po 7 dnech u obou dru niZzSich koncentracich vyrag
nelisily. Ve vysSich koncentracich byly vSak jizele@vany rozdily, nap u nejvyssi testovar
koncentrace (1,0x£pse vpopulaci larev os&enychl. fumosoroseaobjevovali mrtvijedinci
spocatkem proiistani mycelia. Na druhé stiamu B. bassiana se u té samé koncentre
vyskytovali jedinci stale Zivi detekovanymi melanickymi skvrnami na povrchiat
Graf reprezentujici strukturu populace ukazuje, ¥ prevazné wsSiné se \nizSich
koncentracich vyskytovali Zivi jedinci. V nejvyStdstované koncentraci Ize jiZz populaci
mrtvych larev zaznamenat kategorii lare pronistajicim myceliem, zvlast pak u I
fumosoroseakde tato kategorietpvlada. \ souhrnném hodnoceni vykazevysSi &innost

houbal. fumosoroseaktera vnejvyssi testované davce spor dosahla 68% mortadityzdil oc
B. bassianaktera zaznamenala pouze 28% mortalitu le
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Tab. 59. Porovnanic¢innosti jednotlivych druth entomopatogennich hub proti larvdmmolitor
po aplikaci fiznych koncentraci spor po 14 dnech v tepi°C

Titr Mortalita (pram&r+SD%)
(pocet spor/ml suspenze) Varianta 14. den

kontrola 10,00+7,07
1.0x16 l. fumosorosea 56,00+16,73
: B. bassiana 24,00+11,49
1 0x1d l. fumosorosea 86,00+14,00
’ B. bassiana 72,00+16,43
1.0x16 l. fumos_orosea 98,00+2,00
’ B. bassiana 88,00+8,37
1.0x16 l. fumos_orosea 100,00+0,00
’ B. bassiana 96,00+4,00

a,b,c ...Priméry mezi jednotlivymi koncentracemi suspenzi ve plse stejnym pismenkem nejsou statisticky rozdiln
(ANOVA metoda,0=0,05; Tukey HSD test)

Tab. 60. Statistické hodnoceni jednotlivych druéntomopatogennich hub proti larvam
molitor po po 14 denni expozici larefiznych koncentraci spor vige v teplog 25°C

Titr 10° 10 10° 10°

(pocet spor/ml

Intercept 1 0,32 12,30 1 0,03 148 1 0,01 552 1 000, 2,67
Error 8 0,03 8 0,19 8 0,00 8 0,00

Tab. 61. Vyvoj infekce jednotlivych drihentomopatogennich hub na larvaEhmolitor po
aplikaci iznych koncentraci spor po 14 dnech v tepR&E°C

Titr FDI (pramér+SD%)

(pocet spor/ml suspenze) Varianta 14. den
kontrola 0,11+0,07
|. fumosorosea 1,43+0,38

1,0x10 . ’ ’
B. bassiana 0,65+0,19
1 ox1d I. fumosorosea 2,24+0,66
; B. bassiana 1,65+0,48
1 ox16 I. fumosorosea 2,81+0,168
’ B. bassiana 2,27+0,18
|. fumosorosea 3,00+0,00

1,0x10 . ’ ’
B. bassiana 2,88+0,17

a,b,c ...Priméry mezi jednotlivymi hodnotami FDI ve sloupci sejaym pismenkem nejsou statisticky rozdilné
(Nepararametricka metodas=0,05; Man-Whitney test)
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Tab. 62. Statistické hodnoceni FDI jednotlivychhdrentomopatogennich hub po 14de
expozici lareviiznych koncentraci spo padé v teplog 25°C

Titr Parametry
(pocet spor/ml suspenze) Valid N U 2*1 Sided exact p
10° 5 0,50 0,01
10* 5 2,50 0,04
10° 5 0,00 0,01
10° 5 0,00 0,01

Graf 14. Porovnani vlivuiznych koncentraci spor hil. fumosoroseaehc B. bassianaa
strukturu populace larel.. molitol po 14 dnech v teplo25°C
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Po 14 dnech testu byle kontrolni variant zaznamenéana 10%hortalita. Mezi obma
druhy hub nebyl detekovan signifikantni rozdil, pew nejnizSi aplikované koncentrace ¢

(1x10}). Co se tye indexu vyvoje, byl ve vSech testovanych koncefntra zaznamené
statisticky vyznamny rozdil mezi aima druhy hub. JesZe se ji koncentraci 1x1* v populaci

larev oSetenychB. bassianaryskytovaly larvy pocatenim ristem mycelia na povrchu (ind
1,65), pak ul. fumosoroseabylo detekovano mycelium mvnimi naznaky sporulace (ind

2,24).

Z grafu prezentujici struktu populace je patrné, z&kaliv se \ nejnizsi testované koncentr:

vyskytovali jes¢ Zivi jedinci, od koncentrace 1x* vpopulaci larev fevazovaly larvy

infikované (s viditelnymi fiznaky houbové infekce). Celkové hodnoce#ihdosti ukazuje, Z

N 1

rozdiy, zvlase ve vysSich koncentracich jsou mezgwia druhy jen nepatrnéiiFkoncentrac

1x1C byl rozdil mezil. fumosorose a B. bassiangouhé 4%.
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Graf 15. Porovnani vlivuiznych koncentraci spor hil. fumosoroseaebc B. bassianana
kumulovanou mortalitu lareV. molitor po 14 dnech v teplo25°C
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Tab. 63. Uéeni LDsppro jednotlivé druhy testovanych hub [T. molitor pti teplo€ 25°C po 7
dnech

LDgtSD 2 P
Druh houby (spor/ml suspenz X df Model fitting
|. fumosorosea 3,9511,62x16 2,19 2 0,34
B. bassiana 6,63+0,74x10 4,10 2 0,13

Tab. 64. Uéeni LDsopro jednotlivé druhy testovanych hub |T. molitorpti teplo€ 25°C po 14
dnech

LDs5otSD 2 p
Druh houby (spor/ml suspenz X df Model fitting
|. fumosorosea 7,1510,37x16 2,08 2 0,56
B. bassiana 4,14+1,43x16 1,27 2 0,53

Z hodnot LDGo vyplyvd jednozn&né, Ze larvy T. molitor reagovaly na houbul.
fumosoroseannohem citli¥ji v porovnani 8. bassianaletalni davka je pril. fumosoroseao
dva a il radu nizsi nez pr®. bassian po 7 dnech testu. Hodnoty kPs postupujicntasem
klesaji a davky paebné pro usmrceni poloviny populace larev se sin
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5.6 Hodnoceni vlivu prekolonizace pdniho substratu na vyvoj infekce entomopatogennich
hub na larvach T. molitor

Zakladni udaje k pokusu:

- pro pokusy byla vyuzita stejny postup jako v pokdsu4.

- pro kazdou variantu bylo vSak provedeno 10 opakig\gincemz do poloviny kontejnérod
kazdé koncentrace bylo vioZzeno 10 lafievmolitor (neprekolonizovana)olovina krabiek
byla ponechana bez hostitele (prekolonizovanak kirabtek s larvami a 5 krabék bez
larev

- larvy byly v substradtu exponovany po dobu 14 dmintkola byla provagha 7. a 14. den
testu; 7. den testu bylo do kontejindrez hostitele introdukovano 10 larév molitor a ot
kultivovany 14. dni

5.6.1 Hodnoceni vlivu prekolonizace fdniho substratu na vyvoj infekce houbyB. bassiana
na larvach T. molitor

Tab. 65. Vliv prekolonizace na mortalitu lar@v molitor v zavislosti na aplikacitznych
koncentraci spor houl®. bassiango 7 dnech v teplét25°C

Titr Mortalita (praimér+SD%)
(pocet spor/ml suspenze) neprekolonizovana prekolonizovana
kontrola 0,00+0,00 -
1,0x10 4,0045,48° 22,00+16,4%"
1,0x1d 6,00+8,94° 42,00+8,37
1,0x10 4,0045,48° 46,00+18,1%"
1,0x16 28,00+14,8% 78,00+21,88%"

a,b,c ...Priméry mezi jednotlivymi koncentracemi suspenzi ve plse stejnym pismenkem nejsou statisticky rozdiln
(ANOVA metoda,a=0,05; Tukey HSD testfA, B, C ... Priméry mezi prekolonizovanymi/prekolonizovanymi variamt v
fad se stejnym pismenkem nejsou statisticky rozditdéqVA metoda,0=0,05; Tukey HSD test)

Tab. 66. Statistické hodnoceni vlivu prekolonizaaemortalitu larevi. molitorv zavislosti na
aplikaci iznych koncentraci spor houBy bassiango 7 dnech v teplét25°C

Titr 10° 10 10° 10

(pocet spor/ml

Intercept 1 0,08 54 1 0,32 43,20 1 0,44 24,50 1 630,14,04
Error 8 0,02 8 0,01 8 0,02 8 0,04
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Tab. 67. Vyvoj infekceB. bassianana larvachl. molitor po aplikaci tiznych koncentraci spor
v rezimu prekolonizace po 7 dnech v teplds°C

Titr FDI (praimér+SD)
(pocet spor/ml suspenze) neprekolonizovana prekolonizovana
kontrola 0,02+0,03 -
1,0x10 0,17+0,08 0,630,198
fl.,OXlO1 0,3910,1? 1,00+0,14
1,0X1(§ 0,3910,07 1,00+0,18
fl.,Ode3 O,69¢0,1§ 1,56+0,31

a,b,c ...Primgry mezi prekolonizovanymi/prekolonizovanymi variami viads se stejnym pismenkem nejsou statisticky
rozdilné (Nepararametricka metoda;0,05; Man-Whitney test)

Tab. 68. Statistické hodnoceni FBL bassianana larvachT. molitor po aplikaci fiznych
koncentraci spor v rezimu prekolonizace po 7 dnetgplog 25°C

Titr Parametry
(pocet spor/ml suspenze) Valid N U 2*1 Sided exact p
10° 5 0,00 0,01
10* 5 0,00 0,01
10° 5 0,00 0,01
10° 5 0,00 0,01

Pti hodnoceni vlivu prekolonizaceigniho substratu natiinnost houbyB. bassianavici
larvam T. molitor se obec# prokazal signifikantni vliv tohoto efektu u vSetdstovanych
koncentraci. V souvislosti ginosti byl sledovan i parametr FDI, na kterémgktéz patrny
vliv prekolonizace. Jestlize u koncentraci 1%&¥ 1x16 se v neprekolonizované variant
vyskytovaly larvy Zivé pouze s metaniodmi skvrnami (phmérny index vyvoje 0,39-0,69), tak
v prekolonizované variafitse u ¢ch samych koncentraci vyskytovaly larvy mriés prvnimi
znamkami paistani mycelia (prmérny index vyvoje 1,00-1,56). Struktura populacebow
testovanych variantdch zaznamenala taktéZ patrrilyo V neprekolonizovanych variantach
koncentraci 1x10az 10 se vyskytovaly v populacich z vice ne? 90% Zivéyaiategorie
mrtvych larev byla zastoupena pouze larvami b#&znpki houbové infekce, naproti tomu
v prekolonizované variatitse ve struktie populace mrtvych jedidcvyskytovaly v gevazné
mite jiz larvy s piznaky houbové infekce. V grafu porovnavajici cetkoucinnost
prekolonizovanych/neprekolonizovanych variant jérma cividny rozdil u vSech testovanych
koncentraci. Mortalita larev se po 7 dnech pohykowa koncentrace 1xfna drovni 22%
v porovnani se 4% v neprekolonizované vaa@tejré tak i u koncentraci 1xfp1C a 16
doSlo k navySeni o 36, 42 a 50% respektive. Zttlieendu je patrny ifmoumerny nanst
acinnosti s navysujici se koncentraci spor aplikocango mdy.
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Graf 16. Struktura populace larT. molitor po aplikaciraznych koncentraci spor houB. bassiana
po 7 dnech ve variahtl) neprekolonizované, b) prekolonizovai teplog 25°C
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Graf 17. Kumulovana mortalita v populaci laiT. molitor po oSeteni tiznych koncentraci spi
houbyB. bassianare variant neprekolonizované a prekolonizované po 7 div teplog 25°C
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Tab. 69. Vliv prekolonizace na mortalitu lar@v molitor v zavislosti na aplikacitznych
koncentraci spor houl®. bassiango 14 dnech v tepl®25°C

Titr Mortalita (praimér+SD%)
(pocet spor/ml suspenze) neprekolonizovana prekolonizovana
kontrola 10,00+7,07 -
1,0x1G 24,00+11,46° 78,00+13,0%"
1,0x1d 72,00+16,4% 100,000,0%
1,0x10 88,00+8,37" 96,00+4,08
1,0x10 96,00+4,660 100,00+0,08"

a,b,c ...Priméry mezi jednotlivymi koncentracemi suspenzi ve plse stejnym pismenkem nejsou statisticky rozdiln
(ANOVA metoda,a=0,05; Tukey HSD testfA, B, C ... Priméry mezi prekolonizovanymi/prekolonizovanymi variamt v
fad se stejnym pismenkem nejsou statisticky rozdibidéqVA metoda,0=0,05; Tukey HSD test)

Tab. 70. Statistické hodnoceni vlivu prekolonizaeemortalitu larevl. molitor v zavislosti na
aplikaci tiznych koncentraci spor houBy bassiango 14 dnech v teple25°C

Titr 10° 1¢° 10° 10P
(pocet spor/mi
suspenze) df MS F df MS F df MS F df MS F
Intercept 1 0,73 48,60 1 0,20 14,52 1 0,02 3,20 1,000 2,67

Error 8 0,02 8 0,01 8 0,01 8 0,00

Tab. 71. Vyvoj infekceB. bassianana larvachl. molitor po aplikaci tiznych koncentraci spor
v rezimu prekolonizace po 14 dnech v tepH°C

Titr FDI (pramér+SD)
(pocet spor/ml suspenze) neprekolonizovana prekolonizovana
kontrola 0,11+0,07 -
1,0x16 0,650,19 2,39+0,38
1,0x1d 1,65+0,48 2,77+0,18
1,0x10 2,27+0,18 2,84+0,23
1,0x1¢ 2,88+0,17 3,00+0,00

a,b,c ...Priméry mezi prekolonizovanymi/prekolonizovanymi variami viads se stejnym pismenkem nejsou statisticky
rozdilné (Nepararametricka metoda0,05; Man-Whitney test)

Tab. 72. Statistické hodnoceni FBL bassianana larvachT. molitor po aplikaci fiznych
koncentraci spor v rezimu prekolonizace po 14 dweeplot 25°C

Titr Parametry
(pocet spor/ml suspenze) Valid N U 2*1 Sided exact p
10° 5 0,00 0,01
10* 5 0,00 0,01
10° 5 0,00 0,01
10° 5 7,50 0,31
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Graf 18. Struktura populace larT. molitor po aplikaciriznych koncentraci spor houB. bassiana
po 14 dnech ve variaht) neprekolonizované, b) prekolonizov
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Graf 19. Kumulovana mortalita v populaci laiT. molitor po oSeteni tiznych koncentraci sp:
houbyB. bassianare variant neprekolonizované a prekolonizované po 14 d
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Po 14 dnech trend navySerinnosti houbyB. bassianas prekolonizovanych variantéc
u jednotlivych koncentraci porovnani sieprekolonizovanymi postup zanikal. Signifikantn
rozdil byl detekovan pouze u niz&ich koncentra@® a 1d) u vy3sich koncentraci (° a 16) se
mortalita larev pohybovala od ¢do 100%. Také u FDI byl zaznamenan vyrazny rozaigil
variantami. U prekolonizovanych variant seipérny index vyvoje pohyboval rozmezi od
2,39-3,00, kdezto \neprekolonizované variahbd 0,6'-2,88. Struktura populace ukazuje, jak
podilely na moulit¢ kategorie mrtvych a infikovanych larev. grafi je patrné, Zze
v neprekolonizovanych variantdch se na mogtat vétSi miry podili kategorie infikovanyc
larev, stale je vSak populacich patrny vyskyt larev bez aparentnitiznaki infekce. Naprot

tomu vprekolonizovanych variantdch se na moralgodilel :vice nez 90% jedinci ji
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infikovani. Kumulovana mortalita u jednotlivych kwentraci ukazala, Ze v prekolonizovanych
variantach se dinnost shod#& pohybovala na hranici 100% nezavisle na mnozgtvkaanych
spor do fidy, kdeZto v neprekolonizoavané variase mortalita larev pohybovala v Sirokém
rozmezi mezi 24 a 96%.

5.6.2 Hodnoceni vlivu prekolonizace @dniho substrdtu na vyvoj infekce houby I.
fumosoroseana larvach T. molitor

Tab. 73. Vliv prekolonizace na mortalitu lar@v molitor v zavislosti na aplikacitznych
koncentraci spor houldyfumosorosego 7 dnech v tepldt25°C

Mortalita (primer+SD%)

Varianta - p . 2
neprekolonizovana prekolonizovana

kontrola 0,00+0,00 -

1,0x1CG 4,00+5,48 62,00+17,8%"

1,0x1d 10,00+14,1%" 58,00+8,37"

1,0x10 24,00+20,7%# 76,005,488

1,0x16 68,00+8,3% 80,00+10,08"

a,b,c ...Priméry mezi jednotlivymi koncentracemi suspenzi ve plise stejnym pismenkem nejsou statisticky rozdiln
(ANOVA metoda,a=0,05; Tukey HSD testfA, B, C ... Priméry mezi prekolonizovanymi/prekolonizovanymi variamt v
fad se stejnym pismenkem nejsou statisticky rozdibidéqVA metoda,0=0,05; Tukey HSD test)

Tab. 74. Statistické hodnoceni vlivu prekolonizaeemortalitu larevl. molitor v zavislosti na
aplikaci tiznych koncentraci spor houhyfumosorosego 7 dnech v teplét25°C

Koncentrace 10° 10 10 10
spor/mlgidy g  MS F df  MS F df  MS F df  MS F
Intercept 1 1,31 7590 1 092 3231 1 079 1912 10,02 427
Error 8 0,02 8 0,03 8 004 8 0,01

Tab. 75. Vyvoj infekce. fumosoroseaa larvachl. molitor po aplikaci tiznych koncentraci spor
v rezimu prekolonizace po 7 dnech v tepl@5°C

FDI (pramer+SD)

Varianta - - . -
neprekolonizovana prekolonizovana

kontrola 0,02+0,03 -

1,0x10 0,1420,07 1,3620,37

1,0x1d 0,32+0,18 1,45+0,2%

1,0x10 0,67+0,18 1,89+0,26

1,0x10 1,46+0,18 2,07+0,20

a,b,c ...Prim&ry mezi prekolonizovanymi/prekolonizovanymi variami viads se stejnym pismenkem nejsou statisticky
rozdilné (Nepararametricka metoda0,05; Man-Whitney test)
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Tab. 76. Statistické hodnoceni F I. fumosoroseana larvachT. molitol po aplikaci iznych
koncentraci spor xezimu prekolonizace po 7 dnec teplog 25°C

Koncentrace spor/mlialy Parametry
Valid N U 2*1 Sided exact p
10° 5 0,00 0.01
10° 5 0,00 0,01
10° 5 0,00 0,01
10° 5 7,50 0,31

Graf 20. Struktura populace lareT. molitor po aplikaci raiznych koncentraci spor houtl.
fumosorose@o 7 dnech ve variahi) neprekolonizované, b) prekolonizov

a) neprekolonizovana b) prekolonizovana
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Po 7 dnech testu zaznameni. fumosoroseavyrazré pozitivhi nafist v Gcinnosti
v prekolonizovanych pokusech porovnani sieprekolonizovanymi. Statisticky signifikan
rozdily byly detekovany u koncentraci®, 10" a 10. U nejvy3si testovankoncentrace se
mortalita statisticky neligila po 7 dnech testu. néjnizi testované koncentrace °)
neprekolonizované variahbyly detekovany 4% mrtvych larev stiprérnym indexem vyvoj
0,14. U té samé koncentrace ovSe prekolonizované variatitbylo mrtvych larev 62%
praimérny index odpovidal hodnétl,36. Celko¥ Ize fici, Ze u neprekolonizovanych varie
odpovidal FDI vyskytu larev Zivych melaniz&nimi skvrnami az po mrtvé pacatkem tvorby
vzduSného mycelia porovnani larvami v prekolonizowaych variantach, u kterych
vyskytovaly pouze larvy mrtvé s gatkem tvorby mycelia a zvlastarvy jiz porostlé. Struktur
larev ukazuje, Ze nejen Zeneprekolonizované varianprevazuji ve ¥tSi mie jedinci Zivi, ale
také to, Ze se na mort&litpodli jedinci bez viditelnych fiznaki houbové infekce.
prekolonizované variaétse podili na mortatitz vice nez 95% larvy infikovan:

V celkovém hodnoceni Izéci, Ze | 1. fumosoroseaieagovala na prekolonizaci rapidn
naristem @innosti a vprekolonoizovanych variantach u jednotlivych kortcaei doSic
k navySeni o0 58, 48, 42 a 20
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Graf 21. Kumulovana mortalita v populaci laiT. molitorpo oSeteni tiznych koncentraci spi
houbyl. fumosoroseae variané neprekolonizované a prekolonizované po 7 d
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Tab. 77. Vliv prekolonizace na mortalitu larT. molitor v zavislosti na aplikaci tiznych
koncentraci sportay houbyl. fumosorose po 14 dnech v teple25°C

Mortalita (praimer+SD%)

Varianta 5 ;
neprekolonizovar prekolonizovan
kontrola 10,00+7,07 -
1,0x10 56,00+16,7% 100,00+0,0%
1,0x1d 86,00+14,08" 100,00+0,0*
1,0x10 98,00+2,08" 100,00+0,0*
1,0x10 100,00+0,08" 100,00+0,0*

a,b,c ...Priméry mezi jednotlivymi koncentracemi suspenzi ve plise stejnym pismenkem nejsou statisticky roz
(ANOVA metoda,a=0,05; Tukey HSD testA, B, C ... Priméry mezi prekolonizovanymi/neprekolonizovanymi vatami v
fad® se séjnym pismenkem nejsou statisticky rozdilné (ANOmAatodao=0,05; Tukey HSD test)

Tab. 72. Statistické hodnoceni vlivu prekolonizaeemortalitu lare\T. molitol v zavislosti na
aplikaci tiznych koncentraci spor houl. fumosorosego 14 dnech teplog 25°C

Koncentrace 10° 10° 10° 10°
spor/mipidy  gf MS  F df  MS F d MS F dd MS F
Intercept 1 0,32 22,4 1 0,03 2,555 1 0,00 1,0C - - -

Error 8 0,01 8 0,01 8 0,00 - -
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Tab. 78. Vyvoj infekce. fumosorose na larvachr. molitor po aplikaci iznych koncentraci sp
v rezimu prekolonizace po 14 dnec teplog 25°C

FDI (praimér+SD)

Varianta : :
neprekolonizovar prekolonizovan
kontrola 0,11+0,07 -
1,0x16 1,43+0,38 2,92+0,0¢
1,0x1d 2,24+0,66 2,92+0,1¢
1,0x10 2,81+0,18 2,98+0,02
1,0x10 3,00+0,00 2,99+0,02

a,b,c ...Priméry mezi prekolonizovanymi/prekolonizovanymi variamti viads se stejnym pismenkem nejsou statisti
rozdilné (Nepararametricka metoda0,05; Mar-Whitney test)

Tab. 79. Statistické hodnoceni | B. bassianana larvachT. molitoi po aplikaci fiznych
koncentraci spor keZzimu prekolonizace po 14 dnec teplog 25°C

Parametry
Koncentrace spor/mlgaly - -
Valid N U 2*1 Sided exact p
10° 5 0,00 0,01
10* 5 1,50 0,02
10° 5 6,00 0,22
10° 5 10,00 0,69

Graf 22. $ruktura populace lareT. molitor po aplikaci raiznych koncentraci spor houtl.
fumosorose®o 14 dnech ve variaht) neprekolonizované, b) prekolonizov

a) neprekolonizovana b) prekolonizovana
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Graf 23. Kumulovana mortalita v populaci larT. molitor po oSeteni iznych koncentraci spt
houbyl. fumosoroseae variant neprekolonizované a prekolonizované po 14 d
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Po 14 dnech testu byly rozdil G¢innosti mezi oBma variantami minimalni statisticky
signifikantni jen u koncentrace 3 TaktéZ FDI dosahl prekolonizovanych variantac
vysokych hodnot indikujicich tpvahu larev infikovanych pln¢ sporulujicim mycelien
(pramérny index vyvoje 2,9-2,99), na rozdil od neprekolonizované vaty kde se hodnoty
pohybovaly VSirokém rozmezi 1,+3,00. Zhodnotami FDI Uzce souvisi i struktura populace
které je patrné, Ze preklonizované variastse ve vSech sledovanych koncentracich vyskyt
pouze jedinci widitelnymi priznaky infekce. Lneprekolonizované varianty se na mortatio
urcité miry podilely i mrtvé larvy bez ffznali. Mortalita larev 'neprekolonizovanych
variantach se pohybovala 0d-100% vzavislosti na koncentraci. Vyznamnym zji&im bylo,
Ze mortalita larev wrekolonizcvanych variantdch dosahla hodnoty 100% bez rozdd
aplikované koncentraci spor.
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5.7 Hodnoceni vlivu gitomnosti hmyziho hostitele na schopnost entomopajennich hub
namnozit se v @idnim substratu

Zakladni udaje k pokusu:

- K pokusu4.5.4.byla ke kazdé koncentractipravena krakiika s inokulovanym jdnim
substratem navic; z kazdého kontejneru (pro kazhmcentraci/s larvou i bez) byl
odebran vzorekizy o objemu 20 ml; odiv vzorki byl realizovan 1., 7. a 14. den testu

- vzorek byl nasypan do Erlenmayerovyikg a zalit 100 ml 0,05% TW 80; bky byly
pak ¥epany cca 20 minut; ziskanyigni vyluh byl filtrovan pes gazu a z takto
pripravené suspenze byl odebran 1 ml suspenze adlentettn 1:10 podle vstupni
koncentrace inokula vijolé

- 0,5 ml suspenze bylo rozeho na misky s kultivanim médiem a ipdavku Sylit; pro
kazdou koncentraci byly provedeny 3 opakovani;

- misky byly nadéale kultivovanyip25°C v klimaboxech; po 7-10 dnech bylgién paet
kolonii na miskach

Tab. 80. Peet CFU ziskanych zigniho substratu po aplikaciznych koncentraci spds.
bassianav piitomnosti hmyziho hostitele nebo se 7 denni prekoézi bez hostitele po 7 dnech
v teplog 25°C

Titr CFU/ml pady CFU/ ml pady (pramer+SD)
(pocet konidii/ml 1 den po aplikaci
suspenze) (pramér+SD) prekolonizovana neprekolonizovana
kontrola 0,00+0,00 0,00+0,00 (030,00
1x10° 6,67+5,77x1&* 3,50+0,61x16* 3,43+0,15x16™
1x1¢* 4,67+2,89x18°° 1,24+0,19x16/% 2,10+0,11x16"
1x1C 5,33+0,58x 16" 1,50+0,24x167°* 7,27+0,59x 18"
1x10 6,00+1,00x167° 1,53+0,15x18° 2,23+0,16x16
a,b,c ... Pilméry mezi jednotlivymi koncentracemi suspenzi ve pliwse stejnym pismenkem nejsou statisticky
rozdilné  (ANOVA metoda, 0=0,05; Tukey HSD test)y A, B, C .. ®#néry mezi

prekolonizovanymi/neprekolonizovanymi variantamifad® se stejnym pismenkem nejsou statisticky rozdilné
(ANOVA metoda,0=0,05; Tukey HSD test)
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Tab. 81. Statistické hodnoceni vliviitpmnosti hmyziho hostitele nagei CFU ziskanych
z padniho substratu po aplikaciznych koncentraci sp&. bassiango 7 dnech v teplét25°C

Titr 10° 10 10° 10
(pocet konidii/ml
suspenze) df MS F df MS F df MS F df MS F
Intercept 2 2,36 2,36 2 2,56 118,132 1,53 5,13 2 0,30 97,90
Error 6 1,00 6 0,02 6 0,30 6 0,00

Tab. 82. Peet CFU ziskanych zigniho substratu po aplikaciznych koncentraci spds.
bassianav pritomnosti hmyziho hostitele nebo se 7 denni prekpéxi bez hostitele po 14

dnech v teplat 25°C
Titr CFU/mI pidy CFU/ ml pidy (pramér+SD)
(pocet 1 den po aplikaci . - . -
konidii/ml (primer+SD) prekolonizovana  prekolonizovana neprekolonizovana
suspenze) P - (bez hostitele) (s hostitelem) P
kontrola 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 &Moo
A
1x10° 6,6745,77x19®  2.142026x18" 5 5040 17518~ 2,7320,35x15
b6 6,20+0,33x18F" A
1x1¢* 4,67+2,89x16 6,27+1,17x16° 5,130, 50x L5
B 9,91+0,18x18™®
1x10° 5,33+0,58x 1} 2,83+0,47x16 0.67+5.03x 17®
1,83+0,41x16
1x10 6,00+1,00x 187 2,00+1,00x16 5.67+3 51X 16"
a,b,c ... Pilméry mezi jednotlivymi koncentracemi suspenzi ve pliwse stejnym pismenkem nejsou statisticky

rozdiiné  (ANOVA

metoda, a=0,05;

Tukey HSD

test)); A, B, C

#méry  mezi

prekolonizovanymi/neprekolonizovanymi variantamifac® se stejnym pismenkem nejsou statisticky rozdilné
(ANOVA metoda,0=0,05; Tukey HSD test)

Tab. 83. Statistické hodnoceni vlividitpmnosti hmyziho hostitele na g CFU ziskanych
z padniho substratu po aplikaciznych koncentraci sp&. bassiango 14 dnech v tepld25°C

Titr 10° 10" 10° 1P
(pccet konidii/ml
Intercept 3 2,60 139,20 3 0,15 60,30 3 0,21 12,98 3 0,28 6,26
Error 8 0,00 8 8 0,02 8 0,05

Pfi sledovani vlivu prekolonizace na schopnost holbybassiananamnozit se v jdnim
substratu testu bylo zji¥to, Ze pouze u nejvyssi testované koncentrac® (0 detekovan
rozdil mezi pdétem kolonii z @gdniho vyluhu prekolonizované a neprekolonizovangawndy.
V tomto pipads byl poset kolonii v prekolonizované varianf1,53x10) signifikantré niz$i nez
v prekolonizované (2,23x%p zamsiime-li se na porovnani hodnot CFU ziskanych 1 den p
aplikaci s prekolonizovanou/neprekolonizovanou asmiou, nizeme zaznamenat rozdil u
koncentraci 1ba 16, kde se peet ziskanych kolonii od pétku testu signifikanthzvysil. Ze
ziskanych hodnot Ize obegfici, Ze hodnoty CFU se po 7 dnech inkubace nawySilorovnani
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s vyluhem 1. den po aplikaci a Ze u neprekolonimgeh variant byly hodnoty CFU vyssi, nez-li
hodnoty u prekolonizovanych¢koliv nebylo mozno tyto rozdily statisticky prokdéza

Po 14 dnech testu doslo k signifikantnimutasén p@tu CFU u vSech koncentraci v porovnani
s paty ziskanymi po 1 dni po aplikaci spor dady, zvlasé u koncentrace 0 kde doslo

k navySeni aZ o dva dilpaZ #i rady v zavislosti na variataitU vysSich koncentraci se tento trend
navyseni prokazal také, ale ne v takovéem§tatisticky vyznamné rozdily mezi jednotlivymi
variantami byly detekovany u koncentraci® 20 16, u kterych byl zji&n nizsi péet CFU

v neprekolonizovanych pokusech.

Tab. 84. P&et CFU ziskanych ziginiho substratu po aplikactiznych koncentraci spdr
fumosoroseav pritomnosti hmyziho hostitele nebo se 7 denni prekpéxi bez hostitele po 7
dnech v teplat 25°C

Titr CFU/ml pady CFU/ ml pidy 7 dni po aplikadjpramer+SD)
(pocet konidii/ml 1 den po aplikaci
suspenze) (primer+SD) prekolonizovana neprekolonizovana
kontrola 0,00+0,00 0,00+0,00 3000
1x1G 6,67+5,57x139° 5,28+0,52x 167 3,010,31x18"®
1x10" 3,67+0,57x18° 3,54+0,27x18" 1,59+0,15x18°
1x15 6,33+1,27x1%"° 5,13+1,62x18° 1,0420,13x 16"
1x10 2,03+0,06x19" 2,03+0,30x16™ 2,43+0,36x10™
a,b,c ... Piiméry mezi jednotlivymi koncentracemi suspenzi ve plowse stejnym pismenkem nejsou statisticky
rozdilné (ANOVA metoda, a=0,05; Tukey HSD test)); A, B, C .. #néry mezi

prekolonizovanymi/neprekolonizovanymi variantamifads se stejnym pismenkem nejsou statisticky rozdilné
(ANOVA metoda,0=0,05; Tukey HSD test)

Tab. 85. Statistické hodnoceni vlivititomnosti hmyziho hostitele na g CFU ziskanych
z padniho substratu po aplikacianych koncentraci spdr fumosorosego 7 dnech v teplét
25°C

Titr 10° 10* 10 1P
(pocet konidii/ml
Intercept 2 7,33 6,06 2 3,38 125,882 0,08 7,68 2 0,01 2,10
Error 6 1,21 6 0,00 6 0,01 6 0,00
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Tab. 86. P&et CFU ziskanych ztginiho substratu po aplikactiznych koncentraci spdr.
fumosorosear pritomnosti hmyziho hostitele nebo se 7 denni prekpéxi bez hostitele pol4
dnech v teplat 25°C.

Titr CFU/ml pidy 1 CFU/ ml pidy (pramér+SD)
(pocet konidii/mi den po aplikaci prekolonizovana prekolonizovana

suspenze) (pramer+SD) (bez hostitele) (s hostitelem) neprekolonizovana

kontrola  0,00%0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,080
115 6,67+557x18°  9,47+0,86x18"  1,22+0,10x18*  8,80+0,85x18"
1x10" 3,67+0,57x18  2,40+0,20x16%  1,08+0,15x18°  1,36+0,13x18"
115 6,33+1,27x18®  2,5740,41x16"  1,20+0,44x18"°  1,93+1,10x16"
1x10 2,03+0,06x16°°  2,45+0,17x18°  2,50+0,52x16*°  2,80+0,00x 16

a,b,c ... Piiméry mezi jednotlivymi koncentracemi suspenzi ve plowse stejnym pismenkem nejsou statisticky
rozdilné (ANOVA metoda, a=0,05; Tukey HSD test)); A, B, C #méry  meazi
prekolonizovanymi/neprekolonizovanymi variantamifads se stejnym pismenkem nejsou statisticky rozdilné
(ANOVA metoda,0=0,05; Tukey HSD test)

Tab. 87. Statistické hodnoceni vlivititomnosti hmyziho hostitele na g CFU ziskanych
z padniho substratu po aplikadiaznych koncentraci spdr fumosorosego 14 dnech v teplét
25°C

Titr 10° 10* 10° 10°
(pocet konidii/ml
Intercept 3 12,62 13,89 3 1,85 106,303 0,21 9,74 3 0,01 3,70

Error 8 0,91 8 8 0,02 8 0,00

Patet CFU ziskanych ztglniho substratu 7 dni po aplikadiznych koncentraci spot.
fumosoroseae v neprekolonizované variamohybovalv rozmezi od 3,01xT@lo 2,43x16 , u
prekolonizované varianty od 5,28%1@lo 2,03x18. Statisticky vyznamné rozdily mezi
jednotlivymi variantami byly detekovany u vSechttesnych koncentraci krofrkoncentrace
10°. Také ul. fumosoroseabyl zjistn vyssi poet CFU u nizSich koncentraci v porovnani
s vy$8imiRAdow se hodnoty pohybovaly aZ na trovni dvojnasobnémiostu u koncentraci £0
a 10, na druhé stranpolovicni & zadny v pipads koncentraci 10a 16.

Vysledky hodnot po 14 dnech potvrzuji trend zvy&afi se hodnot CFU. U koncentracée $6
v porovnani s hodnotou ziskanou z 1 dne po aplilsaspenze do substratu zvysil cpb
jednotek/ml fidy aZ o dva aijl fadu. Toto zvySeni bylo statisticky prokazateln&ema rozdily
mezi jednotlivymi variantamitstaly statisticky nefikazneé.
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5.8 Studium interakci mezi entomopatogennimi hlisticema houbami

Zakladni udaje k pokusu:

- pro pokusy byl vyuzit postup popsany viz kapitéla.a

- priprava konidiové suspenze entomopatogenni h&ibyassiananebol. fumosorosea titr
1,0 x 10 spor/ml fiidniho substratu; z&ma introdukce houby (5 ml konidiové suspenze)
spolu se suspenzi hlistic odpovidajici koncen@dis/kontejner;

- pro kazdou variantu bylo provedeno 10 opakovani; pdtoviny kontejnek od kazdé
koncentrace bylo vloZzeno 10 lar@v molitor (neprekolonizovana)olovina krabiek byla
ponechana bez hostitele (prekolonizovana)

- larvy byly v substradtu exponovany po dobu 14 dmintkola byla provagha 7. a 14. den
testu; 7. den testu bylo do kontejindrez hostitele introdukovano 10 larév molitor a ot
kultivovany 14. dni

- pro model s opozahou aplikaci byl zvolen 2 denni odstup mezi apktacobou bioagens;
do substratu byla aplikovana suspenze hub dva tbd/iptrodukci hlistice.

5.8.1 Vliv prekolonizace mdniho substratu na interakce mezB. bassianaa S. carpocapsae
Tab. 88. Hodnoceni vlivu spdieé aplikace spdB. bassiana S. carpocapsara mortalitu larev

T. molitor v riznych ¢asovych modelech simultannim (sim), o 2 dny opn2dc (delay) a
prekolonizovaném (prekol) po 7 dnech v tep@%°C

Mortalita (primer+SD%)

Varianta

7. den
kontrola 0,00+0,00
B. bassiana 4,0045,48
S. carpocapsae 30,00+10,00
B. bassiana+ S. carpocapsasim 22,00+420
B. bassiana+ S. carpocapsadelay 18,00+29),2
B. bassiangrekol 22,00+16,43
S. carpocapsaprekol 24,00+19,21
B. bassiana+ S. carpocapsasim prekol 64,00+14,93

a,b,c ... Piméry mezi jednotlivymi variantami ve sloupci se stginpismenkem nejsou statisticky
rozdilné (ANOVA metodagi=0,05; Tukey HSD test)

Tab. 89. Statistické hodnoceni vlivu spwié aplikace spdB. bassiana S. carpocapsara
mortalitu larevT. molitorv riznychéasovych modelech

7.
den testu
df MS F
Intercept 6 0,21 9,24
Error 28 0,02
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Graf 24. Struktura populacT. molitor ve vybranych modelech po aplikeB. bassianaa S.
carpocapsago 7 dnech
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Ze zjisenych hodnot po aplikacB. bassianav kombinaci seS. carpocapse vyplyva, Ze
mortalita larev se po 7 dnech pohybova rozpti od 4-64% \vzavislosti na variait Mezi
jednotlivymi variantami byly detekovany statistickézdily (p<0,05). Signifikanth nejvyssi
acinnosti doséhla prekolonizovana simultédraplikovand veianta v porovnani se samostatny
aplikacemi jednotlivych agens ¢linost se ve spateém prostedi navysila o vice nez 40

V neprekolonizovanych variantach se projevitiniéjSi samostantd aplikaS. carpocapsa#
porovnani se simultangi opozdnou i kdyz tento jev nebyl statisticky vyznam

Pro demonstraci struktury populaT. molitor po aplikaciB. bassian a S. carpocapsaa
porovnani podilu zastoupeni jednotlivych agensfekci larev byl zarérné vylou¢en model o
opozdnou aplikaci hlistie, neb@ se hodnoty i zatoupeni jednotlivych agens na ritrteens
shoduji saplikaci simultanni. "grafech jsou demonstrovany prekolonizované
neprekolonizované modely, nebolze na &chto modelech detai#i pozorovat vliv
prekolonizace na konkurerszhopnost hlistice ve spéteém prosiedi s houbou. Ze struktu
populace larev po 7 dnech testu je patrné, Ze istickl podilela na celkové mortélitarev
vySSim procentem (74%) naopB. bassianase podilela na mortéitlarev ze zbylych 26%. °
prekolmizované variart byl tlak hubové infekce mnohem vysSi, takze S. carpocapsae
prosadila pouze z necelych 13% a 87% zbylych layw infikovano houbot
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Tab. 90. Hodnoceni vlivu spdleé aplikace spdB. bassiana S. carpocapsara mortalitu larev
T. molitor v riznych ¢asovych modelech simultannim (sim), o 2 dny opo2dc (delay) a
prekolonizovaném (prekol) po 14 dnech v teplH°C

Mortalita (priamer+SD%)

Varianta

14. den
kontrola 10,00+10,54
B. bassiana 24,00+11,46
S. carpocapsae 34,00+11,40
B. bassiana+ S. carpocapsasim 52,00+14,2%
B. bassiana+ S. carpocapsadelay 40,00+14°93
B. bassianarekol 78,00+13°04
S. carpocapsaprekol 30,00+1274
B. bassiana+ S. carpocapsasim prekol 100,00+0700

a,b,c ... Piméry mezi jednotlivymi variantami ve sloupci se stgnpismenkem nejsou statisticky
rozdilné (ANOVA metodany=0,05; Tukey HSD test)

Tab. 91. Statistické hodnoceni vlivu spwié aplikace spdB. bassiana S. carpocapsara
mortalitu larevT. molitorv riznyché¢asovych modelech

14.
den testu
df MS F
Intercept 6 1,12 21,07
Error 28 0,05

Po 14 dnech dosahla 100% mortality lar€v molitor simultanni aplikace obou biagens
v prekolonizované varia&it Druhou nejdinngjSi variantou byla samostanta aplikd&ebassiana
v prekolonizovaném modelu, u které byla zaznamenédfs mortalita larev. Taktéz vyssi
ucinnosti dosahly kombinace v neprekolonizovaném rodd0 a 52%) v porovnani se
samostatnymi aplikacemi jednotlivych agens (24 %34

Srovname-li  dinnost v  prekolonizovanych  variantach, cinnosti  kombinace
prekolonizované/neprekolonizované varinty, rozdii¢innosti se pohyboval na hranici 50% ve
prosgch prekolonizovanych variant.
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Graf 25. Struktura populacT. molitor ve vybranych modelech po aplikeB. bassianaa S.
carpocapsago 14 dnech
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Po 14 dnech se situace u neprekolonizovaného madelila ve prospch houby.B bassiana
Ta se podilela na infekci ze 60%, kdezZto hlistieel@%. Podil infekce hlistiS. carpocapsae
byla viditelr® potlatena ve spolsém prostedi < B. bassiana v nepgekolonizované variadt Ve
srovnani se samostatnou aplik&ail rozdil 13%.

U prekolonizované variantyigtrvava trend fevahy houbové infekce v populaci larT.
molitor. S. carpocapsase podili na mortalitlarev pouze z 8%. Z hodnot je patrny \navyseni
celkové @innosti v porovnani se samostantou aplikaci houbpgrdstedi.

5.8.2 Vliv prekolonizace mdniho substratu na interakce mezil. fumosorosei a S.
carpocapsae

Tab. 92. Hodnoceni vlivu spalee aplikace spal. fumosorosea S. carpocapsa na mortalitu
larev T. molitorv riznychéasovych modelech simultannim (sim), o 2 dny ogo2d (delay) ¢
prekolonizovaném (prekol) po 7 dnec teplog 25°C

Mortalita (primer+SD%)

Varianta

7. det
kontrola 0,00+0,0(
|. fumosorosea 4,0045,48
S. carpocapsae 30,00+10,0°
I. fumosorosea S. carpocapse sim 26,00+11,4"
I. fumosorosea S. carpocapse delay 26,00+26,0°
I. fumosorosearekol 62,00+17,8°
S. carpocapsaprekol 24,00+23,0°
I. fumosorosea S. carpocapse sim prekol 80,00+7,0°
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Tab. 93. StatistickBodnoceni vlivu spotmé aplikace spcl. fumosorosea S. carpocapsaga
mortalitu larevT. molitorv raiznyché¢asovych modelec

7.
den
df MS F
Intercept 6 0,48 16,93
Error 28 0,03

Po 7 denni expozici lareV. molitol spol&énému misobeni houby. fumosorose a hlisticeS.
mortalita byla zaznamenane neprekolonizované variantoSetené suspenzl. fumosorosea
(4%). Naopak nejvysSi mortality lareT. molitor dosahla varianta simultanni aplikace ¢
bioagens \profylaktické variant, u které se hodnota vySplhala na Ur8®% a pecila tak
samostatné aplikace jednotlivych agens. Druhouc¢ime)&Si variantou byla samostatna aplik:
I. fumosorosear prekolonizované variaét Simultanni a o dva dnypozdny model dosahl
shodré hranice 26%, coZ bylo o 4% m&mez kdyZ byleS. carpocaps: pouzita v samostatné
aplikaci.

Graf 26. Struktura populade molitol ve vybranych modelech po apliké. fumosoroseaS.
carpocapsago 7 dnech

= 100%
o
s
Y 80%
[y
S
8 60%
j=
e
]
2 40%
2
20%

0%

If Sc ScHIf sim If Sc Sc+f sim
neprekol prekol
If...1. fumosoroseaSc..S. carpocaps: Sc+If sim... . fumosorosea+ S. carpocaps: simultan,
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Z grafu je patrny vliv prekolonizace na schopnolstite prosadit se v signkonkurenim
prostedi namnozené houby. Jestlize podil hlistice nakowél mortali& larev v
neprekolonizované variahje vice nez 90%, tak u prekolonizované variantjlggtice nepodili

vubec.
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Tab. 94. Hodnoceni vlivu spaleé aplikace spok. fumosorosea S. carpocapsa@a mortalitu
larev T. molitor v riznych¢asovych modelech simultannim (sim), o 2 dny ogo2dch (delay) a
prekolonizovaném (prekol) po 14 dnech v tepkH°C

Mortalita (primer+SD%)

Varianta
14. den

kontrola 10,00+12,36
. fumosorosea 56,00+16,73
S. carpocapsae 34,00+10,00
I. fumosorosea S. carpocapsasim 54,00+16.08
I. fumosorosea S. carpocapsadelay 56,00+5248
I. fumosorosearekol 100,00+0,00
S. carpocapsaprekol 30,00+2739
I. fumosorosea S. carpocapsasim prekol 100,00+0%00

a,b,c ... Piméry mezi jednotlivymi variantami ve sloupci se stgnpismenkem nejsou statisticky
rozdilné (ANOVA metodany=0,05; Tukey HSD test)

Tab. 95. Statistické hodnoceni vlivu spwié aplikace spdr fumosorosea S. carpocapsaea
mortalitu larevT. molitorv riznyché¢asovych modelech

14.
den
df MS F
Intercept 6 1,55 42,34
Error 28 0,04

V hodnoceni po 14 dnech bylo dosazeno 10@%ndsti u prekolonizovanych varinat samotné
I. fumosoroseaa simultanni aplikace. O 44-46% nizSi mortaliteeVabyla zaznamenana ve

hodnot dosahla samostatna aplikaBe carpocapsaea to jak v prekolonizované  tak
neprekolonizované variant
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Graf 27. Struktura populade molitol ve vybranych modelech po apliké. fumosoroseaS.
carpocapsago 14 dnech
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Ze struktury populace po 14 dnech je patrné, Zeprakolonizované variahse \ podil hub na
mortali larev zvySil ze 7% na 45%. Hlistice se podilelyimfakci ze zbyvajicih 55%Lze fici,

Ze si S. carpocapsaeudrZzuje simultanni aplikaci stabilni podil infekoe porovnani se
samostatnou aplikaci a konkuteh prostedi ¢houbou jej nijak vyrazh neomezuje. L
prekolonizaované variantyigtrvaval trend absolutniigvahy houby na polu infekce v
populaci larevl. molitor.

Tab. 96. Efekt spotmé aplikace houbB. bassiananebol. fumosorose v kombinaci seS.
carpocapsae jednotlivych¢asovych modelech po 7 dnec teplog 25°C

Houba/S. Casovy Zjisténa Ocekavana 22 Interakcé
carpocapsae  modef mortalitd mortalitd

B. bassiana sim 0,22 0,33 0,43 antagonisticka
I. fumosorosea  sim 0,26 0,33 0,31 antagonisticka
B. bassiana delay 0,18 0,30 0,38 antagonisticka
I. fumosorosea delay 0,26 0,29 0,74 antagonisticka
B. bassiana prekol 0,64 0,38 5,05 aditivni

I. fumosorosea prekol 0,80 0,71 0,30 aditivni
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Tab. 97. Efekt spotmé aplikace houbB. bassiananebol. fumosorose v kombinaci seS.
carpocapsae jednotlivych¢asovych modelech po 14 dnec teplog 25°C

Houba/S. Casovy Zjisténa Ocekavana 22 Interakcé
carpocapsae  modef mortalitd mortalitef

B. bassiana sim 0,52 0,50 0,68 aditivni

|. fumosorosea  sim 0,54 0,71 0,66 anatagonisticka
B. bassiana delay 0,40 0,48 0,34 antagonisticka
I. fumosorosea delay 0,56 0,70 0,16 aditivni

B. bassiana prekol 1,00 0,87 0,11 aditivni

I. fumosorosea prekol 1,00 1,00 - -

2Casovy model a) sim=simultanni; b) delay=opa#d c) prekol=prekolonizovai
P Zjisten& peimarn& mortalita lare'T. molitor (%)

¢ Ocekavana mortalita M= My + Mg(1-My), kde My a My jsou zjis&né mortality larevT.
molitor vyvolané samostatnou aplikaci houby/hlis

9Interakce zji&na na zaklad y2analyzy

Z tabulky hodnotici interakce mezi jednotlivymi agéagpatrné, Zeigvazujicim vztahem me
testovanymi druhy entomopataogennich hub a hliS. carpocapsage v prvych fazich testu
antagonismus. Vyjimku twi pouze modely s prekolonizaci, kde Ize isitcky prokazating
potvrdit aditivitivni efekt pouzité kombinace hulhkstice

Po 14 dnech byly potvrzeny kr@nB. bassianadelay al. fumosoroseaim aditivni &inky. U
prekolonizovanych modellze konstatovat, Ze kombinace zaznamenaly aditefek. U I.
fumosoroseanemohl byt efekt wen diky shodé& dosazenym vysledikn v atekavanych
naneienych hodnotach.

Graf 28. Porovnanidinnosti a zastoupeni jednotlivych entmopatogenagdns v populaci lareT.
molitor po spoleéné aplikaci hlistice B. bassiananebol. fumosorosea) v neprekolonizované
nebo b) prekolonizovaném préedi po 7 dnech test
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Graf 29. Porovnanidinnosti a zastoupeni jednotlivych entmopatogenagdns v populaci lareT.
molitor po spoléné aplikaci hlistice B. bassiananebol. fumosorosea) v nerekolonizovaném nel
b) prekolonizovaném prasdi po 14 dnech test
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Struktura populace kurativni variank po oSeteni kombinace houb/hlistice vykazoval obou
piipadech B. bassianaa |I. fumosorose) po 7 dnech vysoké zastoupeni infekce hlis
Mortalita larev zfisobena S. carpocapsaebyla vsimultanni aplikaci 1. fumosorosea
srovnatelna s hodnotamisamostatné aplikace hlistovky kombinaci $B. bassian vSak doslo
k potlateni nejen celkové dinnosti, ale také podilu hlistice na infekci. prekolonizované
variant simultannich aplikaci doSlc potlateni infekce hlistici naaprosté minimum. pripac

kombinace 8. bassianase hlistice prosadila pouze 8% vkombinaci :1. fumosorosease
neprosadila #bec. Naopak pohledu houbového patogena doSlo u obou druhu
v prekolonizované, tak neprekolonizované vagiak jistémunavySeni Ginnosti \ porovnani se
samostatnymi aplikacemi jednotlivych hub. Zwasi pripact prekolonizované variantB.

bassiananavysila svou &nnost 0 34%. L. fumosoroseaoslo knavyseni o 18%

Po 14 dnech se podil jednotlivych patogyema mortalt¢ larev vsimultannich aplikacic
vyrovnaly. U hlistic doSlo jen nepatrnému navySenkianosti, u hub se dinnost i podil n¢
infekci zvySil na 24-56% wavislosti na druhul. fumosorosego celou dobu testu reagovala
simultanni aplikace snizenymdilem na infekci yporovnani se samostatnou aplikaci. Na di
strart B. bassiana ve spoléném prostedi c<hlistici vykazovala vySSi dnnost ne:
v samostatnémusobeni. Vprekolonizované variaéibyl tento trend potvrzen vice metaktéz.
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5.9 Vliv entomopatogenni hlistices. carpocapsaea vyvoj infekce entomopatogennich hub na larvach. molitor

5.9.1 Vliv entomopatogenni hlistic&. carpocapsaea vyvoj infekceB. bassianana larvach T. molitor

Tab. 98. Vliv spoléné aplikaceB. bassiandBba) aS. carpocapsaéSc) na mortalitu lare¥. molitorv riznych¢asovych rozestupech v teplot

25°C
Den testu Varianta/Mortalita(primer+SD%)
Kon Sc Bba sim 24 hod 48 hod 72 hod 96 hod

1 0,00£0,00  10,00+3,16 10,00+3,16 20,00+4,22 - - - -
2 0,00+0,00  40,00+5,16° 10,00+3,16°  50,0045,27 10,00+3,16° - - -
3 0,00+0,00  50,00+5,27° 20,00+4,22%  60,0045,16 30,00+4,8%°  20,00+4,22° - -
4 0,00£0,06  60,0045,16° 20,00+4,2%  60,00+5,16° 80,00+4,22 30,00+4,88°¢  30,00+4,85%C -
5 0,00+0,006  70,00+4,83 80,00+4,22 80,00+4,22 80,00+4,22  70,00+4,83 50,0045,27° 80,00+4,22
6 0,00£0,006  70,00+4,83 90,00+3,16  100,00+0,00 90,00+3,16  90,00+3,16 80,00+4,22 100,00+0,00
7 10,00+£3,18  80,00+4,22 100,00+0,00 100,000,006 90,0043,16  100,00+0,00 90,00+3,16 100,00+0,00
9 10,00+£3,18  80,00+4,22 100,00+0,00  100,0020,00  100,00+0,00 100,00+0,00  100,00+0,00 100,00+0,00
14 10,0043,18  80,00+4,22 100,00+0,00  100,00+0,00 100,00+0,00  100,00+0,00  100,00+0,00 100,00+0,00

A, B, C ... Praméry mezi prekolonizovanymi/prekolonizovanymi variamti viad se stejnym pismenkem nejsou statisticky rozd#déqVA metoda,a=0,05; Tukey HSD test)
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Tab. 99. Statistické hodnoceni vlivu spwlé aplikaceS. carpocapsaa B. bassianana mortalitu larew. molitorv raiznychéasovych
rozestupech

1 2 4 4 5 6 7 9 14
MS F Df MS F df MS F df MS F df MS F df MS F df MS F df MS F df MS F

Dny testu

Intercept 3 016071 4 1,163,216 5 118047 6 18939 7 190423 7 042858 7 0451576 7 92821 - - - -
Error 36 0,23 45 0,37 54 63 0,48 72 0,45 72 0,05 72 72 0,00 - -

Tab. 100. Vliv aplikaceS. carpocapsa@a index vyvoje infekce (FDIB. bassianaBba) v fiznych ¢asovych rozestupech po 14 dnech testu
v teplog 25°C

FDI (pramértSD)

oy kontrola Bba sim 24 hod 48 hod 72 hod 96 hod

1 0,00+0,00 0,20+0,3% 0,20+0,42 - - - -

2 0,000,068 0,25+0,35° 0,60+0,46 0,45+0,28 - - -

3 0,00+0,08 0,65+0,53 0,75+0,49 0,70+0,42 0,65+0,47 - -

4 0,000,068 0,75+0,54° 1,10+0,52 1,00+0,33 0,8520,6%° 0,95+0,72° -

5 0,00+0,08 1,45+0,60 1,30+0,54° 1,30+0,54° 1,25+0,95° 1,25+0,92° 1,50+0,7%

6 0,10+0,3% 1,90+0,77 1,60+0,39° 1,45+0,50° 1,45+0,8% 1,40+0,92 2,05+0,72

7 0,10+0,32 2,15+0,7% 1,70+0,59° 1,65+0,53° 1,75+0,72° 1,75+0,95° 2,10+0,74

9 0,10+0,3% 2,650,53 1,90+0,52 1,80+0,43 2,25+0,6%° 2,35+0,58° 2,70+0,63
14 0,10+0,32 2,85+0,33 1,85+0,55° 2,15+0,88 2,30+0,94° 2,50+0,8% 2,75+0,63

a,b,c ...Praiméry mezi prekolonizovanymi/prekolonizovanymi variami viads se stejnym pismenkem nejsou statisticky rozdiepararametricka metoda=0,05; Kruskal-Walligv test)



Tab. 101. Statistické hodnoceni vlivu spole aplikaces. carpocapsara index vyvoje infekce (FDB. bassianas riznychéasovych
rozestupech

Dny testu
Parametry
1 2 3 4 5 6 7 9 14
Df 2 3 4 5 6 7 6 6 6
H 0,00 1,05 3,11 7,74 10,79 16,41 26,17 30,8 33,76
P 1,00 0,79 0,54 0,17 0,1 0,01 0,00 0,00 0,00

Tab. 102. Vliv spoléené aplikaceB. bassiana S. carpocapsaaa mortalitu larev. molitorv riznychéasovych rozestupech (hodnoceno pomoci
LTs0)

Varianta L Teo(primér+SD dny) r df Mo deT)fitting
S. carpocapsae 3,14+0,72 0,58 7 0,99
B. bassiana 3,69+1,56 19,42 7 0,01
S. carpocapsae B. bassianaim 2,20+0,37 0,95 7 0,99
S. carpocapsae B. bassianapo24 hod 3,42+0,34 0,60 6 0,99
S. carpocapsae B. bassianapo 48 hod 4,20+0,31 1,02 5 0,96
S. carpocapsae B. bassianapo 72 hod 4,79+0,40 0,13 4 0,99
S. carpocapsae B. bassianapo 96 hod 4,13+0,27 2,99 S 0,70
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Graf 30. Vliv aplikaceS. carpocapse na index vyvoje infekce (FDIB. bassiang(Bba) v
riznychcéasovych rozestupech po 14 dnech te teplot 25°C

3,0
—¢—Bha ——:sim 24hod =48 hod =72 hod 96 hod /.

e

FDI
.
V)

dny testu

Vlivem spole&né aplikace houbB. bassianaa hlisticeS. carpocaspase mortalita lareT.
molitor zvlast v pocateinich dnech testu zvySovala. prvnim dnu po aplikaci neb
detekovan mezi jednotlivymi variantami statistiggnifikantni rozdil. 3. derestu vykazala
simultanni aplikace nejvysséianost (60%). 5. den testu doSl rapidnimu nakstu &innosti
B. bassiana kterd zaznamenala 80% mortalitu larev. Této leenidosahly i variant
simultanni a o 24 hod opo&th. Ostatni varianty se pohybovae svou dinnosti \ rozpsti
50-70%. 6. den zaznamenala simultanni aplikace 100%aiito larev. Tato hodnota vS:
nebyla statisticky odliSn& od hodnot mortalit astelt variant. 9. den testu dosahly viec
kombinované varianty 100% mortalitu lareS. carpocapsaééhem testu zaznamen:
pozvolny Kst &innosti. Do 3. dne zaznamenavala nejvysSéepausmrcenych larev
postupr je prekonavana jednotlivymi kombinacemi. Na konci testgahla 80% dinnosti.
Souasre skvantitativnim hodnocenim vlivu sp@né aplikace je sledovan i vliv hlistice
vyvoj B. bassiangpomoci hodnotici stupnice FDI. vysledki vyplyva, Ze se zvySujicim ¢
odstupem od spaitaeé aplikace se zvySuje i tento index a na kontutdesahuovala varian
96 hod podobnych vyslefkako pii samostatnémisobeni houby. bassian. Rozdily mezi
obéma variantami jsou 14 den testu statisticky fikpzné. \ obou variantach se na kor
testu vyskytovali jedinci pIné sporulujicim myceliem na povrcléla. Na druhé stran
simultdnni kombinace zaamenala hodnotu 1,85, coz odpovida jen velmiasjickému
vyskytu larev se symptomy houbové infek

Z hodnot sledujici Lo je patrné, Ze simultdnni aplikace viditlarychlila piibeh infekce
v porovnani se samostatnymi aplikacemi jednotlivyadens. Ostatni kombinace sp
prodluZovaly dobu kismrceni hostitele. hodnoty vyplyva, se prodluZujici expozic
houbovému patogena nasledné aplikace hlistice se zvySuje i dob@elpoa |dsgEsné
infekci. Vyjimku tvori kombinace po 96 hod, u které doSlo ke zkracersy v porovnani
s variantami 48 hod a 72 hod.
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5.9.2 Vliv entomopatogenni hlistic&. carpocapsaea vyvoj infekcel. fumosoroseana larvach T. molitor

Tab. 103. Vliv spoléené aplikacel. fumosorosedlIf) a S. carpocapsa€Sc) na mortalitu larevd. molitor v

riznych ¢asovych rozestupech

v teplog 25°C
Den testu Varianta/Mortalita(primer+SD%)
Kon Sc If sim 24 hod 48 hod 72 hod 96 hod
1 0,00£0,00  10,00+3,16 0,00+0,00 0,00+0,00 - - - -
2 0,00+0,00  40,0045,16 10,0043,16 10,00+3,16 10,00+3,16 - - -
3 0,00+0,00  50,0045,27 20,00+4,22 20,00+4,22 30,00+4,83 20,00+4,22 - -
4 0,00£0,08  60,00#5,16  40,00+5,16° 20,00+4,22° 50,00+5,27° 20,00+4,22°  20,00+4,22° -
5 0,00+0,00  70,00+4,83 50,0045,27 40,0045,16 60,0045,16 60,0045,16 50,00%5,27 60,0045,16
6 0,00+0,06  70,00+4,83 80,00+4,22 90,00+3,16 60,0045,16 80,00+4,22 80,00+4,22 80,00+4,22
7 10,00+£3,18  80,004,22 90,00+3,16 90,00+3,16 80,00+4,22 80,00+4,22 90,00+3,16 90,00+3,16
9 10,00+£3,18  80,00+4,22 90,00+3,16 100,00+0,00 100,00+0,00 90,00+£3,16  100,00+0,00 90,00+3,16
14 10,00+3,186  80,00+4,22 90,00+3,16 100,000,060 100,00+0,00 90,00+3,16  100,00+0,00 100,00+0,00
A, B, C ... Praméry mezi prekolonizovanymi/prekolonizovanymi variamti viad se stejnym pismenkem nejsou statisticky rozd#déqVA metoda,a=0,05; Tukey HSD test)
Tab. 104. Statistické hodnoceni vlivu sgoke aplikacd. fumosoroseaaS. carpocapsaaia mortalitu larev. molitor
Dny testu 1 2 4 4 7 9 14
MS Df MS df MS F MS F df F df MS F df MS df MS df MS F
Intercept 3 004100 4 028203 5 032153 6 052226 7 057202 7 042858 7 089574 7 947,1 - - -
Error 36 0,03 45 0,14 54 0,21 63 0,23 72 0,28 72 0,05 72 0,16 72 0,00 - -
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Tab. 105. Vliv aplikaces. carpocapsaea index vyvoje infekce (FDI) fumosorosedlf) v raiznych ¢asovych

rozestupech po 14 dnech testu

v teplog 25°C
Dhy FDI (pramer+SD)
kontrola If sim 24 hod 48 hod 72 hod 96 hod

1 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 - - - -
2 0,00+0,00 0,10+0,32 0,10+0,32 0,10+0,32 - - -
3 0,00+0,00 0,20+0,42 0,25+0,54 0,30+0,48 0,20+0,42 - -

4 0,00+0,00 0,55+0,72 0,35+0,7% 0,65+0,7% 0,30+0,63 0,20+0,42 -

5 0,00+0,00 0,80+0,89 0,55+0,76 0,95+0,83 0,90+0,84 0,650,7% 0,90+0,84
6 0,10+0,32 1,20+0,79° 0,95+0,60° 1,15+0,85%° 1,25+0,75 1,25+0,72 1,20+0,75°
7 0,10+0,32 2,00+0,2% 1,40+0,57° 1,40+0,77° 1,35+0,78° 1,75+0,63 1,70+0,7%
9 0,10+0,32 2,30+0,68 1,65+0,34° 1,85+0,58 1,60+0,74° 2,00+0,24 1,80+0,79
14 0,10+0,32 2,60+0,17 1,80+0,53° 1,85+0,5%8° 1,70+0,82° 2,15+0,67 2,10+0,8%

a,b,c ...Priméry mezi prekolonizovanymi/prekolonizovanymi variamt viad se stejnym pismenkem nejsou statisticky rozdiep@rarametricka metoda=0,05 Kruskal-Walligv test)

Tab. 106. Statistické hodnoceni vlivu sgolé aplikaceS. carpocapsana index vyvoje infekce (FDI) fumosorosea riznychéasovych

rozestupech
Dny testu
Parametry 1 > 5 6 7 9 14
df 2 3 6 6 6 6 6
H 3,06 14,39 20,74 27,97 29,86 28,25 39,3 4R7,
P 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
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Tab. 107. Vliv spoléné aplikacd. fumosorose@a S. carpocapsaea mortalitu larev. molitorv riznychéasovych rozestupech (hodnoceno

pomoci LTsg)

Varianta LTso (pramer+SD dny) 4 df Modellofitting
S. carpocapsae 3,14+0,72 0,58 7 0,99
|. fumosorosea 4,46x0,47 1,31 7 0,99
S. carpocapsae |. fumosoroseaim 4,96+0,40 4,32 6 0,63
S. carpocapsae |. fumosorose@o 24 hod 4,20+0,44 0,43 6 0,99
S. carpocapsae |. fumosoroseao 48 hod 4,76+0,57 1,33 S 0,93
S. carpocapsae |. fumosorose@o 72hod 4,95+0,34 0,03 4 0,99
S. carpocapsae |. fumosorose@o 96 hod 4,23+8,91 0,08 3 0,99
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Graf 31. Vliv aplikaceS. carpocapse na index vyvoje infekce (FDI) fumosorose (If) v
riznychcéasovych rozestupech po 14 dnech te teplot 25°C
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dny testu

Uginnost po spokné aplikaci houbyl. fumosorosea S. carpocapsa® riznych ¢asovych
rozestupech se mezi jednotlivymi kombinacer riznych ¢asovych intervalech neliSila |
celou dobu testu. Vyjimkou byl 4. den, ve kterémreamenala nejvyssSi mortalitamostatna
aplikace hlistice. 5. den testu se mortalita IeT. molitor pohybovala wrozmezi 4-70%, i
¢emz nejvysSich hodnot dosahla samostatna aplikisgcé. Naopak nejnizSi mortal
dosahly simultanni aplikace. Po 7 dnech testu sindty mortalt vyrovnaly a dinnost
samostatné hlistice byla postégmiekonana. 9. den testu dosahly varianty sim, 24eh@a
hod 100% mortalitu larev. 14 den testu dosahly st nejvyssi hranicedinnosti varianty
simultanni, 24 hod, 72 hod a 96 I. I. fumosorosedosahla 90% dinnosti.

V souvislosti di¢innosti byl sledovan i parametr Flktery megl za ukol popsat vliv hlistice r
vyvoj houbové infekce. Ze ziskanych hodnot je patriv aplikaceS. carpocapse ha vyvoj
I. fumosoroseazvlast vrané fazi, kdy e houbou infikované larvy dostaly do konta
shlistici bezprosedre po aplikaci do spotmého prosedi. Hodnoty FDI dosahuji Urow
1,80 po 14 dnech, kdeZtosamostatné aplikace se houba za tu samou dobualdstdéiaze
2,60. Taktéz prab¢hu vyvoje \ jednotlivych dnech Ize pozorovat zpomalenyhlgh infekce.
Jestlize u samostatnaplikované |. fumosorosease 7. den vyskytuji larvy porost
kompaktnim myceliem houby, u simultanni aplikaeedetekovat larvy mrtvé indikovanym
pocatkem fistu myceliaPokud se zagtime na vyvoj houby dalSich variantach, da $kei,
Ze zprodluzujicim se intervalem od iniciace houbove&lkake do aplikace hlistice, se zvySu
index vyvoje. Bhem testu Ize pozorovat jisté vykyvy zvkagtvarianty 48 a 96

Z hodnot vtabulce sledujici rychlost fochu infekce vyplyva, Ze nejrychleji dosahlasg
samostatna aplikac§. carpocaps:. Na rozdil od kombinace B. bassian simultanni
aplikace potlaila praib¢h a tim padem i rychlost infekce aispbila spiSe prodlouzeni so.
Z hodnot nelze ani jednoz&v& fici, Zze by Slo o imounerny nist letalni periody s
zvysujicim se rozestupem mezi aplikacemi. Hnaimni variantami se ukazuji byt rozestt
po 24 a 96 hodinach. Ostatni varianty prokazugesphntagonismus spoie komlinace.
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6 DISKUZE
6.1 Hodnoceni kompatibility vybranych pesticidi s hlisticiS. feltiae

Zakladni hypotézou studie zabyvajici se kompdtidhil vybranych chemickych
pesticidi je owfit kombinovatelnost entomopatogennich hlistovelétisami, které jsou
v bézné zemidélské praxi vyuzivané k eradikaci chorob aidth. Sowasti oéreni této
hypotézy je nastimi moznosti nahrady chemickych pesticid integrovanych ochrannych
programech jinymi alternativami, které by mohly tads v gipact neslgitelnosti
(inkompatibility) daného pesticidu s testovanymaugjens.

Helminti vlastni, stej& jako jiné organismy, pro detoxikaci Skodlivych diatradu
mechanismu. Nedavné studie potvrdily, Ze jednimilezitych mechanisih vyuZivanych
helmintimi parazity je i cytochrom P450 (Kerboetifaé 1995; Kotze 1997; Alvinerie et al.
2001). Piperonyl-butoxid je vyuZivan jako synerigish latka viad insekticidnich pipravki.
Tato latka je schopna blokovat cytochrom P450 a tiely detoxifik&ni proces insekticidu v
téle hmyzu. V této studii piperonyl-butoxid #gobil 18,68% mortalitu infelich larev S.
feltiae Studie sledujici vliv této dnné latky na larvy parazitickcyh hlistHaemonchus
contortus a Trichostrongylus colubriformis(Nematoda: Trichostrongylidae) neprokézala
Zadnou toxicitu v davce 20 mg/ml (Kotze et al. 200Bungicidy obeahprokazaly nizky vliv
jak na vitalitu, tak virulencB. feltiae U.l. kresoxim-methyl ovlivnil vitalitu hlistice 8,43%.
Tato &inna latka pat do skupiny chemickych latek strobilurinové poyadtejre jako U.l.
azoxystrobin. Rada studii potvrzuje kompatibilitu azoxystrobinthlistovkou S. feltiae
(Krishnayya and Grewal 2002; De Nardo and Grewl3). Take side effect list firmy
Becker Underwood potvrzuje necilovy vliv U.l. krgsn-methylu na EPNs (Anonym 2009).
U.l nuarimol je dalsi rady fungicidi, ktery prokéazal ve studii kompatibility dokonce
pozitivni vliv nejen na vitalits. feltiae ale také na zvySenou pohybovou aktivitu idfdkh
larev ve vodni suspenzi (data neuvadi). Tento efektl nasledé pravdpodobr ovlivnit i
virulenci infelkénich larev, cozZ bylo patrné zvl&$. den testu virulence na larvdthmolitor,
kdy mortalita larev dosahla 100% hranice. Nuarirpati spolu s U.l. fenrimol do stejné
skupiny chemickych latek (Pyrimidiny). Rovesti dt 61988) potvrdil zanedbatelny vliv
fenarimolu neH. bacteriophora Akaricidy zaznamenaly v této studii pdmeé vyznamny vliv
zvla3e na druhy sledovany parametr hlistovek, tedy nailemci. U.l. tebufenpyrad a
fenpyroximate prokazaly silny negativni vliv na ephost hlistovek detekovat a usmrtit
svého hostitele. Ghtyto 0.l. pati mezi pyrazolové slaigniny se metabolickymcinkem tzv.
inhibitora transportu elektrén v mitochondriich. Tento specificky cinek vede
pravdEpodobré k fadk predevSim fyziologickych zem, které pak mohou vyustit v komplexni
poruchy spojené s neschopnosti hlistovek nalémfikkovat hostitele. V satasné dob jsou
pyrazolové sloteniny studovany pro jejich nematicidnéiiky (Cherkupally et al. 2009;
Katsurada 2009), proto by selbrat ohled na tento faktigejich vyuzivani s IOR.

Ackoliv dlouhodobé uchovani tank-mix $gi pesticid neni sotasti Ezné
zentdélské praxe, pesticidy aplikované doudy vSak mohou Ustavat v kontaktu
s hlistovkami po uitou dobu. DalSi moznosti, jak by se mohly hlisgpwlostavat do
piimého kontaktu sdinnymi latkami chemickych pestididje model typicky zvlagt ve
sklenikovych podminkach, kde vliversastého vitieni ¢i pravidelnou zalivkou rize
dochazet ke smyvani pestigid tim i nadsledny kontakt hlistic a latekvpdre aplikovanych
do fyloplanu. Na zaklad téchto pedpoklad je nutné vychazet ze znalosti @incich
pesticidi na vitalitu a virulenci bioagens a uxwbit tak aplikani davky hlistovek, pafpad
nahradit dany pesticid wipad silného necilového vlivu za vhogai alternativu.
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V navaznosti na tuto myslenku j&eSena problematika kombinace hlistovek s jinym
entomopatogennim organismem v dal&iastech této doktorské prace.

6.2 Hodnoceni éinnosti vybranych druha entomopatogennich hlistic roduSteinernema
proti larvam modelovych Skiidci vlivu prekolonizace piadniho substratu na jejich
a¢innost

V ¢asti zangiené na hodnocengiinosti vybranych druih entomopatogennich hlistic
proti larvdm modelovych s$kich byly v testech pouzivany 2 druhyéZmé masov
produkovanych hlisticS. carpocapsae, S. feltle& 1 druh $. arenariuny druh znamy ale, ve
velkoobjemovem ritku neprodukovany. Cilem tétéasti bylo zhodnotit hostitelskou
specifitu testovanych hlistovek. Z hodnot dgDe patrné, Ze larvyG. mellonellacelkow
vykazovaly vysSi citlivost &i testovanym drulim entomopatogennich hlistic, nez-li larvy
molitor. Zavije voskovy G. mellonelld je obec& povaZzovan za velmi citlivého hostitele
(Anderson and May 1982) a je p&me casto vyuzivan v biotestech jako modelovy
organismus. VSechnyfittestované druhy hlistovek prokazaly vysokou #fink tomuto
hostiteli. Converse and Miller (1999) ve své stutbstovali 4 druhy hlistovek rodu
Steinernema§. glaseri, S. riobrave, S. carpocapse8. feltia¢ proti larvamG. mellonella
Mortalita se u vSech sledovanych diuybo 72 hodinach pohybovala od 48,4-69,7%. V této
studii se mortalita larev pohybovala po 7 dnechutesl 30-100% v zavislosti na druhu a
testované koncentraci. O vysoke citlivosti tohotmstitele swdéi i fakt, ze je
nejpouzivagjSim hmyzim druhem prin vivo kultivace ¥tSiny druhi doposud popsanych
hlistovek. Nejcitliwji larvy G. mellonellareagovaly na drul. arenarium Tento druh
hlistovky pati do tzv. glaseri skupiny (inféki larvy této skupiny jsou jedny z neéjgich,
dosahuji velikosti az 1 mm) a vipde ténet vyhradré napadaji larvyteledi Scarabaeidae
Larvy této ¢eledi se svou morfologii a velikostila priblizuje larvdm zavijgée voskového,
proto pravdpodobr tento druh prokazal tak vysokou afinitu k tomutstiteli. Jako druhym
modelovym hostitelem byly v biotestech pouzity arz. molitor. Larvy tohoto druhu se
vyznauji predevsim silnou sklerotizaci kutikuly. V testechabprokazana nizsi citlivost
larev vi¢i testovanym hlisticim. Ze zji&tych vysledk Izefici, Ze larvyT. molitor prokazaly
nejvyssi citlivost uc¢i S. carpocapsaasS. feltiae Hodnoty mortalit se wthto dvou druh na
konci testu pohybovaly v rozmezi 16-94%. carpocapsag jednim z drub, jez prokazaly
acinnost \aci larvam kovdika (dratov@im) jez jsou pra¥ diky své silné sklerotizaci kutikuly
arad dalSich adaptaciti entomopatogennim organim silng rezistentni (Schalk et al.
1993). Jednim z vystleni této schopnosti napadat i jinak poné odolné druhy hmyzu je
fakt, Ze infekni larvy S. carpocapsa&osahuji nejmensi velikosti v porovnani s ostaitnim
skupinami hlistovek, coz je zvyhigje @i pronikani do hostitele. V protikladu s druheédn
arenarium ktera prokazala jen nizkodidnost vi¢i T. molitor. Mortalita larev u tohoto druhu
dosahla u nejvyssi testované koncentrace pouze 38%io fakt by mohl byt z&finéno
praw velikosti infekénich larev. Jak jiz bylo vySe ziavano velikost infeénich larevsS.
arenariumdosahuje oproti ostatnim &wa testovanym druim dvojnasobné velikosti. Tento
fakt mize hrat velkou roli v pronikani da&la pirozenymi otvory. Podobné fyziologické
bariéry, tedy maly Ustni #tni otvor, se uvadi v souvislosti s larvami kéika (dratovci),
které Ize povazovat za velmi odoln&infekci EPNs pra¥ diky ©€mto predispozicim (Edit
and Thurston 1995). Tato hypotéza je podlozenaidiesmi, které se zabyvajicimnosti S.
arenarium proti larvam jinych Skdci zfadu Coleoptera, proti kterym se jejickinnost
prokazala. Hkladem mohou byt pokusy na larvach brodiazlivce kukiicného Diabrotica
virgifera virgifera LeConte)i larvam krasc&erného Capnodis tenebrionifl.)) (Toepfer et
al. 2005; Del Pino and Morton 2005). Larwchto zastupt hmyzu nedisponuji tak silnou
sklerotizaci kutikuly, proto se u nich prayadobré projevila citlivost wici testovanému
druhu hlistovky. Kroms fyziologickych a morfologickych predispozic by mahhrat
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dulezitou roli i znéna chovani potencionalniho hostitele fitgmnosti patogena jako je to
uvacno v pipact larev ¢eledi Scarabaidae kdy byla po aplikaci entomoparazitickych
hlistovek pozorovana snaha larev eliminovatinge infekénich larev dstnim otvorem
zvySenou kousaci a zvykaci aktivitou (Koppenhofeala2000)¢i zvySenou defekaci u larev
much a vrtalek, které se touto cestou snazily oim@znik infekénich larev EPNgitnim
otvorem (Renn 1998). Lze tedy konstatovat, Ze &eky jednotlivych druli hlistovek
odliSovaly v zavislosti na cilovém hostiteli, cokazuje na rozdilné hostitelské spektrum
testovanych druh Na tento fakt by se &hbrat ohled v pipact aplikace &chto poznatk

v praktickém vyuziti a na zakladéchto vysledk postupovat $ vybéru nekterého z druhu

v cilené ochrah

V ¢asti sledujici @innost hlistovek v profylaktickém pouZziti byl sladm efekt
prekolonizece fdniho substratu vybranymi druhy hlistic. EPNs jsobec pouzivany k
cilené ochra# proti danému Sidci v kurativni forng. Vesngs vSechny dosavadni studie jsou
zaneieny na vysledkyimeé aplikace hlistovek v programech IOR (BegleyQ 9dein 1990;
Ogura, 1993; Parkman et dl993; Georgis and Manweiler 1994; Cabanillas antstBa
1994; Williams and Walters 2000; Jagdale et al420Ricmérg nékteré biologické pesticidy
pi. mykopesticidy na bazi mykoparaziticky¢hentomopatogennich hub mohou byt uzivany
v preventivnivh aplikénich programech a tim poskytovat dostatel ochranu proti
fytopatogennim houbam respektive Skodlivému hmyzwd paéatku. Touto problematikou
se castén¢ zabyva i tato doktorska prace, proto v navaznestizvySovanim dinnosti
profylakticky aplikovanych hub, byla provedena idpbna studie s entmopatogennimi
hlistovkami. Schopnost hulrezivat a pofipad se mnozit na alternativnich zdrojich dava
garanci permanentni ochrany. Hlistovky vSak nedigpo schopnosti reprodukce
v nehostitelskych podminkach diky jejich biologiokyaspekim. Existuje vSakada cest, jak
zvysit jejich &innost. Mezi nejastjSi pati predevSim dodrZzovani zasad vilpfhu aplikace a
post aplikace, dale pouzivani dalSich adjutachemickych pesticid (Head et al. 20009i
popripadt biologickych agens (Agra Gothama et al.1996; Céal. 1996; Baur et al. 1997,
Koppenhofer and Kaya 1997; Koppenhotfer et al. 20B@ppenhodfer et al. 2003).
Predpokladem k této studii byla vSak hypotéza, kteyédhazela z mysSlenky kratkodobé
expozice infeknich larev nehostitelskym podminkam, jez by vedladgataci hlistovek
v nhovém prosedi a efektivnimu osidleni celého prostoru a tirk baaslednému zvyseni
acinnosti po nasledné introdukci hostitelskych laréysledky ukazaly, Ze jednotlivé druhy
reagovaly na prekolonizactizré. S. feltiaejako druh s Usgchy vyuZivany v kurativnich
programech, Ize s Usghem vyuzivat taktéz v preventivnich aplikacichtomto testu doslo
k navySeni od 16 do 24% v zavislosti na testovap@cé&ntraci. Na druhé stranS
carpocapsae prokazala signifikantni sniZzenicianosti (6-16%) po 7 denni expozici
v nehostitelskych podminkach. Tento vysledek jerotibladu s vysledky experimentu
Toepfer et al. (2008), jez Gspe testoval tento druh v preventivni aplikaci v dobeti
kukutice proti larvam Skdce bazlivce kukiicného Diabrotica virgifera LeConte
(Coleoptera: Chrysomelidae). Stgjtak Kim et al. (2004) potvrdil dinnost preventivni
introdukce hlisticeS. carpocapsa& ochrar rostlin vodniho melounu proti larvaBradysia
agrestisSasakawa (Diptera: Sciaridae). SniZzetianost tohoto druhu by mohla bytigitana
tzv. fazovému stdani infektivity (Hominick and Reid 1990). Podltd teorie dochazi ke
sttidani infekni a neinfekni faze u jednotlivit v populaci hlistovek. Podil neinfékich
jednini v populaci se iize nenit v ¢case Bohan and Hominick 1996; Hominick and Reid
1990). Fazove sdani je ovlivieno predevsim pitomnosti vhodného hostitele. Yipads, Zze
maji infelkeni larvy hlistovek neomezenyiptup k hostiteli, nebude v populaci toto fazove
sttidani detekovano. Campbell et al. (1995) testontdkiivitu trech druld hlistovek rodu
Steinernema§q. glaseri, S. carpocapsaeS. feltia@ v pritomnosti dostatmého mnozstvi
vhodnych hostitelskych larev a pdila se mu tento fakt potvrdit. U druh8. arenarium
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ukazal efekt prekolonizace jen velmi nizky vliv é&&nnost. V testech doSlo jen k mirnému
navyseni, jeZ nebylo ani statisticky prokazatehigka (Einnost tohoto druhu je diskutovana
vySe, nicméd tento vysledek ukazuje, Ze by se prekolonizacelonofuzit do uéité miry pro
zvySeni @innosti v gipadech, které by vybwvaly pouZiti jiného druhu hlistovky. Tato studie
demonstruje moznosti preventivnino vyuziti EPNsregpemach IOR, zvla8tv pripadt S.
feltiae Ze studie je patrné, Ze ne vSechny druhy hlisteeaguji na prekolonizaci stejnym
zpisobem, proto by se&htento fakt brat v Uvahu vifpact profylaktického pouziti.

6.3 Hodnoceni vlivu teploty a vihkosti na &innost vybranych druha entomopatogennich
hlistic rodu Steinernema proti larvamT. molitor aG. mellonella

V ¢asti zandtené na hodnoceni teploty a vihkosti &ndost vybranych druhEPNs,
byl testovan vliv dvou nejvyznamysich abiotickych faktar. Teplota a vihkost jsou jedny z
vyhledavaci schopnost, patogenitu &zivani hlistovek. Cilem prace bylo definovat, za
jakych podminek je dinnost vybranych druhomezena a jestli se reakce na stres v pbdob
shizené vihkostki teploty liSi v zavislosti na testovaném druhu.

Pida je girozenym prosedim pro EPNs, zaroiiejde vSak o slozity komplex
navzajem provazanych slozek jak biologické, chemiek fyzikalni podstaty. VSechny tyto
slozky hraji dlezitou roli v gezivani nejen hlistovek, ale cetady dalSich organisin
(Poinar, 1990; Hominick et al 1996). V této praci byly studovany dva kokrer
produkované druhy hlistovelS. feltiaea S. carpocapsaeS. feltiaeprokazala v této studi
velmi dobrou toleranci &i nizkym teplotam. Tato tolerance byla demonstravagsokou
acinnost vi¢i obéma drutim studovanym hostitelskych larev. Yipadt testi na larvachG.
mellonelladosahla ginnost tohoto druhu dokonce vysSich hodniotigpot 15°C, nez-li pi
25°C. S. feltiaeje druhem doke adaptovanym na chlagjgi podminky. Také Chen et al.
(2003) potvrzuje ve své praci, Zze se tento drulepilojako neji&inngjsi vici larvadm Delia
radicumv teplotach 10°C.S. carpocaspaspolu se déma dalSimi testovanymi druhy v té
samé studii prokazalyinnost az pi teplotach vyssich 15°CS. carpocapsagaznamenala v
této studii nejvySSi dinnost @ nejvySSi testované teptot(25°C). Tento vysledek
koresponduje s faktem, Ze tento druh vlastni vélrké reproduéni teplotni rozmezi (Grewal
etal., 1994). Podobné vysledky jsou prezentevanpriaei Toledo et al. (2009), ve které byly
testovany i tepoty 19, 25 a 30°C. Testy na larvaclnastrepha obliqua(Diptera:
Tephritidae) prokazaly jasny vliv snizené aktivy carpocapsae@e sniZzenych teplotach.
Stejre tak ve studiVegaet al. (2000), ve které byly testovany dva km&nygarpocapsagez
shodré zaznamenaly ip 11°C pouze 8% dinnost proti larvam obate jabléného Cydia
pomonella(L.)). V ¢asti prace zabyvajici se vlivem vihkosti naniost obou druin hlistovek
byla potvrzena pozitivni korelace mezi snizenowinlau vihkosti a efektivity obou druh
Tyto vysledky koresponduji i s vysledky dalSichaaut(Townsend et al. 1998; Grant and
Villani 2003). Nizka urovi vihkosti v prvnich 7 dnech testu vyr&zpotl&ila schopnost
obou druli infikovat jak larvy G. mellonella tak T. molitor. Po znovu nabyti vhodnych
podminek doSlo v ibéhu 14 dni k rapidnimu n@stu &innosti u obou testovanych driuh
Obdobné vysledky jsou prezentovany ve studii Geard Villani (2003). Ti sledovali vliv
raznych arovni vlhkosti nadinnost ggti izolath EPNs. Z vysledk vyplynulo, Ze hlistovky
reagovaly negativhna nejnizsi hladinu vihkosti (6%) nejniz&innosti. Po rehydrataci 7 den
testu vSak &innost vSech studovanych dfuldosahla 100% mortality lare@. mellonella
V optimalnich podminkach (15%) vSak hlistovky zameaaly jiz po prvnim tydnu testu
maximalni @innost. Stejné zawvy byly dosaZeny i v této studii. Zajimavym faktergak
bylo, Ze S. feltiaereagovala na vlhkostni stres mnohem lépe, Sekarpocapsaejez je
povazovana obeérza druh tolerantni k vihkostnimu stresu (Glaz€82). Tento poznatek je
pri¢ithn gedevSim potravnimu chovani tohoto druBu.carpacapsage tzv. ambusher, jez
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uziva k detekci svého hostitele strategii ,sit avait®, pri které je €lo infekeni larvy z 95%
exponovano ve volném prostoru, coZz napomaha todrutou napadat hmyzi larvy pohybujici
se €sre po padnim povrchu. Toto chovani vystavife carpocapsaextrémnimu nedostatku
vihkosti a tim padem i rychlému vysychani (Camplaeitl Kaya 2000). Proto jsou vSechny
hlistovek ze skupiny ,ambusher* povazovany za @ogh tolerantni ke snizené hladin
vihkosti. SniZzena vlhkost vSakuie u hlistovek navodit stav kviescence. Tento jgv b
dokumentovan uady parazitickych i vol& Zijicich ha’atek (Womersley et al. 1998). Na
rozdil od S. feltiae kterd reaguje na zhorSené vihkostni podminigsymem do hlubSich
vrstev midy. Tato reakce jim umaiije zistat aktivigjSimi a tim padem i infelaimi (Lewis,
2002). Po znovunabyti optimalnich vlihkostnich padrk doSlo k signifikantnimu zvySeni
acinnosti. V @gipadt larev G. mellonella bylo dokonce zji&ho navySeni &nnosti
Vv porovnani s daty ziskanymi z testu, jez jiz odgbku probihal v optimalnich podminkéach.
Toto navySeni &innosti mohlo byt zfisobeno prostym zlepSenim vihkostnich podminek a tim
padem i aktivaci vyhledavaci aktivity u obou stuglogch druli. Druhym, neméh
podstatnym faktorem je faktor stresu hostitelskigchv. Fyzikalni stres mohl v tomtdipact
hrat vyznamnou roli. LarvyG. mellonellajsou obecté povazovany za velmi citlivé i¢i
stresovym podminkam, nicm&nfyzikalni ¢i chemické stresy obe&nzvysuji citlivost
obrannych mechanidimak u rostlin, tak Zivéichi vaéi infekcim a patogeim (Daane and
Williams, 2003; Pickett et al., 2003; Shibata, 200Brown et al. (2006) prokazal vliv
teplotniho Soku lareV. molitor na naslednou citlivostii infekci hlisticiH. bacteriophora
Vyznamnym zji&nim této ¢asti bylo, ZeS. feltiae na vlhkostni stres reagovala
mnohem |épe, nez-IB. carpocapsagejeZz je povazovana diky své potravni strategii za
adaptabilgjSi v podminkach rapidniho vysychani. DalSim nefrgodstatnym poznatkem je,
Ze vcasti sledujici vliv teploty na dnnost hlistovek dokazala zvySend koncentrace
aplikovanych hlistovek nahradit docité miry snizenou dinnost v teplat 10°C. Tento fakt
by mohl hrét roli v systémech, kde by teplota mdhalimitujicim faktorem a kde by pouhé
navySeni aplikéeni davky hlistovek mohlo snizit negativni vliv nyzk teplot na &nnost
vici cilovemu Skdci.

6.4 Hodnoceni dinnosti vybranych druhd entomopatogennich hub a vlivu
prekolonizace pidniho substratu na jejich (€innost via¢i larvam T. molitor

Entomopatogenni houbygrstavuji obeaghvelmi studovanou skupinu mikroorganigm
zvlaS& B. bassiana a |. fumosorosea, jez pati mezi nejprostudovaisi druhy
entomopatogennich huliivec. Oba druhy maji Siroké hostitelské spektrunajase snadno
kultivovat na umndlych Zivnych substratech. Kramtohoto a vyhod spojenych s jejich
necilovym misobenim a ekotoxikologickych vlastnosti, jsdadqu&eny k cilenému vyuzivani
v ochrag rostlin ged celoufradou Skdci. Hlavnim zamrem této studie bylo porovnat
acinnost obou vySe zmovanych drubi vaéi larvam T. molitor jako modelovym hmyzim
Skidcem, jehoz larvy disponuji silnou sklerotizaciikuly. Jak uz byloreteno, oba druhy
hub testovanych v této praci vlastniitg hostitelské spektrum. Houby komplexu druhu
fumosorosegsou houbami Siroce rozéhymi, jejichZz dinnost byla prokazanaiwi larvam
motyli, ttasrenek, mSicim a roztaim. (Castineiras et al. 1996; Mesquita et al. 19%6g
and Vandenberg 2001; Shi and Feng 2004), avSakiwsiosti s pirozenym hostitelskym
spektrem tohoto patogena byla potvrzersmdé vazanost zvlaSs populacemi moliBemisia
spp. aTrialeurodes vaporariungLacey et al. 1996; Lacey et al. 200B).bassianavykazuje
taktéz statut entomopatogena Sirokého spektra bathpdh hostitel, avSak spektrum tohoto
patogena je mnohem SirSi nez druhufumosorosea Krong radi Diptera, Hemiptera,
Homoptera, Lepidoptera je také evidovan jako patoga@okého spektra drihiadu
Coleoptera. Rkladem je Usgsné vyuziti této houbyii bazlivci kukui¢némuDiabrotica
virgifera virgifera (Chrysomelidae) (Mulock et al. 2001; Bruck et2002; Pilz et al. 2007),
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bélokazu Scolytus amygdali(Scolytidae) (Batta 2007), lykoZroutu smrkovemnips
typographug(Scolytidae) (Kreutz et al. 2004) nebo smol&kssodes strob{Curculionidae)
(Trudel et al. 2007). Z vysledkstudie vyplyva, Ze u obou sledovanych driyla rychlost
vyvoje houbové infekce a mortalita larew¥irpo umérnad koncentraci houbového inokula
aplikovaného doidniho substratuMichalaki et al. (2007) prokazakimnostl. fumosorosea
na larvachrribolium confusumMortalita larev se po 7 dnech pohybovala pod Gr@0%, po
14 dnech vSak dosahla 100%. Podobné vysledky dazeny i v této studii, kde mortalita
larevT. molitorkolisala v zavislosti na aplikovanémdho spor od 4-68% po 7 dnech a od 56-
100% po 14 dneclB. bassianase projevila taktéz jakocinny biogens a po 7 dnech byl& p
koncentraci 1x1D spor/ml fidy zaznamenana 28% mortalita larev. Podobné vygledk
prezentoval Geden and Steinkraus (2003), jez takt@? kmeri houbyB. bassianavici
larvdm potemnika stdjovéhdlphitobius diaperinus(Panzer)) (Tenebrionidae). Mortalita
larev se i koncentraci 1,5x1Dspor/g pipravku pohybovala po 7 dnech testu v rozmezi
20,5-100% v zavislosti na kmeni. St&jtak v testu proti larvam potemnika skladistniho
(Tribolium castaneun(Herbst)), ve kterém byly testovanyizné kombinaceB. bassiana

s esencialnimi oleji proti tomuto &dci. ZjiSttna &innost této houby se pohybovala
v rozmezi 0,5-67,5% po 8 dnech testu v zavislostivarian¢ (Akbar 2005). V testech
porovnavajici ginnost obou druln hub pouzZivanych i vtéto doktorské praci ke
fumosoroseaprojevila jako @inngjSi. Tento vysledek je v protikladu s vysledky séud
porovnavajici tinnostB. bassianaal. farinosusvigi lykoZroutu borovémulps sexdentatus
boerner) (Coleoptera: Scolytidae) v davce Bxdior/ml suspenz&. bassianazpisobila po
10 dnech 90-97% mortalitu v zavislosti na kmenieXd . farinosus45-67% (Draganova
2006). Naopak studie sledujici vIB. bassianaal. fumosoroseana mortalitu itetiho instaru
nymf molice sklenikovéTrialeurodes vaporariorum{Homoptera: Aleyrodidae) Bemisia
argentifolii prokazala vysSi dinnost l. fumosoroseaPoprawski et al. 200; Wraight et al.
2000). Vysledky vtéto experimentalntasti prokazaly vysokou c¢innost houby I.
fumosoroseavici larvam T. molitor a ukazaly tak, Ze by se tento druh dal gdspm
pouzivat i proti Skdcim fadu Coleoptera.

V ¢asti zabyvajici se hodnocenim vlivu prekolonizakgngho substratu na schopnost
hub namnozit se vém byla studovana moznost profylaktické aplikace lsubaslednym
hodnocenim jejich dinnosti. Statut entomopatogennich hub jako “patoperyzu” je v
poslednich letech pa¥mé diskutovan a z nedavnych studii vyplynulo, Zenstdi statutem
nesouvisi a nebo souvisi jen Hepo. Rikladem mohou byt studie zabyvajici se
monitoringem jejich vyskytii v posledni dob tolik diskutovany statut rostlinnych endaoiyt
(Vega 2008). Schopnost entomopatogennich liebiyat v nehostitelském prostli (v pide)
je doloZenaadou studii zabyvajici se monitoringem jejich vytsk{Keller and Zimmermann
1989; Mietkiewski et al. 1997; Vanninen 1995; CHanet al. 1997). Déle fakt, Ze je mozné
EPFs produkovat na witych zivnych meédiiciti na girozenych substratech potvrzuje jen to,
Ze jsou schopny v nehostitelském predt gezivat, ale i se vém mnozit. V girodnich
podminkach na spory entomopatogennich higobpitfada biotickych a abiotickych fakir
které vyrazg ovliviuji denzitu a kideni spor (Walstad et al. 1970; Lingg and Donaldson
1981). V porovnani s pokusy, které probihaly veilsiepadé, kde se tyto fungistatické
acinky ,nesterility* neprojevovaly. Stefntak mohou mit na perzistenci addni spor vliv
externi nuténi zdroje,¢i pritomnost hostitele. Tyto faktory mohou pozitévavlivnit kli¢eni
a néslednou kolonizaci présti entomopatogenni houbou. Pokusy prémédv této préaci,
probihaly v idnim substratu specid@rptipraveném ze sisi péstebniho substratu a pisku.
Navic byl tento substrati@d kazdym pokusem dllladné vysterilovan. Vysledky této
experimentalntasti inaseji zajimave zévy. Oba testované druhy entomopatogennich hub
se byly schopny v nehostitelském namnozit a zwgkitkoncentraci spor inokulovanych do
pudy od p@atku testu az o dviidy. Z hodnot vSak nelze jednoznétici, zda nefitomnost
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hostitele zvysila/snizila mnozstvi CFU/ml ziskanycpidniho vyluhu. Ekesi et al. (2003)
zaznamenal v testech sleduji¢ininost M. anisopliaevici larvam vrtule tediové Ceratitis
capitatg signifikatni navySeni mnozstvi spor jednoho kmemeoti ostatnim testovanym
kmemim v pivodré aplikovaném titru spor. Nebyl vSak schopen totwySeni logicky
odavodnit. Podobné vysledky navySeni denzity spoticdkpbez zdivodreni prezentoval i
Muller-Koégler and Zimmermann (1986) v pokusecB.sbassianajak v polnich tak
laboratornich pokusech. Obe&cnSak auté konstatovali, Ze se podil spor ugg v case
shizuje, nebt béhem sledovani doslo k poklesu houbového inokul@dé p dva azit rady

(z pavodni 16/g pady na 16-10° g/pidy). TaktéZ ve studii sledujici perzistefcibrogniartii

po aplikaci do prosédi v nepitomnosti hostitelskych larev chrousta obecnéiel¢lontha
melolonthd byl prokazan signifikantni pokles inokula wd¢ (az o 90%). V pdach

s vysokym obsahem organické hmoty byl tento pokieshem vyrazgsi. Podobné vysledky
jsou prezentovany v souvislosti s perzistenci $hobassianaymem autak Gaugler et al.
(1989) ¢i Storey (1989). Naopak oM. anisopliae je znamo, Ze je schopné‘epivat

v nehostitelském pragdi mnohem déle nez ostatni druhy entomopatogeihuiztiVanninen

et al. 2000). D&asné navySeni denzity tohoto druhu viftepnnosti hostitele bylo
zaznamenano ve studii Fargues and Robert (198%), vigswtlili toto navySeni
mikrocyklickou konidiaci nebo je mozné, Ze se vstili mohl vyskytnout jiny citlivy
hostitel (Vanninen et al. 2000). Pokusy této experitalni¢asti probihaly v kontrolovanych
podminkéach, a tudiz Izergpokladat, Ze na spory aplikovanych hubtsepily pirodni vlivy
abiotickéhati biotického charakteru. Experiment probihal dol@rmptimalnich vihkostnich
a teplotnich podminkach, navic ve sterilridp s obsahem organického materialu. Tyto
piedpoklady mohly vést pragdodobré k saprotrofickému namnozZeni houby na zdrojich
organického materialutniho substratu. DalSi uvazovanou moznosti mohtp &y fist a
namnozeni hub mohlo byt podeoo gitomnosti svieek larev T. molitor, které mohly
slouzit jako vhodny nuténi zdroj navic s obsahem chitinu. Smith and Gru88() prokazali,
Ze kli¢eni a fist B. bassiange ovlivnéno gritomnosti dusikatych a uhlikatych latek. Uhlikaté
sloweniny musi byt itomny ve fazi kiéeni a dusikaté latky jsou nutné pro nasledny vyvoj
houby. Jak studie ukazala, pro utilizaci dusikwabdybuba schopna vyuZzit jak organickych tak
anorganickych zdrgj Zawrem Slo tedy konstatovat, Be bassiandyla schopna udrzet se a
vyvijet se v tiznych prostedich, které poskytuji zakladni Ziviny pro jejepivani.

DalSi ¢ast prace se zabyvatannosti profylakticky aplikovanych hub a vice nién
navazovala a roz&%vala poznatky studie ipdchozi. V tétocasti se poddo potvrdit
zvySenou tdinnost obou druin hub preventiva aplikovanych do fdniho substratu. Jak
fumosorosea tak B. bassianazaznamenaly signifikantni navySentinnosti a to jak
v parametrech kumulované mortality, tak v indexul.FDento efekt se projevil zvlast
u nizSich aplikovanych koncentraci. Tento poznatek dilezity zvlas¢ z pohledu
ekonomickeho, kdy profylaktickou aplikaci nizSi #givspor entomopatogennich hub
dosdhneme ve finale srovnatelnaiinfost jako v kurativnim oS&tni davkou o &kolik radi
vySSi. Nehled na dalSi mozné pozitivni necilovéiniky, jez byly pozorovany v praci Bohata
(2005) v souvislosti s aplikati fumosoroseana kolonizaci rostlin a nasledny vyvoj populaci
molice sklenikové T. vaporariorum) na sazenicich okurky setéii Fsledovani pibé¢hu
kolonizace rostlin se dosigi molice sklenikové zammné vyhybaly oSaenym rostlindm.
Preference res. avoidance tohoto typu byla v ppdtugaznamenana opako¥am potvrzuje

VVVVVV

Na uplny z&wr této casti prace zagtené na studium dinka I. fumosoroseaa B.
bassianalze konstatovat, Ze se pdda prokazat vysokou dinnost obou druin hub \aci
larvamT. molitornavic posilenou profylaktickou aplikaci.
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6.5 Studium interakci mezi entomoparazitickymi hliicemi a entomopatogennimi
houbami v padnim substratu a detailni ndhled na Bimou interakci mezi S. carpocapsae
a entomopatogennimi houbami

Diky politice prosazujici biologické ifstupy vieSeni problén s vyznamnymi
hmyzimi Skidci se v poslednich letech zajem o kombinace erpategennich organisim
vyrazre zvysSil. Zvlasté lze pozorovat tento trend wipadct entomopatogennich hub a
hlistovek. VSechny doposud publikované prace shraygledky jak laboratornich, tak
polnich pokug a zabyvaji se vlivem kombinace na celkovou mduaiimyziho Skdce. V
této ¢asti praci je kladentsaz na detail&§Si charakteristiku vlivu kombinace a zastoupeni
jednotlivych agens na mortalithostitelskych larev. Navic byl sledovan vliv prekdzace
pudniho prostedi ol#ma entomopatogeny na vySe amiané charakteristiky.

Do kombing&nich tesk byl z hlistovek vybran druls. carpocapsaeneba prokazal
vici larvdm T. molitor nejvyssi dinnost (viz. 6.2.). Tento druh byl nasledévtestovan
v kombinaci jak 8. bassianatak sl. fumosoroseaZ vysledki vyplyva, Ze po 7 dnech testu
v kurativnich kombinaciigvazovaly antagonistické vztahy (tzn. spgoke kombinace dosahla
nizsi &innosti, nez-li samotna aplikace jednoho z agens) gk u simultanni, tak delay
varian€. Kaya (2002) uvadi, Ze antagonistick&ispbeni mezi entomopatogennimi
hlistovkami a jinymi patogeny jefiguzovano pedevsim neffmym interakcim, které jsou
spojeny s kompetici o potravni zdroje ve spodan hostiteli. Tyto jevy se vSak obé&cn
projevuji vlivem na vyvogi reprodukci hlistic a ne na schopnost hostiteldjea V této praci
byly zaznamenany po 14 dnech, az na péar vyjimeikivadinterakce. Podobnécinky byly
potvrzeny i Shapiro- llan et al. (2004) v testech larvachCurculio caraye(Coleoptera:
Curculionidae), ve kterém bylo proti larvdm tohdkiidce testovana kombinade indica
neboS. carpocapsas houbamB. bassianaM. anisopliaeci P. fumosoroseaMortalita larev
byla zji¥ovana po 14 dnech a ve vSech sledovanych kombmagc@mme H. indica sM.
anisopliae byl zjiS&no antagonistické sobeni kombinaci jednotlivych agens. Nicrén
vétSina doposud publikovanych studii potvrzuje spasitivni aZz synergistické vztahy v
pusobeni mezi aplikovanymi houbami a hlistovkami.dkysech Ansari et al. (2004, 2006)
byla testovana tymem autokombinaceM. anisopliaesH. bacteriphoraci S. glaseriproti
larvam Hoplia philanthus(Coleoptera: Scarabaeidae). Zjig vysledky v polnich pokusech
potvrdily aditivni az synergistickéupobeni obou agens na mortalitu larev chriauStejré
tak v boji proti larvam lalokonosce liBleového Qthiorhynchus sulcatyszaznamenala
kombinace houb. anisopliaea tech drulii hlistovek vesr#s synergistické &inky (Ansari
et al. 2008). Ve variatt kde byl testovan profylakticky vliv aplikace nastednou &innost
kombinovanych bioagensigvaZzovaly, na rozdil od kurativni aplikace, jiz potatku testu
aditivni vztahy a to jak u kombinaceBs bassianaak |. fumosoroseaRozdilnost v dinnosti
mezi olgma variantami je vysilitelna zvlas¢ pohlédneme-li na strukturu populace. Diky
namnozenému houbovému inokulu dadp, byly larvy vystavovany vyraznému inf&kimu
tlaku a tim padem se v prekolonizované vatantskytuje nejen vy3Si mortalita, ale z vice
nez 90% se na této mortdlipodilely pra¢ entomopatogenni houby. Struktura populace u
varianty bez prekolonizace po 7 dnech poie®étkombinaci bioagens prokazala vyssi podil
hlistovek na celkové mortalifarev. Barbercheck and Kaya (1990) ve své stumtirgili ten
samy zawr. V pokusu byl testovan vliv simultdnnni aplikaBe feltiaeneboH. heliothidis
s houbou B. bassianana larvy G. mellonella 3 dny od iniciace testui@vazovaly
v populacich larev jedinci infikovani vyhraghlistovkami. Tento jev je snadno vysiitelny
biologickymi atributy, kterymi hlistovky obe&noplyvaji. Diky jejich schopnosti napadat a
usmrtit svého hostitele v pame kratkéméasovém intervalu je tato schopnéasdi mezi silné
kompetitory v porovnani s houbami, u kterych infekprobiha nesrovnatelnpomaleji.
Dulezitym faktorem, ktery hraje v kolonizaci hostédilistovkami jsou symbiotické bakterie.
Ty produkuji po proniknuti do hostitele celdadu toxiri a latek antibiotické povahy, jez
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dokazi potlait rast a vyvoj dalSich moznych konkuggrich mikroorganisrn Takeé
Barbercheck and Kaya (1990) potvrdili antagonistigktah mezi symbiotickymi bakteriemi
Xenorhabdus nemathophilasX. luminescengsyn. Photorhabdus luminescena houbouB.
bassiana Primarni forma bakterii signifikantnovlivnila rist entomopatogenni houby.
V zawru testu se po 14 dnech podil hub v kombinovanyockupech navysil, zviaStve
variant sB. bassiange tento posun patrny. Tentoipeh infekce by mohl byt vysstlen tim,
Ze hlistovky realizovaly s potencial v prvnich fazich testu a jejicinnost pak setrvavala
na stejné drovni az do konce. Houby na druhé &tdokazaly vyuZit potencialu larev
hlisticemi nenapadenymi a doslova ,vychytat” zigdigave larvy potemnika moéného.

Lze tedy konstatovat ze zj#tych vysledk, Ze mezi houbami a hlistovkami
pievazovaly spiSe vztahy antagonistické. Neznamendak, Ze by bylo vhodné vyhnout se
kombinaci &chto dvou skupin bioagens vipact praktickych aplikaci. Diky rychlémuiinku
hlistovek by se tohoto efektu dalo vyuzit v rychlkorativnim zasahu proti danémuadki.
Hlistovky by tak mohly psobit na pdatku ochranného ogani a houby by pak poskytovaly
naslednou perzistentni ochranu. &kaliv by doslo pravépodobrt ke kompetici obou
bioagens v progdi, dokazaly by poskytnout dlouhotrvajici a ef@kitiochranu.

V navaznosti na fgdchozi studii byl proveden experiment, jenZz bylozen na
piimych interakcich obou entomopatogennich agensn&Ksomultanni aplikace byl zvolen i
model s iznymi ¢asovymi rozestupy mezi iniciaci houbové infekcantmodukce hlistovky.
V pokusech byly sledovany krankvantitativnich charakteristik (celkova mortalaal Tsg)
také kvalitativni (vliv hlistovek na vyvoj entomdpgennich hub). VIivS. carpocapsa@a
Vyvoj entomopatogennich hub byl zaznamenavan porstginice FDI. Snahou tohoto
experimentu bylo detaiffi nahlédnout do interakiho systému houba/hlistice/hostitel a
urcit, zda se tento systéemeémi v zavislosti na nasovani, resp. zda se kompetice obou
patogeri ve spoléném hostiteli mini ve prospch jednohati druhého patogena v zavislosti
na odstupu mezi jednotlivymi aplikacemiriffbsem tétocasti je i pongrné detailni
pozorovani vyvoje infekce gase.

Z hodnot LT pro kombinaci 8. bassianase jash prokazal vliv simultanni aplikace
na zkraceni periody infekce. Hodnota letalniho rirdki se v porovnani s aplikacemi
samostatnych agens viditélakratila. Podobné vysledky prezentuji i Acevedalet(2007).
Se zvySujicim se odstupem od iniciace infekce houbmaslednou introdukci hlistovky se
interval pro infekci prodluZzoval. Barberecheck afaya (1990) ve svém pokusu prokazali
signifikantni vliv odalenych aplikaci hub a hlistovek na rychlost vyvijekce na larvach
G. mellonella Hlistovky byly aplikovany v rozestupu od nultédo patého dne od iniciace
houbové infekce a s prodluzujicim se rozestupemadost infekce signifikanthprodluzila.
Stejre tak Zayed et al. (2007) uvadi urychleni infekgeodol® navySeni mortality lare.
mellonella po spoléné aplikaci hlistovekH. bacteriophora nebo Steinernemasp.

v kombinaci 8B. bassianaU I. fumosoroseae tento trend tak vyrazmeprojevil. Zde byl
naopak detekovan vyrazny negativni vliv simultaraplikace na hodnotu lg§, jez
dosahovala vysSich hodnot v porovnani se samostaggylikacemi jednotlivych agens. Tato
negativni interakce by mohla byt tgmbena uitym druhem toxid, které jsou
entomopatogeny produkovany po iniciaci infekceré\ind Vandenberg (2001) prokazali, ze
n¢které kmenyl. fumosorosegsou schopny penetrovat do hemocelu hostiteleein 22
hodin. V této dob je penetrujici hyfa schopna produkowatlu inhibénich latek, které by
mohly pisobit antagonisticky s latkami, jez produkuji syotlwké bakterie
entomopatogennich hlistovek. Tak by mohlo dojivk&emné redukcithto toxickych latek
v hostiteli a tim i ke snizeni potencialu k usmickastitele (Akhurst 1982; Webster et al.
2002).
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Krom¢ vySe zmihovanych kvantitativnich charakteristik byl sledoviarliv hlistovky
na vyvoj entomopatogennich hub. Z celkového mnézstgud publikovanych praci se jen
velmi malac¢ast zabyva touto problematikou. Z vyslédiéto studie vyplyva, Ze hlistovky
signifikantre ovlivnily vyvoj obou studovanych drdhhub. Tento efekt je nejvice patrny
v simultanni aplikaci, kdy byly shodru obou variant detekovany vgvazné wtsiné pripad
larvy jen se slabym péstanim mycelia na povrchu. Obéclze fici, Ze v ranych fazich
houbové infekce nebyly houby schopny konkurovatadapi hlistovkami. Te#éh na 60%
hmyzich larev U. fumosorosea 40% uB. bassiangbyl Us@Esne realizovan vyvoj hlistovek,
zbytek larev vykazoval symptomy typické pro infekeymbiotickymi bakteriemi rodu
Xenorhabdus | pres to se v3ak na larvach vykazujicich symptomykaodezpisobené
vyhradrg hlisticemi, objevovaly znamky slabéhistu mycelia. K podobnym zésim dosel
Zayed et al. (2003), kie detekovali paty den po spohe infekci slaby st myceliaB.
bassianana larvach infikovanych hlistovkami. Tym autoBarbercheck and Kaya (1990)
prokazal, Zze houby nebyly schopny realizovailj sxvoj v prostedi jiz od pgatku testu
kolonizovanym hlistovkami. Se zvySujicim sgasovym odstupem od iniciace houbove
infekce a nasledné introdukce hlistovek se tentoépasak obracel ve progph houbového
patogena. Tento poznatek potvrzuje i tato studehahuz po 24 hodinach byly houby
schopny realizovat vyvoj na stup@,15 uB. bassianal. fumosoroseae v konkuretnim
prostedi dokazala prosadit aZipdstupu 96 hodin, kdy hodnota FDI dosahla 2,R&0.
bassianacelkow prokazala vysSi schopnost konkurence, fieglaznamenala gatky vzniku
reproduknich atvafi na povrchu mycelia jiz ip 48 hod odstupu. V populaci larev se
vyskytovalo jen 30% larev vykazujicich @Spou infekci hlisticemi. Ve variahts 96
hodinovym odstupem se larev se zjevnou infekcitditkami objevilo uz jen 10%B.
bassianav této variant zaznamenala na&tsing larev plré sporulujici mycelium aiblizila
se tak hodnotam dosazenym v samostatné aplikdomosoroseae prokazala jako druhem
mére konkurence schopnym. Jeji vyvoj vyrézovlivnén piéitomnosti hlistic po celou dobu
testu. Zarove vSak nebyl prokazan signifikarggi vyskyt larev s asggnou infekciS.
carpocapsae Z celkového p&u usmrcenych larev se u varianty 96 hod jen u X0étch
uvolovaly infekéni larvy do okoli. Tato situace je praypbdobr zagicinéna
antagonistickym fisobenim mezi atma patogeny. Hlistovky mohly sice @Spe proniknout
do pedem fungalni infekci oslabené lardy molitor a mohly dokonce do &ité miry
kooperovat ve spot@ém prostedi, ale diky jiz porrné pokrcilé kolonizaci hostitele
houbou, nemohly realizovat §wyvoj do konce (Kaya 2002). dezitou roli @i tom mohly
hrat opravdu latky produkované samotnou houbougthabkteré houby rodPaecilomces
resp. Paecilomyces lilacinuge povazovan za nematofagni druh (Dube and Sn8b;1
Bonants et al. 1995; Al-Raddad 1995) s produkdiy lytickych latek, jez pomahaji tomuto
druhu @i pronikani do vajiek fytoparazitickych nematod (Khan et al. 2003).

Z vysledki vyplynulo, Ze houby jsou schopny konkurovat nep spoléném
prostedi (viz. ¢ast diskuze zabyvajici seignosti kombinace hub a hlistovek &dmim
substratu), ale jsou schopny za jistych okolnostikkirovat i ve spol@ém hostiteli i s tak
agresivnimi kompetetitory, jakymi hlistovky bezespgsou, diky schopnosti kolonizovat
rychle svého hostitele a pomoci antibiotické akgigiymbiotickych bakterii vylatit houby( i
jakékoliv jiné mozné mikroorganismy z osidlenéhogifedi. Na zaklag téchto vysledk Ize
také fici, Ze ne vSechny entomopatogenni druhy hub seagheoe spoléném prostedi
s hlistovkou stejh a Ze existuji pravgpodobr jisté skryté mechanismy, kter&i vztahy
mezi jednotlivymi druhy entomopatogenvniti spol&ného hostitele.
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7 ZAVERY

1.

2.

10.

11.

12.

13.

14.

Vitalita hlistovkyS. feltiaenebyla ovliviéna studovanymi druhy pesticid

V testech virulence vykazaly vyrazny negatividingék &inné latky fenpyroximate a
tebufenpyrad.

VSechny druhy entomopatogennich hlistovek prokazgdpkou @innost vac¢i larvamG.
mellonella.

Larvy T. molitor vykazaly vysSi odolnostidi testovanym druiim hlistovek, nejnizsi
Gcinnost proti tomuto kdci zaznamenal&. arenarium.

V profylaktické aplikaci reagovala zvySenintinnosti S. feltiag naopak sniZzenou
acinnost zaznamenal drih carpocapsae.

Vysledky studie sledujici vliv teploty n&idnostS. feltiaea S. carpocapsaekazaly, Zze
oba druhy vykazuji # 25°C srovnatelnou dinnost, v nizSich teplotach se projevila
jednozné&né ueinngjsi S. feltiae

Nizka vlhkost ma vyrazny vliv nacinnost S. feltiaea S. carpocapsaeFri zpétném
dovihéeni se dginnost vic¢i larvdm G. mellonellau obou drufi hlistovek navysila. Ur.
molitor se tento trend neprojevil.

S. feltiaevykazala vyssSi toleranciwi nizké vihkosti v porovnani s&. carpocapsae.

Entomopatogenni houbl fumosoroseaprokazala vySSi dinnost v biotestech proti
larvdmT. molitorv porovnani 8. bassiana.

Byl potvrzen vyrazny pozitivni vliv prekolonizaceugniho substratu na ¢iinnost
entomopatogennich hub.

Oba druhy testovanych entomopatogennich hub se Isthopny namnozit
v negitomnosti hostitele.

Pfi kurativni aplikaci entomopatogennich hub v konaloinse S. carpocapsaebyly
zaznamenany v gatku testu fevazri antagonistické vztahy mezi @bha bioagens. Na
konci byly zaznamenany spiSe interakce aditivniclaové mortalit se podilely v prvé
fazi hlistovky. Pozgi dosSlo k vyraznému navyseni podilu fungalni irdek

V profylaktickém pouziti obou entomopatogennich regéyly zaznamenany u vSech
kombinaci aditivni interakce. Na celkové mortalge po dobu celého testu podilely
vyhradré entomopatogenni houby.

V pokusech zagtenych na obecnou charakteristiku interakci mBzibassinaa S.
carpocapsassimultanni aplikace viditetnurychlila pibéh infekce. Ostatni kombinace
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spiSe prodluzovaly dobu k usmrceni hostitele. S&Swicim se odstupem od spaté
aplikace se vyvojfiblizoval hodnotdm samostatné aplikd:ebassiana

15. S. carpocapsag kombinacis |. fumosoroseapomalila pibéh infekce.S. carpocapsae
vyrazre ovlivnila pribéh vyvojel. fumosoroseaa larvachr. molitor.
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8 SUMMARY

The present definition of Integrated Pest ManareggnilPM) increases emphasis on
exploitation biological and biorational methodsukeging pest populations. The combination
of two naturally occuring entomopathogens is impletof the idea of biointensive IPM.
Implementation of biological methods based on daatibn of biological agent used for the
practical plant protection requires loads of knalgle and experience. The aim of this work is
extend the knowledge about interactions betweeonsmpathogenic fungi and nematodes.
Primary hypothesis of this doctoral work comes fooin the fact, that most of the practical
applications of bioagents are oriented to the acemative effects. Only some works have
studied effect of prophylactic using especiallgase of entomopathogenic nematodes.

Major goals are defined subsequently:

» Verify kompatibility of S. feltiaewith commercially accessible pesticides

« Comparise the efficacy of chosen species of entathogenic nematodesteinernema
spp.in curative and prophylactic application

« Determine the influence of temperature and moistaréhe efficacy of chosen species of
entomopathogenic nematodes

» Comparise of the efficacy of chosen species ofranfathogenic fungi on mortality df.
molitor.

» Asses the effect of soil colonisation by entomopgémic fungi with evaluation of ability
to multiply in environment and without present iciskeost.

« Compare interaction among various species of enpathogenic fungi and nematodes
and determine, whether interaction turns dependenceombination of kinds of agens
plus timing of application.

e Basic characteristic of system fungi/nematode/host

The survival and infectivity of infective juvenifteinernema feltiaerere determined
after the exposition to 6 insecticides (a.i. kireng, lufenuron, metoxyfenozide, piperonyl-
butoxide, pyriproxyfen, tebufenozide) 7 acaricidgs.i. azocyclotin, clofentezin,
diafenthiuron, etoxazole, fenbutatinoxide, fenpyneate, tebufenpyrad) and 4 fungicides (a.i.
captan, fenhexamid, kresoxim-methyl, nuarimol) abdratory condition.S. feltiae was
tolerant to all tested insecticides and fungicidesrtality varied between 2.26-18.68 % and
7.04-8.86% respectively during 72 hours. Acaricides fenpyroximate and tebufenpyrad
influented considerably ability @. feltiaeto infect larvae off enebrio molitor Tebufenpyrad
caused 95% and fenpyroximate 85% reductiofs.irfieltiaevirulence. These results suggest
thatS. feltiaecan be applied in combination with all tested @édtis except the acaricides a.i.
tebufenpyrad and fenpyroximate. Larvagzfmellonellarecorded higher susceptibility to the
tested nematodes in attempts conducted in thessbitrate compared with larvae ©f
molitor. LDsp for G. mellonella ranged in intervals 61.78 to 129.75 1Js &odT. molitor
from 110.64 to 2735.73 1Js. Larvae ®f molitor recorded high resistence agairfst
arenarium on the other side showed high susceptibility So carpocapsaeln the
prophylactic application test the soil substrates walonised by chosen species of the
nematode in advance and than the mortalityTofmolitor larvae was determined. The
significant effect of pre-colonisation was confirng<0.05).S. feltiaeincreased the efficacy,
whereasS. carpocapsaeecorded significant decreasing of effica®y. arenariumrecorded
only slight growth of efficacy in both tested centrations. In bioassays conducted under
different temperatures significant impact of shidtitemperature on the efficacy of both
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nematodes species was confirmed. The efficacy dsedewith decreasing temperature. The
lowest larvae mortality was recorded at temperatl@@C. S. carpocapsaegespond to
decrease of temperature more sensitive tBarfeltiae.This species showed even higher
efficacy at 15°C than at 25°C and kept high efficig also in the lowest tested temperature.
Both nematode species recorded significant redudiefficacy under the moisture streGs.
mellonellamortality was significantly low in regime with 6% (v:v) moistutater 7 days
(p<0.05). When was the level of moisture toppedomimum 12% (v:v), the efficacy
increased after 14 dayS. feltiaerecorded significantly higher efficacy th& carpocapsae
(p<0.05) Both tested speciggcorded in the moisture stressing condition evghdr larvae
mortality than in optimal moisture level after 2ayd. This effect was not detected in the test
with T. molitor.

In the bioassay were also tested two species tohv@pathogenic fungB. bassiana
andl. fumosoroseaBoth species recorded similar efficacy in the lowenidia concentration
applied into the soil substrate after 7 days. &tilgher concentratioth, fumosoroseahowed
significantly higherT. molitor mortality compared td. bassiana Fungal Developement
Index (FDI) confirmed the same results that wersented above. In higher concentrations
the differences after 14 days were detected. FDIalb tested concentrations recorded
statistically significant difference between bogiesies (p<0.05). In generdllfumosorosea
achieved higher efficacy againstmolitorlarvae tharB. bassiana. In the prophylactic
application test evaluated effect of pre-colonmatsoil substrate on the efficacy &
bassianaas well ad. fumosoroseaThe significant effect of pre-colonisation wasftoned
at both fungi species in all tested concentratipy®.05). The most detectable effect was
recorded especially in the first week of the teghvis. bassianaThe effect of increased
efficacy in pre-colonised variants came down anel differences between both variants
especially in the higher spore concentrations becegistinct after 14 days. The significant
difference was detected only at lower concentrati¢hG and 1d). Also FDI recorded
significant differences between variants (p<0.®e-colonized variants index development
drowe at intervals from 2.39-3.00, whereas in noeeplonised variants from 0.65-2.88. Also
I. fumosoroseaesponded to the pre-colonization by very fastmgnan efficacy as well as in
FDI. In the test of impact of pre-colonization dmetability of B. bassianaas well asl.
fumosoroseao multiply in soil substrate was found, that GoloForming Units (CFU)
increased in comparison to CFU recorded 1 day dfterapplication. After 14 days test
showed significant growth of the number of CFU latested concentrations as compared to
numbers gained 1 day after application into thé ot0.05). The increase is detectable
especially at concentration *lOwhere the number of CFU rose up significantlyghdir
concentrations did not recorded this general maigk

In the part concerned on the interactions betweston@opathogenic fungi and
nematodes in the soil substrate the impact of coation and portion of each single agent on
mortality of T. molitor larvae was studied. In addition the effect of podenization of soll
environment by both entomopatogens on above mediarharacteristics was observed.
Application of B. bassianaor |. fumosorosean combination withS. carpocapsaeesulted in
increasing of efficacy especially at pre-colonisadiants compared to curative ones. Among
each variants statistical differences (p<0.05) weetected. The proportions of each
entomopathogenic agents on mortality in simultaseapplication shifted in time. At the
beginning of the test, nematodes in curative appba took up generally higher proportion of
larvae mortality than fungi (more than 75%). At #red of the test the situation turned and
more than half of the efficacy was replaced by fuhgthe prophylactic variant nematodes
were suppressed by fungi to the level less than.Il¥é interactions among each applied
agents in different time resulted in antagonisnerait days of the test. Only pre-colonised
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variants recorded additive interactions. After Bysimore or less additive interactions were
confirmed except two models.

In the test observing straight interactions betwkengi and nematodes kd values
showed that simultaneous application Bxf bassianaand S. carpocapsaeaccelerated the
process of infection compared to the single age@ther combination rather extended time
to kill the host. There was observed also impachefatodes on the developmentBof
bassianainfection on larvae of. molitor. Results showed that with the raising expositon to
the fungal pathogen and following nematode appboaincreased FDI. The value of variant
after 96 hours reached similar results of FDI Bk&gle exposition t®. bassianaat the end of
the test I. fumosoroseaiecorded different reaction in the presence ofethimmopathogenic
nematode. Simultaneous application of both entothoggns slow down the process of
infection. The fastest Lsh reached single application &. carpocapsael-DI parameters
noted significant influence of application 8f carpocapsaen |. fumosorosealevelopment
especially in early phase, when larvae infectedumgus get to the contact with nematodes
directly after application. FDI reached levels aB@, whereas single application &f
fumosorosegot to the phase 2.60 after 14 days. During teettee variable differences in
efficacy especially at variants 48 and 96 were aetk Other variants showed rather
antagonism in combination.

Briefly summarized from the observed results. Therere predominant rather
antagonistic interactions between fungi and nenestod@his observation does not mean that
we should avoid the combination of both groups oftomopathogens in practical
applications. Because of the fast effect of nenegatde could use this benefit in fast curative
hit against the target pest. Nematodes can offectafe protection at the beginning of the
programm and fungi would then act as a long-theensiptent agents in the second protection
step. Although both entomopathogen could get prighiato the competition but on the other
side, they could provide prolonged and efficierdtection.
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Graficky list 1. Seznamifpravki na bazi entomopatogennich hub registrovanych proti
hmyzim Skidcim a roztétm ve vybranych zemich Evropy a USA (de Faria andigit
2007)

Nazev pripravku/druh EPF  Cilovy organismus §ad/Celed’) Firma

Beauveria bassiana

Boverol (Boverol-Spofa) Coleoptera (Chrysomelidae)  Fytovita,CR
Boverosil Coleoptera (Curculionidae)+ dalSNI
skladistni Skdci
Ostrinil Lepidoptera (Crambidae) Natural Plant
Protection (Francie)
Trichobass-L Coleoptera (Curculionidae, Trichodex S.A.

Scarabaeidae), Lepidoptera (Sparglsko)
(Castnidiidae, Pieridae),

Hemiptera (Aleyrodidae),

Thysanoptera (Thripidae)+ Acari

(Tetranychidae)
Trichobass-P Coleoptera (Curculionidae, Trichodex S.A.
Scarabaeidae), Hemiptera (Spartlsko)
(Aleyrodidae) + Acari
(Tetranychidae)
Baits Motel Stay Hymenoptera (Formicidae) GlycoGaselnc.
(USA)
Awhile-Rest GlycoGenesys, Inc.
(USA)
Forever GlycoGenesys, Inc.
(USA)
Botanigard Es Coleoptera (Curculionidae, Mycotech Corp.
Scarabaeidae), Hemiptera (USA)
(Miridae, Aleyrodidae,
Aphididae, Pseudococcidae,
Psyllidae), Thysanoptera
(Thripidae)
Botanigard 22 Wp Coleoptera (Curculionidae, Mycotech Corp.
Scarabaeidae), Hemiptera (USA)
(Miridae, Cicadellidae,
Fulgoridae, Aleyrodidae,
Aphididae, Pseudococcidae,
Psyllidae), Thysanoptera
(Thripidae)
Corn Gard Lepidoptera (Crambidae) Mycotech Corp.
(USA)
Mycotrol Es Coleoptera (Chrysomelidae, Mycotech Corp.

Curculionidae, Scarabaeidae), (USA)
Hemiptera (Miridae, Cicadellidae,
Fulgoridae, Aleyrodidae,

Aphididae, Pseudococcidae,

Psyllidae), Thysanoptera

(Thripidae), Lepidoptera

(Crambidae), Orthoptera

(Acrididae, Tettigoniidae),

Mycotrol-O Coleoptera (Chrysomelidae, Mycotech Corp.
Curculionidae, Scarabaeidae), (USA)
Hemiptera (Miridae Cicadellidae,
Fulgoridae Aleyrodidae,



Mycotrol Of
Mycotrol Of

Mycotrol Wp

Naturalis L (=Feromone
Naturalis L-225)

Naturalis L-Home & Garden

Naturalis-O

Aphididae, Pseudococcidae,
Psyllidae), Thysanoptera
(Thripidae), Lepidoptera
(Crambidae, Noctuidae, Pieridae,
Plutellidae), Orthoptera
(Acrididae, Tettigoniidae)

Orthoptera (Acrididae, Mycotech Corp.
Tettigoniidae) (USA)
Orthoptera (Acrididae, Mycotech Corp.
Tettigoniidae) (USA)

Coleoptera (Chrysomelidae, Mycotech Corp.
Curculionidae, Scarabaeidae), (USA)
Hemiptera (Miridae Cicadellidae,
Fulgoridae, Aleyrodidae,
Aphididae, Pseudococcidae,
Psyllidae), Thysanoptera
(Thripidae), Lepidoptera
(Crambidae), Orthoptera
(Acrididae, Tettigoniidae),
Coleoptera (Chrysomelidae, Troy Biosciences
Curculionidae, Scarabaeidae), Inc. (USA)
Diptera (Ephydridae,
Mycetophilidae, Sciaridae,
Tipulidae), Hemiptera
(Lygaeidae, Miridae, Cercopidae,
Cicadellidae, Fulgoridae,
Aleyrodidae, Aphididae,
Pseudococcidae, Psyllidae),
Hymenoptera
(Formicidae), Thysanoptera
(Thripidae), Lepidoptera
(Crambidae, Gelechiidae,
Geometridae, Noctuidae,
Torticidae), Orthoptera
(Acrididae, Gryllotalpidae)+
Acari (Eriophyidae,
Tetranychidae) + Crustacea +
Diplopoda
Coleoptera (Chrysomedida Troy Biosciences
Curculionidae, Scarabaeidae), Inc. (USA)
Diptera (Tipulidae), Hemiptera
(Lygaeidae, Miridae, Cercopidae,
Cicadellidae, Fulgoridae,
Aleyrodidae, Aphididae,
Pseudococcidae, Psyllidae),
Hymenoptera
(Formicidae), Thysanoptera
(Thripidae), Lepidoptera
(Crambidae, Geometridae,
Noctuidae), Orthoptera
(Acrididae, Gryllotalpidae)+
Acari (Tarsomelidae,
Tetranychidae) + Crustacea +
Diplopoda
Coleoptera (Chrysomelidae, Troy Biosces



Organigard Emulsifiable
Suspension Mycoinsecticide

Curculionidae), Hemiptera
(Miridae, Cicadellidae,
Aleyrodidae, Aphididae,
Psyllidae), Thysanoptera
(Thripidae), Lepidoptera,
Thysanoptera (Thripidae)
Coleoptera (Chrysomelidae,

Curculionidae, Scarabaeidae),
Hemiptera (Miridae, Cicadellidae,

Aleyrodidae, Aphididae,
Pseudococcidae, Psyllidae),
Thysanoptera (Thripidae),
Lepidoptera (Crambidae),
Orthoptera (Acrididae,
Tettigoniidae)

Inc. (USA)

Mycotech Corp.
(USA)

Beauveria brongniartii

Melocont-Pilzgerste Coleoptera (Scarabaeidae) Kwizda Agro

(=Beauveria Brong) GmbH
(Rakousko)/Agrifut
ur s.r.i. (Itélie)

Beauveria Brongniartii Coleoptera (Scarabaeidae) BZBrenberg
(Svycarsko)

Myzel Coleoptera (Scarabaeidae)

Beauveria Schweizer Coleoptera (Scarabaeidae) SEhweizer
Samen AG
(Svycarsko)

Engerlingspilz Coleoptera (Scarabaeidae) Andermatt
Biocontrol AG
(Svycarsko)

Hirsutella thompsonii

Mycar Acari Abbott
Laboratories (USA)

Isaria fumosorosea

Preferal (=Preferred) Hemiptera (Aleyrodidae) Bisthev.
(Belgie)

Pfr-97 20% Wdg

Hemiptera (Aleyrodidae,
Aphididae), Thysanoptera
(Thripidae) + Acari
(Tetranychidae)

Certis, Inc. (USA)

Lecanicillium longisporum

Vertalec

Hemiptera (Aphididae)

Koppert Biological
Systems
(Nizozemi)

Lecanicillium muscarium

Mycotal

Hemiptera (Aleyrodidae),

Koppert Biological

Thysanoptera (Thripidae) Systems
(Nizozemi)
Lecanicilliumsp.
Microgremin Plus Hemiptera (Aleyrodidae, Omya (Schweiz)

Aphididae), Thysanoptera
(Thripidae)+ Acari
(Tetranychidae)

AG (Svycarsko)

Metarhizium anisopliae

Granmet-P

Coleoptera (Curculionidae,

Kwizda Agro



Bio 1020

Metarhizium Andermatt

Metarhizium Schweizer

Bio-Blast

Biological Termiticide
Bio-Patch

Cockroach Control

Chamber
Taenure

Granular
Bioinsecticide
Taerain

Tick-Ex Ec

Tick-Ex G

Scarabaeidae, Nitidulidae) GmbH
(Rakousko)/Agrifut
ur s.r.i. (Itélie)

Bayer AG
(Némecko)

defmatt
Biocontrol AG
(Svycarsko)

ic Sohweizer
Samen AG
(Svycarsko)
Isoptera (Kalotermitidae, EcoScience
Rhinotermitidae, Termopsidae) Corporation (USA)

Coleoptera (Curculionidae)

Coleoptera ( Scarabaeidae)

Coleoptera ( Scarabaeidae)

Blattodea (Blattellidae, Blattidae)

Coleoptera (Curculionidae, Novozymes
Scarabaeidae), Diptera Biologicals Inc.
(Ephydridae, Mycetophilidae, (USA)
Sciaridae, Tipulidae),

Thysanoptera (Thripidae)

BioSciences Inc.
(USA)
Hemiptera (Aleyrodidae), Earth BioSciences
Thysanoptera (Thripidae)+ Acari Inc. (USA)
(Tetranychidae)

Acari (Ixodidae)+ Coleoptera Novozymes
(Scarabaeidae) Biologicals Inc.
(USA)

Acari+ Coleoptera (Scarabaeidae) Novozyme
Biologicals Inc.
(USA)




Graficky list 2. Hodnotici indexova stupnice bidtesyvoje EPF na larvach potemnika
mouwného Tenebrio molitoy (upraveno dle Hadk 2004)

T

Na larvach nejsou vidl znamky infekce&FDI 0) Na larvach se objevuji drobné melartizaskvrny,
postup® po celém povrchu, jeSse nespojuj{(FDI
0,5)

VeétSi melanizani skvrny, které se mohou & Mezi hrudnimi  koketinami larev se objevuje
spojovat, skvrny jsotierné, larva je mrtvéDI 1,0) vlI&knité mycelium, pouze jednotlivé hyfiyDI 1,5)

Mycelium za&ind tvait vatovité struktury, zatim Na konci hyf mycelia se z&aji objevovat
nema vyvinuté fruktifik&ni organy(FDI 2,0) sporulujici konidiofory, p&inajici sporulaceFDI
2,5)



Larva je pokryté plé sporulujicim myceliem, které
tvori nové konidie ve velkém gtu (FDI 3,0)

Prezentace symptanvyvolanych EPNS. carpocapsae

Larva je mrtva, rkkd na dotyk, zbarveni
v odstinech sitle az tmavohédé barvy



Graficky list 3. Prezentace metodického postupesteich kompatibility pesticida S. feltiae

In vitro test kompatibilityS. feltiaes vybranymi Aplikace kapek suspenze hlistovky a pesticidu pro
druhy pesticid pozorovani vitality

Cisteni a filtrace infeknich larev ped pouzitimvn  In vivotest na larvaci. molitor (ovéieni
vivo testech virulence kompatibility v testech virulence)

Inkubani komirky v testech fimych interakci Inkubace koniirek v termostatu
houba/hlistice



Graficky list 4. Prezentace metodickych postufizfskavani pdniho vyluhu

Suspenze Tweenu &gniho substratu Erlenmayerovy g s vyluhy na reciproké
trepacce

Aplikace rekného vyluhu na Petriho misky
s zivnou fidou a pidavkem Sylitu

Roztirani 0,5 ml wvyluhu pro rovnamé Kolonie I. fumosorosegpo 7 dnech inkubacefip
rozprosteni  suspenze po ploSe agarizovanéR6°C v termostatu
Zivného média



Graficky list 5. Projevy infekce Zigobenéirznymi druhy entomopatogennich ac

Larvy T. molitornapadené hlistovkcS. LarvaT. molitorporostlal. fumosorose&-DI 3,0)
carpocapsaduvoliujici se infekni larvy : téla
usmrcené larvy)

Detail infikované larvyT. molitor hlistovkousS. Dualni infekce houbol fumosorose (FDI 2,0)
carpocapsassesvietkou porostloul. fumosorosea  suvoliujicimi se infeknimi larvamisS.
carpocapsaalo okoli mrtvelarvy T. molitor






