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Uvod

1. UvVoD

Biologicka ochrana je zvlasté v poslednich letech stale Castéji sklonovanym terminem,
ke kterému se navic pfidava i dosud méné zab&hnuty termin biointenzivni integrovana
ochrana (Bio-IOR). Vzhledem k souc¢asné situaci v zeméd¢lské produkci, ktera zanedlouho
projde zasadni zménou spocivajici v prechodu konvenc¢niho hospodafeni na integrovany
systém, bude Bio-IOR tvofit jeden ze stavebnich kament celého systému. Tyto metody jsou
chapany jako alternativni zplsob boje proti $kodlivym organismim, ktery je nezbytny
k omezeni pouzivani chemické ochrany a k naplnéni pozadavku definovanych pro zavedeni
integrované produkce potravin. Vzhledem k tomu, ze neni mozné pouze vynechat chemickou
ochranu a tim dosadhnout vysoké kvality produkce, musi dojit k adekvatni nahrad¢ jinou
formou. Pozvolny odklon od konvenéniho zptsobu produkce byl dosud realizovan pouze
formou integrované ochrany, ktera se ovSem v pribéhu cCasu nevyviji smérem k SirSimu
uplatnéni biologické ochrany, jak bylo piivodnim zdmérem, ale bohuzel stale ¢astéji se jedna
pouze o uréitou formu usmérnéného pouzivani chemickych piipravki, které jsou v Bio-IOR
neakceptovatelné. V piipad¢ zavadéni Bio-IOR se jedna o mnohem ucelengjsi systém, na
jehoz pocatku stoji ditkladny monitoring a znalost prostfedi, Skodlivych organismil a stejné
tak i organismtl introdukovanych jako ,,ochranny prostiedek* a jejich interakci s prostiedim.
V principu se jednd o zdmérnou a cilenou podporu vlastniho potencidlu ekosystému,
konkrétn¢ pak o podporu vsech skupin ptirozenych nepratel (paraziti, resp. parazitoidd,
predatorti a patogennich, parazitickych nebo antagonistickych mikroorganizmti, véetné virt).
Zvlastni diraz by mél byt kladen na mikroorganismy, jejichz potencial je na rozdil od
makroorganismtt  stdle malo vyuzivany v praktické ochrané¢. Jednou ze skupin
mikroorganismi spliujicich pfedpoklady pro vyuziti v Bio-IOR jsou i entomopatogenni
houby. Jejich vysoky potencial spoc¢iva hlavné v jejich kosmopolitnim charakteru a pfimé a
prirozené asociaci s mnoha druhy organismu. Zvlastni diraz je pak kladen na lokalni kmeny,
které tvoii nativni sloZzku daného ekosystému. Vyhoda pouzivani lokdlnich kmenti spociva
Vv jejich adaptaci na oSetfované prostredi. Tento systém si neklade za cil absolutni odstranéni
Skodlivého Cinitele, ale jeho udrZzeni pod prahem ekonomické Skodlivosti s co mozna

Cesta k zajisténi kvalitniho a G¢inného bioagens miize byt delsi nez by se mohlo na
prvni pohled zdat. V souvislosti s praktickym pouzitim je z na$i strany snaha navracet zpét
organismy, které se na daném uzemi pfirozené vyskytuji, tudiZ je kladen velky diraz na
strategii tzv. lokalnich kmenii a zachovani diverzity prostiedi. Na pocatku stoji organismus, se
kterym je tfeba pracovat a dokonale pochopit jeho vyvojovy cyklus a naroky na prostiedi a na
jejich zéklad¢ vytvofit odpovidajici podminky in vitro. Po izolaci z prostiedi nasleduje
namnozeni a uchovavani a cely proces je ukoncen navracenim EH zpét do lokality ptivodniho
vyskytu v zivotaschopném stavu, aby mohlo dojit k rychlému rozSifeni a vytvofeni
supresivniho prostiedi. Toto pojeti je vyhodné i =z hlediska pfizplisobeni organismu
»domovskym* podminkdm a jeho snaz§iho uchyceni a rychlejSiho plisobeni. V predkladané
praci je predstaven mozny metodicky postup pro vytvoreni modelu vyuzivajiciho ptvodni
kmeny entomopatogennich hub a moznosti do jisté miry ovlivnit jejich schopnost rustu a
produkce v umélych systémech i pfirozeném prostiedi tak, aby s vynaloZzenim co nejmensich
nakladu byl ziskan kvalitni ,,pfipravek® pouzitelny v Bio-IOR.
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2. LITERARNI PREHLED

2.1. Integrovana ochrana rostlin (IOR)

Vyraz ,integrovand ochrana® byl pivodné zaveden k popisu pouzivani insekticidi
kompatibilnich s biologickou ochranou proti hmyzu (Norris et al. 2003). Obecné principy
integrovaného boje se Skidci formulovali Stern et al. jiz v roce 1959. V soucasné dobé
existuje zhruba 77 definic (Dufour 2001).

Definice integrované ochrany dle Smérnice Evropského parlamentu a Rady 2009/128/ES

Integrovanou ochranou rostlin se rozumi peclivé zvazovani veskerych dostupnych metod
ochrany rostlin a naslednd integrace vhodnych opatieni, ktera potlacuji rozvoj populaci
Skodlivych organismi a udrzuji pouzivani piipravkid na ochranu rostlin a jinych forem
zasahu na urovnich, které 1ze z hospodaiského a ekologického hlediska odiivodnit a které
snizuji ¢i minimalizuji rizika pro lidské zdravi nebo Zivotni prostiedi. ,,Integrovanad ochrana
rostlin® klade diraz na rist zdravych plodin pfi co nejmens$im naruseni zemédé€lskych
ekosystému a podporuje pfirozené mechanismy ochrany pted skodlivymi organismy.

Integrovand ochrana je jednou z klicovych soucésti integrované produkce plodin
(Boller et al. 2004). Pii pouzivani systému integrované ochrany je dulezité se problému
vénovat v SirSim métitku nez v pfipad¢ pouzivani prosté chemické ochrany. Je nutné hlubsi
porozuméni vztahim mezi hmyzimi $kidci a systémem obhospodafovani (Jackson et al.
2010). Vyzaduje selektivni agens ucinné na cilové organismy, chrani pfirozené neptatele a
zvySuje jejich podil na celkové ochrané (Caulder 1999). Kombinuje mnoho zidsad pro
produkci rostlin s dikladnym monitoringem Skodlivych organismt a jejich pfirozenych
nepratel (Whipps, Lumsden 2001) a vyuziva komplexni informace o zivotnim cyklu Skidct a
jejich interakcich s prostfedim (EPA 2009). Tyto praktiky jsou sjednocovany s biologickou
ochranou, rezistenci hostitelskych rostlin, péstebni praxi a uzkym spektrem pesticidi (Koul,
Cuperus 2007).

V integrované ochrané nejde o to, aby byla jedna metoda nahrazena jinou, ale o to, aby
se metody vzdjemné doplitovaly, protoze pouzivani biologické ochrany mize byt v n¢kterych
ohledech omezeno (Inglis et al. 2001). Kazdy ptirozeny nepfitel poskytuje efektivni ochranu
proti specifickému sktidci, ackoli dal$i Skidci a choroby rostlin, které nemohou byt chranény
chemicky, musi byt chranény jinak. Proto je zde systém integrované ochrany, kde jsou
predatofti, parazité, chemické a mikrobidlni insekticidy a fungicidy pouzivany spole¢né, aby
bylo minimalizovano riziko poskozeni rostlin (Coombs, Coombs 2003).

Biopesticidy jsou klicovou soucasti programu IOR v soucasném zemédélstvi a
mikrobialnich a pfirodnich produktd (Menn, Hall 1999). V nékterych systémech, piredevsim
ve sklenicich, je mozna ochrana zaloZend vyhradné na mykoinsekticidech. Nekteré druhy hub
vykazuji vybornou schopnost potlacovat samostatné¢ hmyzi Skiidce ve sklenicich. Patii mezi
n¢ Aschersonia spp., B. bassiana, M. anisopliae, I. fumosorosea a L. lecanii (Inglis et al.
2001).
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2.2. Biointenzivni integrovana ochrana rostlin

V soucasné dobé se objevuji terminy jako biointenzivni integrovana ochrana (Bio-
IOR) nebo podobny termin ekologicky zalozena integrovana ochrana. Jedna se o program,
ktery by mél representovat udrzitelny piistup ke kontrole Skodlivych organismt, ktery
kombinuje nastroje biologické, chemické, fyzikalni a péstitelské pro zajisténi kladnych
ekonomickych, ekologickych a sociologickych navaznosti (Kennedy, Sutton 2000). Ptilisné
spoléhani na syntetické pesticidy v programech na ochranu rostlin na celém svété, ma za
nasledek naruseni zivotniho prostfedi, udrzovani Skidcta a jejich odolnost vici pesticidim a
letalni nebo subletdlni ucinky na necilové organismy, véetné ¢lovéka (Prakash, Rao 1997).
Jednou z klicovych priorit konceptu Bio-IOR a integrované produkce rostlin je zamérna
podpora pfirozené¢ se vyskytujicich druhii, pfedstavujicich nativni potencidl v oblasti
biologické regulace populaci skiidcti a pifi supresi Sifeni a vyvoje puvodcti onemocnéni
rostlin, pii souCasném diirazu na preventivni regulacni opatieni a minimalizaci regulacnich
opatfeni kurativni povahy (Dufour 2001, Boller et al. 2004). M¢l by byt kladen diraz na
porozuméni ekologickym vztahlim mezi hostitelskou rostlinou a zptisoby ochrany, jako je
kontrola péstovani, biologicka ochrana a rezistence hostitelské rostliny (Koul, Cuperus 2007).
Zacina kroky k pfesné diagnoze prostiedi a zdrojii problému se sktidci a déle spoléhé na fadu
preventivnich opatfeni a biologickych zasahti k udrzeni populaci $kiidci v piijatelnych
mezich. Pokud nebyly pouzité strategie dostatecné ucinné, pouzivaji se jako posledni moznost
Setrné pesticidy s ohledem na minimalizaci rizik (Benbrook 1996).

Dilezity rozdil mezi konvenéni a Bio- IOR je diraz na naslednou piestavbu
zemédelského ekosystému tak, aby se stal nevyhodnym pro Skidce a vhodny pro komplex
jejich parazitl a predatorti. Velmi diileZitou souc¢ésti je monitoring, ktery vyzaduje soustavnou
kontrolu sktidct a uziteénych organismu v porostech, provadi se v pravidelnych intervalech a
kritickych €asech pro ziskani informaci o plodiné, skiidci a pfirozeném nepfiteli. Pracovnik
musi zndt biologii Skiidce a uziteCnych organismi asociovanych s hmyzem a rozumét
interakcim uvnité prostiedi (Dufour 2001). SniZeni biodiverzity vede ve vysledku
k opakujicim se pfemnoZzenim hmyzu a mnoha dal§im problémam (Altieri 1994).

Tento zpiisob ochrany ma dvé slozky, proaktivni a reaktivni, pfiC¢emZ proaktivni
organismy, ¢imz se permanentné sniZzuje kapacita prostfedi pro Skiidce. Spociva ve zdravé,
biologicky aktivni piidé (zvysuje podpovrchovou diverzitu), prostfedi pro uzitecné organismy
(zvySuje nadzemni diverzitu) a pouzivani vhodnych kultivart rostlin (Dufour 2001).
Nerovnovaha v piadé¢ muze vést k tomu, Ze rostliny jsou vice atraktivni pro hmyzi sktdce,
nejsou schopné se branit proti poskozeni nebo jsou vice vnimavé k druhotnym infekcim
zpiisobenym rostlinnymi patogeny (Phelan 1997).

Dufour (2001) definoval koncepci Bio-IOR jako wurcitou oblast, v niz je
zakomponovana ochrana rostlin, nicméné nastinil jeji vymezeni jako prostor mezi dvéma
krajnimi variantami, kterymi je biointenzivni a konven¢ni IOR. Hlavni odlisnost spociva v
tom, Ze v ramci konvencni IOR je mozné v opodstatnénych piipadech pouzit kurativni
oSetieni pomoci chemickych piipravki, zatimco v Bio-IOR je pouzivani syntetickych
pesticidl zakazano. Cely systém je znazornén na nésledujicim obrazku.
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Jednotlivé kroky v ramci integrované ochrany rostlin (upraveno dle Dufour 2001)

” Chemicka ochrana “

Aplikace biologické ochrany

Mechanicke a fyzikalni
metody ochrany

Monitoring
& identifikace skudcu Monitoring & identifikace $kidct
& uziteén¥ch organismi

Ozdravovani, terminy seti a sazeni & sttidani plodin ||

Geneticka rozmanitost
Pfirozené prosttedi plodin
pro uzite¢né organismy & kultivary vhodné do
na povrchu ekosystému
& zdrava puda & tlak skidct
biointenzivni - integrovana ochrana — konvenc¢ni

2.3. Biologicka ochrana

Existuje tzv. pfirozena biologickd ochrana, kdy pfirozené se vyskytujici neptatelé
udrzuji Sklidce na niz8i Grovni nez by tomu bylo bez jejich pfitomnosti, a je obecné
charakteristickd pro biodiverzni systém. Savci, ptaci, netopyfi, hmyz, houby, bakterie a viry,
ti vSichni hraji roli jako predatofi a paraziti v zeméd¢€lskych systémech (Dufour 2001). Cilem
biologické ochrany je objektivné prevést Sklidce zpét na plivodni nizkou troven napadeni a
zabranit tak jejich rozmnozeni a zpusobeni ekonomickych skod (Coombs, Coombs 2003).

Biologickd ochrana je pomérné vyznamnou soucésti integrované ochrany rostlin.
Ekologické principy omezovani Skidcli se Casto uplatiiovaly jiz v minulosti (Hrdy et al.
1991). Vychazi se z obecného poznatku, Ze mezi hostitelem, patogenem a vnéj$im prostfedim
existuje pfirozena rovnovaha v ramci dan¢ho ekosystému. Bouilivy rozvoj chemie sice
zplsobil, e tyto metody byly na &as zatlateny do pozadi (Ca¢a 1990), oviem nebyly
zapomenuty Uplné. Jednou z nespornych vyhod téchto metod je fakt, ze se pracuje s ptirode
vlastnimi prostfedky (Ticha 2001), jako jsou bakterie, viry a houby, na ochranu proti
Sktidctim, plevelim a nemocem (Butt et al. 2001), takze nedochazi k zatézovani Zivotniho
prostiedi a zpravidla neohrozuji necilové organismy. Plsobi pfitom dlouhodob¢ (Ticha 2001).

Zakladni metody biologické ochrany jsou — konzervace, introdukce a uchyceni
(augmentace) (Waage, Mills 1992). Konzervace ochranuje nebo zvySuje mnoZzstvi
pfirozenych nepfatel, ktefi uz jsou v prostfedi pfitomni. Introdukce znamena dovaZeni a
vypousténi exotickych (neptivodnich) pfirozenych neptatel proti cizim i plivodnim $kidctm.
Uchyceni znaci vyuziti pfirozenych neptatel chovanych v laboratornich podminkach a jejich
vypousténi do prostfedi. Tyto strategie 1ze kombinovat podle momentalni potifeby (Hagler
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2000). Klasickou biologickou metodou potlaéovani (regulace) Skodlivych organismi je
zavedeni parazitoidd, predatorti nebo patogenii do populaci Skiidci s tim, ze se dosdhne
dlouhodobé rovnovazného stavu bez opakovanych intervencnich zasahu - tj. niz$i populacni
hustoty skidce, nez jaka by panovala bez piisobeni uvedenych regulacnich ¢initelti. Prikladem
jsou jednorazové nebo jen necetn¢ opakované introdukce specifickych parazitoidi ci
predatort do oblasti, kde chybéli (Hrdy et al. 1991).

Jako prvni komer¢ni produkt biologické ochrany se v USA ve Ctyficatych letech
20.stoleti dostal na trh produkt na bazi Bacillus popilliae jako ochrana proti listokazu
japonskému (Popillia japonica) (Caulder 1999). Bioagens mohou z hlediska piirodniho
prostiedi nabidnout mnohem ptiznivéjsi alternativy chemickych pesticidii. Mohou byt vyuzity
tam, kde doslo ke vzniku rezistence ke konven¢nim pesticidim (Butt et al. 1999), protoZze u
biopreparatil je vznik rezistence nepravdépodobny a navic maji méné devastujici vliv na
prostiedi (Elad, Freeman 2002).

Biologické piipravky na bazi mikroorganismi registrované v CR pro rok 2010 (Seznam registrovanych
pripravki na ochranu rostlin, 2010)

Mazav pipravk U&nny organismus Obsah Zatazani pfipravku Registrant  Ragistraénl &lsla /
{biologicka funkca Lprava Taxicita Hofla- - Piatl do rak-mésic
phizravku) Eovek wEaly  wvaost Zastupce  Poulitelnost (més) St
Biokit WP {1,BT} Bacillus 16000 mjmg WP - PR - VBC-BCN  3776-2/2011-12 48 23
thuringiensis ssp.
Kurstak
Biokit XL {1L.BT} Bacilus 12700 mjmg 3L - PR - VBC-BCN  £13-1/1538-12 24" 23
thuringiensis ssp. 8L - PR - VBC-BCN  £13-2/1993-12 24
Kurstak
Cantans WG (BT.F) ankathyrium 100 g/kg WG - .- - PBR-AGZ &H31-002013-12 & 22X
rminitans {strain
COM/M/g1-08)
Faray 43 B {1,BT) Bacilus 12700 mjm sC - PR - VBC-BCN  3728-3/2014-04 24 211
thuringiensis ssp.
KUTstak
Patyvarsum (F,BT) Pythium 1miionks'y WP - PR - BIP-BIP 4£56-0/2015-12 24 232
aligandrum-oaspary
Palyvarsum = Prythium 1 miian ks'g WP - PR . BIF-BIF 4556-1/2015-12 24
agardan (F.BT) aligandrum-aaspdry WP - FR . BIF-BIP 455-2/2015-12 24 232

2.3.1. Vyuziti hub v ramci biologické ochrany

Houby jsou diky své schopnosti aktivné infikovat a zabijet cilové skidce jedine¢nymi
kandidaty na pouziti v inundativni biologické ochran¢ (Jackson et al. 2010). Biologicka
ochrana prostiednictvim houbovych organism@i ma vliv na produktivitu rostlin, Zivocichy,
lidské zdravi a produkci potravin. Tato oblast zahrnuje mnozstvi dillezitych disciplin, jako je
patologie, ekologie, genetika, fyziologie, masova produkce, formulace a strategie aplikace
(Butt et al. 2001). Nejbézné&jsimi druhy entomopatogennich hub podilejicich se na biologické
ochran¢ jsou M. anisopliae, B. bassiana, I. fumosorosea a L. lecanii (Butt et al. 1999).
Propagule entomopatogennich hub zodpovédné za Sifeni a infekci v pfirodnich podminkach
Jsou nejcastéji vzdusné konidie (Barlett, Jaronski 1988).
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Mykopesticidy (Hall, Menn 1999)

Mykopesticidy jsou masové produkované, obvykle komeréné formulované vyrobky na bazi
hub, které jsou patogeny, parazity nebo antagonisty — hmyzich skidct (mykoinsekticidy),
parazitickych hlistic rostlin (mykonematicidy), pleveld (mykoherbicidy) nebo patogeni
plodin (mykofungicidy). Jsou aplikované inundativné jako chemické pesticidy.

Jednou z moznych piekazek v pouzivani entomopatogennich hub je fakt, Ze vSechny
tiidy agrochemikalii, coz zahrnuje herbicidy, insekticidy i fungicidy, jsou jejich potencialnimi
inhibitory (Inglis et al. 2001). Pfesto existuje mnoho ptiklada, kdy doslo po aplikaci subletalni
davky insekticidd ke zvySeni Uc¢innosti entomopatogennich hub (Anderson et al. 1989,
Quintela, McCoy 1998). U¢innost je nékdy niz§i, nékdy viak vyssi neZz u chemickych
pesticidu (Lewis 2007).

2.4. Mitosporické houby

Organismy dnes oznacované jako mitosporické houby, byly dfive nazyvany
Deuteromycotina, Deuteromycetes nebo Fungi imperfecti, houby bez pohlavniho vyvoje nebo
konididlni houby (Kirk et al. 2001).

Houby jsou fylogeneticky rozlisna skupina mikroorganismi, kde vSichni zastupci jsou
heterotrofni eukaryota, jednobunééna (kvasinky) nebo hyfovita (vldknitd) a rozmnozuji se
pohlavnimi nebo nepohlavnimi sporami (Inglis et al. 2001). Pravé houby se od ptedeslych tiid
odlisuji pfitomnosti chitinu v bunéc¢né sténé (Khachatourians et al. 2002).

Charakteristické kombinace znaku (Kirk et al. 2001)

(1) nepfitomnost nebo piedpoklddana nepfitomnost stadia produkujicitho viecka
s askosporami, bazidie s bazidiosporami, teliospory nebo jiné bazidie vytvafejici organy (t;.
neptitomnost teleomorfy, perfektniho nebo pohlavniho stadia);

(2) neptitomnost nebo pifedpokladana nepfitomnost meiotickych nebo mitotickych
rozmnoZzovacich struktur (agonomycety, sterilni mycelia);

(3) ptitomnost konidii tvofenych mitdézou (nebo s ptedpokladanou mitézou)

Tato tfida dopliiuje systém vysSich hub tvofeny tfidami Ascomycetes a
Basidiomycetes. Prvni tfidéni nepohlavnich forem provedl Fuckel v roce 1869 do kategorie
Fungi Imperfecti. V roce 1899 Saccardo zavedl oznaceni Deuteromycetae (Kiffer, Morelet
2000). Hyphomycetes je jedna ze skupin mitosporickych hub. Tato uméla tfida je tradiéné
Clenéna do tfi (nebo Ctyf, zahrnuje-li agonomycety) fadt podle pifitomnosti nebo
nepiitomnosti konidii a stupné sdruZeni konidioforti do slozit&j$ich struktur (konidiomat).
Pouzije-li se tfidéni do 4 fadu, pak se déli na Agonomycetales, Hyphomycetales, Stilbellales a
Tuberculariales. Hyphomycetales maji konidiofory oddé€lené, vétSinou neorganizované
v synematalnich nebo sporodochidlnich konidiomatech. Hyphomycetes maji konidie
vytvorené na hyfach, které vétSinou nejsou soucasti diferencovaného konidiomatu (Kirk et al.
2001). Konidie jsou mitotické, exogenni a nepohyblivé. Jsou produkovany konidiogennimi
bunkami, které mohou byt neseny na konidioforu (Kiffer, Morelet 2000).
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U ftady druht, zvlasté u vieckovytrusnych hub, mutze byt stadium anamorfy
morfologicky zna¢né odlisné od stadia, v némz dochazi k pohlavnimu rozmnozovani (Vana
1998). U mnoha hub bylo pohlavni rozmnozovani dlouho nezndmé a u nékterych neni zndmo
dodnes (Khachatourians et al. 2002), fada druhd predstavuje dosud tzv. mitotickou
holomorfu. Prakticky to znamena, Ze se druh vyskytuje pouze v konidialnim stadiu (jako
anamorfa) (Vana 1998). V nékterych pripadech se mize v zivotnim cyklu houby vyskytnout
pohlavni rozmnozovani (teleomorfa), existujici spole¢né s nepohlavni formou (anamorfou).
Bylo provedeno né¢kolik studii, které predpokladaji, ze nékteré druhy rodi Beauveria,
Fusarium, Isaria (Paecilomyces) a Lecanicillium (Verticillium) si prostfednictvim
anastomozy somatickych hyf vyméinuji jadra a dochdzi ke karyogamii nebo vzniku
diploidnich

Patfi sem rozsahla skupina hub zahrnujici mnoho entomopatogennich druht (Inglis et
al. 2001) majicich velmi Siroké spektrum hmyzich hostitelti (Lacey et al. 2001). VétSina hub
této skupiny muiize realizovat kompletni vyvojovy cyklus i v alternativnich systémech bez
piimé vazby na zivého hostitele (napt. saprofyticky cyklus na odumirajici organické hmot¢
rizného puvodu) (McCoy et al. 1988; Humber 1997; Charnley 1997). Nejbézné&jsi rody
entomopatogennich vlaknitych hub jsou Aspergillus, Beauveria, Culicinomyces, Hirsutella,
Metarhizium, Nomuraea, Isaria, Tolypocladium a Lecanicillium. Mnoho celedi
entomopatogennich vlaknitych hub ma ziejmé teleomorfni stadium Cordyceps (Inglis et al.
2001).

2.5. Entomopatogenni houby

Entomopatogenni organismy, hmyzi patogeny, jsou mikroby z mnoha celedi, které
vyvolavaji nemoci u hmyzu. Jsou zkoumany jiz vice nez 100 let ve snaze definovat zptisob
jejich uéinku, ekologické rozpéti a Ucinnost v ochrané plodin a komodit a potencial jako
soucast IOR. Stavaji se soucasti ekosystému, do kterého jsou introdukovany a nejsou pouze
jedovatymi latkami zabijejicimi cilového skiidce (Lewis 2007). Zahrnuji mnoho druht, které
byly zkoumany pro ucely biologické ochrany. V ramci nékterych druhd hmyzu je mnoho
Skudc, kteti jsou citlivi k pfirozené infekci témito houbami (Coombs, Coombs 2003).

Entomopatogenni houby se bézné vyskytuji v ptirod¢ a vyvolavaji pfirozené epizootie
Vv populacich hmyzu (Butt, Goettel 2000). Dominantni postaveni maji druhy zastoupené v
fddech Entomophthorales (obligatné entomopatogenni houby) a Moniliales (pfevazné
fakultativné entomopatogenni vlaknité houby). Z rodt fddu Entomophthorales jsou nej€astéji
detekovany houby rodu Entomophthora, Conidiobolus, Entomophaga, Neozygites,
Zoophthora, Erynia, Empusa a Culicicola, z fadu Moniliales rody Aschersonia, Hirsutella,
Lecanicillium, Beauveria, Isaria (Paecilomyces), Fusarium, Penicillium a Pleurodesmospora
(Poinar, Poinar 1998). Ttida Hyphomycetes obsahuje pies 40 entomopatogennich roda, které
jsou rozsifené po celém svété (Khachatourians et al. 2002). Vyskytuji se i ve tfidach
Oomycetes, kde se jedna o vodni druhy a Chytridiomycetes, které parazituji na moskytech a
jiném dvoukfidlém hmyzu (Goettel et al. 2000).

Entomopatogenni houby hraji svou ulohu v redukci hmyzich Sktdct. Co se tyka
vyskytu, 1ze je nalézt jak ve vodnim tak i suchozemském (lesy i zemédé€lska piida) prostredi.
Obvykle jsou nalézany v asociaci s hmyzem (Khachatourians et al. 2002). Parazituji na
zastupcich vSech tadi hmyzu. Nejcastéji jsou parazitické mykozy zjistovany na druzich
patticich do fadu plostice (Hemiptera), rovnoktidli (Orthoptera), ttasnok#idli (Thysanoptera),
stejnokiidli (Homoptera), motyli (Lepidoptera), brouci (Coleoptera) a dvoukfidli (Diptera).
Nejcastéji infikovanym stadiem hmyzu jsou larvy, pfipadné kukly. Méné Casto jsou houbami
infikovani dosp€lci a vajicka hmyzu (Landa 1998). Maji prokazatelny potencidl redukovat
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populace hmyzich Skiidcii na polich, v lesech a sklenikovych kulturach a piredstavuji velky
ptislib jako nastroj Setrné ochrany proti nim (Parker et al. 1997).

Nékteré druhy mohou byt vysoce specializované, napi. Aschersonia aleyrodis napada
pouze molice a N. rileyi téméf vyhradné¢ motyli z fadu muroviti. Narozdil od nich druhy jako
B. bassiana a M. anisopliae maji mnohem $ir$i hostitelské spektrum zahrnujici mnoho fadu z
kmene ¢lenovci (Inglis et al. 2001).

Ackoli bylo zaznamenano vice nez 750 druhti hub schopnych infikovat hmyz, pouze
nékteré jsou povazovany za vazné kandidaty pro komeréni vyuziti (Menn, Hall 1999). Vybér
vhodnych hub pro komeréni produkci musi byt zalozen na mnoha kritériich, nejen na
patogenité. Tato kritéria zahrnuji preziti na stanovisti, schopnost rlistu a sporulace, genetickou
stabilitu, stejné jako zminénou patogenitu (Tarocco et al. 2005). B. bassiana se zda mit

Je tfeba brat v potaz, ze entomopatogenni vlaknité houby jsou casto relativné pomalu
ucinkujici nebo jejich efekt miize byt subletdlni, coz znamend, ze hmyz nezemfe, ale jsou
ovlivnény nékteré aspekty jeho biologie (Inglis et al. 2001).

2.5.1. Infekéni cyklus entomopatogennich hub

Pro vznik infekce je velmi dulezita patogenita houby. Je to kvalitativni schopnost
patogena zpisobit onemocnéni v populaci hmyzu a je zavisla na mnoha riznych faktorech
vcetné fyziologie daného hostitele (napt. obranné mechanismy), fyziologie entomopatogenni
houby (napt. produkce enzymt a sekundarnich metabolitil) a na faktorech vnéjSiho prostiedi
(Inglis et al. 2001).

Houby jsou unikdtni mezi hmyzimi patogeny, protoze primarn¢ infikuji hostitele pies
vné&jsi kutikulu, ackoli nékolik ¢eledi (napt. Culicinomyces) je schopno invaze skrz zazivaci
trakt (Inglis et al. 2001). Houby se tak, narozdil od bakterii nebo virti, nemusi dostat do téla
pozerem (Butt et al. 1995). Konidie nékterych druhti hub jsou pro fazi adheze vybaveny
lepivym mucilagennim povrchem, pomoci kterého vytvareji pevnou vazbu s kutikulou
hostitele jiz pfi prvém kontaktu (napf. houby L. lecanii, A. aleyrodis, Hirsutella thompsonii
aj.). Jiné druhy entomopatogennich hub (napf. B. bassiana, I. fumosorosea aj.) produkuji
suché, siln¢ hydrofobni konidie srozmanité strukturovanym povrchem. Primarni adheze
takovychto konidii je zajiSténa bud’ pfimou interakci mezi dvéma hydrofobnimi povrchy
(konidie-kutikula hmyzu) nebo prostfednictvim elektrostatickych sil, pfipadné i molekularni
interakci mezi latkami, které jsou pfitomny na povrchu konidii a kutikuly hostitele (napf.
hemaglutiny, N-acetylglucosamin, glykoproteidy, steroly, polarni lipidy a jiné) (Boucias et al.
1988, Boucias and Pendland 1991, Sosa-Gomez et al. 1997).

Infekéni cyklus ma obecné nasledujici faze (dle Zimmermann 2007)

(1) ptichyceni spor na kutikulu hostitele;

(2) klicenti spor;

(3) penetrace kutikuly;

(4) prekonani imunitnich obrannych reakci hostitele;

(5) rust uvnitt téla hostitele (paraziticka faze vyvojového cyklu);

(6) externi rust a konidiogeneze (saprofytickd faze vyvojového cyklu)
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Klic¢eni konidii pfimo souvisi s jejich pfichycenim. Nékteré povrchové substance na
konidiich a kutikule hostitele se ucastni jak pfichyceni tak i indukce kli¢eni konidii
(napf. glykoproteiny a cely komplex uhlohydrati) (Boucias, Pendland 1988). Jakmile se
jednou spora ptichyti na hmyzi kutikulu, mtze zadit kli¢it a produkovat penetracni struktury
(napft. zdutovani kli¢ni hyfy, tvorba apresorii), ze kterych se tvofi penetracni hyty (Inglis et al.
2001). Castym mistem penetrace jsou méné sklerotizované &asti na povrchu téla. Kromé
pfimé penetrace kutikulou, ke které pouzivaji kombinaci enzymt a mechanické sily (Butt
2002), vyuzivaji entomopatogenni houby k pronikani do télni dutiny i pfirozené otvory
(Landa 1998). Jakmile se houba dostane do té€lni dutiny bohaté na ziviny, za¢ne rist a tvorit
tenkosténné blastospory nebo hyfy (Butt et al. 1999). Blastospory se rychle namnozuji (déleni
pucenim, exponencialni rtst titru v hemolymf€) a ve velmi kratké dobé zcela vyplnuji a
mumifikuji hostitele (Landa 1998). Mnoho kment tvoii histolytické enzymy nebo insekticidni
metabolity. Ty mohou zpusobit dezorientaci hostitele, zastaveni piijmu potravy nebo smrt
jesté pred tim, nez dojde ke kolonizaci télni dutiny myceliem (Butt et al. 1999). Smrt hostitele
je zpusobena vétSinou kombinaci piisobeni houbovych toxint, fyzickym branénim cirkulace
hemolymfy, vyCerpanim zivin a poskozenim organti (Goettel, Inglis 1997). Po smrti hostitele
roste houba saprotrofn€. Nésledn¢ hyfy prorlstaji na povrch mrtvého téla, produkuji
konidiogenni buiiky a zacina se objevovat sporulace. Konidie se $ifi pasivné (Inglis et al.
2001). Jsou roznasené vétrem, destém nebo kontaktem s dal§im hmyzem a §ifi tak infekci
(Coombs, Coombs 2003). Vlaknité houby rychle kolonizuji hmyzi kadaver, zvlasté pokud
jesté neni napaden zadnym jinym patogenem (Goettel, Inglis 1997). Po uhynuti hostitele tvori
houba reprodukéni spory uvnitf, na nebo okolo mrtvého téla hostitele. Mohou to byt
pohyblivé spory, odpocivné spory, konidie nebo spory vzniklé na sporangiich, které infikuji
dal$i hmyz (Coombs, Coombs 2003). Saprofyticka faze patogena konci jeho Gplnou sporulaci
(Osborne, Landa 1992).

Nov¢ konidie si v pfirozené dormantnim stavu udrzuji vitalitu po dobu nékolika tydnt
az mésici. Docasnd dormance konidii je ukoncena §ifenim a adhezi konidii na povrchu téla
nového vhodného hostitele (Landa 1998). Ptirozené epizoocie jsou nejcasteji béhem vlhkych
podminek. Uginnost téchto hub proti hmyzim $kiidctim zavisi na pfitomnosti spravnych druhti
a kmenti hub a vnimavych stadii hmyzu za vhodné vlhkosti prostfedi, pudni struktury a
teploty (Coombs, Coombs 2003). V optimalnich podminkach (napf. teplé mikroklima
sklenikli a foliovych krytll) mtze byt cely vyvojovy cyklus realizovan v pribéhu 3-5 dni,
V béZnych podminkéch vegeta¢niho obdobi mirného pasma probihd v rozmezi od 7 do 21 dnti
(Landa 1998). Mohou tak decimovat napt. msice, larvy much na kotenech, housenky, koniky
a populace tfasnének a proto mohou byt dilezitym piirodnim faktorem v kontrole proti
Skudctiim plodin (Coombs, Coombs 2003).

Entomopatogenni houby produkuji Siroké spektrum biologicky aktivnich sloucenin
pusobicich proti ostatnim organismiim, vétSinou se jednd o sekundarni produkty metabolismu
(Butt 2002). Oosporein je sekundarni metabolit produkovany velkym mnozstvim ptidnich hub
véetné rodu Beauveria (Vey et al. 2001) a ma cytotoxické ucinky, které uvadi Strasser et al.
(2000). Beauvericin je produkovan entomopatogennimi houbami rodu Beauveria a
Paecilomyces spp. a saprofytnim rodem Fusarium a zpusobuje rozpad membran (Steinrauf
1985). Dalsim z produktti je napi. bassianolide (Namatame et al. 1999). Hmyz napadeny
houbou vykazuje jako prvni ptiznaky drobné ¢erné skvrny na kutikule, pozdéji zCernd cely,
usycha a pada k zemi (Weiser 1991).
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2.5.2. Sifeni spor a podminky prostiedi

Vnimavost hostitele k infekci houbovym patogenem miize ovlivnit mnoho faktora.
Jedna se o kmen houby, fyziologicky stav hostitele, vyzivu, obranné mechanismy, kutikularni
a epikutikularni mikroorganismy stejné jako mnoho dalsich faktort jako naptiklad prostredi
(Goettel, Inglis 1997). Aplikace entomopatogennich hub neposkytuje vzdy zarucené potlaceni
hmyzich skadct. Faktory zodpovédné za iniciaci a rozvoj epizoocie v hmyzi populaci jsou
silné komplexni, vyvolavajici interakce mezi patogenem, hostitelskym hmyzem, prostfedim a
casem. Porozuméni této dynamice interakci je velmi dtlezité a osvétleni faktord, které limituji
iniciaci a rozvoj choroby umoziuje piekonat piekazky a dosahnout efektivni ochrany proti
hmyzim sktidcim (Inglis et al. 2001).

Klicovym faktorem prostiedi je vlhkost. Kli¢eni konidii zpravidla vyzaduje relativni
vlhkost vzduchu vyssi nez 90% a 1 ostatni faze vyvoje probihaji nejrychleji pii vysSich
vlhkostech. Pouze v obdobi od proniknuti patogena do télni dutiny do opétovného prorustani
mycelia na povrch téla nejsou naroky na vlhkost v okolnim prostiedi tak vysoké. Teplotni
tolerance entomopatogennich hub je pomérné velka. Délka vyvojového cyklu probiha v uzké
korelaci s okolni teplotou. Optimélni teploty charakterizuje rozmezi 20-30°C, kratkodobé
mohou entomopatogenni houby piezivat i vysoké teploty (40-45°C). VétSina druhd
entomopatogennich hub je dokonale adaptovéana i na dlouhotrvajici nizké teploty a preziva i
dlouhodobé zmrazeni. Ostatni abiotické faktory svym vyznamem nedosahuji relevance
vlhkosti a teploty (Landa 1998). Faktor, ktery hraje vyraznou roli v tspéchu entomopatogena
je vyvojové staddium hmyzu. Ne vSechna stadia jsou stejn¢ vnimava k infekci
entomopatogennimi houbami (Inglis et al. 2001).

Vzdy musi byt brany v potaz podminky prostiedi panujici béhem osetieni proti hmyzu
a musi byt vybrany vhodné houby resp. jejich propagule pro pouziti v inundativni biologické
ochrané¢ (Jackson et al. 2010). Konidie vlaknitych hub jsou tlustosténné bunky s velkou
schopnosti ptetrvavat v prostiedi v Sirokém rozmezi podminek (Wraight, Carruthers 1999).

Bé&znym mechanizmem S§ifeni houbovych nakaz v populacich hmyzu je kontakt
zdravych jedinct s jedinci infikovanymi nebo tzv. autodiseminace, pii které dochazi k Siteni
konidii uvnitt populace v souvislosti se specifickymi vnitropopulacnimi procesy (migrace,
kopulace, kladeni vaji¢ek...). Doposud je znamo jen malo piipadd Sifeni konidii
entomopatogennich hub pomoci jinych biotickych vektorti (napf. roztoci, had’atka, jinymi
uplatiuji (Landa 1998). Sifeni a pfezivani mikroorganizmu je siln& ovlivnéno nékolika
dalSimi abiotickymi a biotickymi faktory (Zimmermann 2007). Hlavnimi faktory, které
ovlivituji uspéch entomopatogennich hub je slune¢ni zareni, teplota, dostupnost vody, srazky
a vitr (Inglis et al. 2001). Sifeni a mechanizmy zaji$tujici jejich primarni kontakt s hostitelem
jsou procesy pievazné nahodilé (Landa 1998). VétSina, ne-li vSechny entomopatogenni
houby, synchronizuji sviij Zivotni cyklus se stadii hmyzich hostitel a podminkami prostiedi
(Shah, Pell 2003).

Teplota

Kritické faktory prostiedi, jako je teplota, mohou mit vazny vliv na rist a patogenitu
houbového entomopatogena proti cilovému hmyzu (Faria, Wraight 2001). Teplo a chladno
jsou dva velmi dualezit¢ abiotické faktory prostiedi, které omezuji pouzivani
entomopatogennich hub jako biogans v ochrané proti hmyzu (Hallsworth, Magan 1999;
Fernandes et al. 2008). Teplota muze ovlivnit entomopatogena v riznych smérech
ovlivitovanim kli¢ivosti, ristu a vitality houby na a v hostitelském hmyzu a v prostiedi
(Zimmermann 2007). Nekteré teploty maji vyrazny efekt také na mortalitu Sktidce (Lecuona
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et al. 2005). V suchych a chladnych podminkach zistava infikovany hmyz ¢asto neporuseny
jako ,,mumie vyplnénd houbou®, houba zacne proristat na povrch a sporulovat az pii
vhodnych podminkach pro jeji rust a vyvoj (Goettel, Inglis 1997).

Teplota je jednim z hlavnich faktor ovliviiujicich u¢innost entomopatogeni. Je dobie
zdokumentovano, ze okolni teplota ovliviiuje uroven napadeni a Cas potiebny k usmrceni
hostitele osetfeného entomopatogenni houbou (Inglis et al. 2001). B. bassiana roste v Sirokém
rozmezi teplot (8-35°C ) (Fargues et al. 1997). Optimalni teplotni zona aktivity vétSiny
entomopatogennich hub se pohybuje v rozmezi 20 — 30°C. Kli¢eni konidii probiha nejrychleji
pfi teplotach okolo 25°C (McCoy et al. 1988). Podle Inglise et al. (2001) je to 20 az 25°C , ale
infekce a onemocnéni se mohou objevit v rozmezi teplot 15-30°C. Nad 30°C se vegetativni
rust vétSiny Celedi inhibuje a fadoveé ve 37°C se zastavuje uplné. Nékteré studie ukazuji, ze
B. bassiana by mohla 1épe snaset vyssi teploty (Shimazu 2004) a nizké teploty mohou
redukovat nebo zastavit kli¢eni a rast a naruSit nebo prodlouzit tak UspéSnou infekci
(Zimmermann 2007). Na druhé strané¢ nékteré genetické skupiny rostou prukazné Iépe
Vv nizSich teplotach, protoze puvod izolatu ovliviiuje jeho termotoleranci (Bidochka et al.
2002) a vysoka teplota obecné kliceni houby a Sifeni choroby redukuje (Sun et al. 2003).
V podstaté kdyz amplituda teploty stoupa, rist hub B. bassiana a M. anisopliae klesa (Inglis
et al. 1999).

Mnoho vyzkumnikil se zabyva moznosti vybéru genotypt majicich specifické teplotni
charakteristiky (napt. vys$i optimalni teploty) ze specifickych geografickych oblasti (napf.
pochazi-li izolét z teplé oblasti, mize byt tolerantnéjsi k vyssim teplotdm nebo naopak, pokud
pochazi z chladného klimatu, bude u¢innéjsi v nizkych teplotach) (Inglis et al. 2001). Nékteré
studie zaznamenaly pouze nizky nebo dokonce zaddny vliv geografického plivodu na teplotni
charakteristiky (McCammon, Rath 1994; Fargues et al. 1997; Ouedraogo et al. 1997).
Existuje velkd fenotypovd a genotypovéd variabilita mezi kmeny entomopatogennich
vlaknitych hub, ktera ovliviiuje jejich pfezivani na stanovisti (Goettel, Inglis 1997). Vidal et
al. (1997) pozorovali silnéjsi spojeni mezi teplotni charakteristikou in vitro a mistem ptivodu.
Rovnéz zjistili vyraznou variabilitu mezi izolaty |. fumosorosea a jejich schopnosti rust
Vv riznych teplotach.

Slunecni zdareni

Konidie, hyfova téliska 1 hyfy vSech celedi Hyphomycetes jsou velmi citlivé
K poskozeni slune¢nim zafenim (Inglis et al. 2001). U vSech entomopatogennich hub mize
jeho vlivem dojit ke Skodlivym zménam, zejména podilem ultrafialovych paprskii UVB
spektra (285-320nm) a UVA spektra (320-400nm). Viditelné zafeni a infraervené zateni je
méné Skodlivé nez zafeni UV (Fargues et al. 1997). Nejskodlivejsi je ultrafialové zafeni-B
(Fargues et al. 1996). Je to jedna z véci, ktera zpsobuje inaktivaci bioagens, jeho vysoké
hodnoty mohou vést k rychlé degradaci materidlu 1 béhem jediného dne (Butt et al. 1999).

VIhkost

Naroky na relativni vzduSnou vlhkost zpravidla vyrazné stoupaji v obdobi sporulace.
VétSina entomopatogennich hub dobte sporuluje pfi relativni vzdusné vlhkosti nad 95% (Hall
1981). V piirozeném prostiedi si zivy organismus vytvaii na povrchu pokozky vrstvicku
nasycenou vodnimi parami (Weiser 1966). Relativni vzdusna vihkost v kombinaci s teplotou
ovlivituje vypafovani kapek, coz mize zptlisobit ztratu malych ¢astic a tim neptiznivé ovlivnit
ptresnost aplikace. Navic vlhkost mize mit velmi vyznamny vliv na pfetrvavani inokula
v prostiedi. Voda neni dilezita pouze pro vykliceni spor, ale rovnéz reguluje konidiogenezi
na téle uhynulého hmyzu. Kazdopadné, konidiogeneze na povrchu hmyzu vyzaduje vysokou
vlhkost a produkce konidii mize ovlivnit horizontalni Sifeni patogena (Inglis et al. 2001).
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2.6. Houby rodu Beauveria

Kolonie jsou vétSinou pomalu rostouci, vatovité, zpocatku bilé, pozdéji Casto piechazi
do zlutavé az nartizovélé barvy. Rod Beauveria je charakteristicky sympodialnim vyvojem
jednobunéénych konidii (amerokonidie) v cik-cak postaveni na konidioforu. Konidiogenni
buniky jsou lahvicovitého tvaru a jsou casto seskupeny do sporodochii nebo synnemat.
Konidie jsou hyalinni a kulaté nebo ovoidni (Anonym 2010).

2.6.1. Taxonomické zarazeni rodu do systému

Prvni taxonomickou revizi rodu Beauveria provedl MaclLeod vroce 1954. Studie
zahrnuje morfologické charakteristiky a charakteristiky kultur fady izolati a druhii rodu
Beauveria. 14 dtive popsanych druhii bylo popsano jako synonyma druhu B. bassiana a
B. tenella. B. stephanoderis, B. laxa, B. globulifera, B. effusa, B. vexans, B. doryphorae,
B. delacroixii a B. acridiorum byly zahrnuty pod druh B. bassiana, zatimco B. densa,
B. melolonthae, B. brongniartii a B. shiotae pod druh B. tenella. Pozd¢ji De Hoog v roce 1972
omezil rod Beauveria Vuill. na tfi druhy : B. bassiana, B. brongniartii a B. alba
(Zimmermann 2007).

Taxonomické zatazeni rodu je mozné dvéma zpusoby. Jeden na zaklad¢ anamorfy, ¢ili
nepohlavniho stadia a druhy na zaklad¢ teleomorfy, tedy pohlavniho stadia.

Taxonomické zarazeni hub rodu Beauveria

Razeni na zakladé anamorfy (Vaia 1998)

Razeni na zakladé teleomorfy
(Sung et al. 2007)

Ttida : Ascomycetes

Pomocné pododdéleni : Deuteromycotina
Pomocna tfida : Hyphomycetes
Pomocny fad : Moniliales

Ttida : Ascomycetes
Rad : Hypocreales
Celed’ : Cordycipitaceae
Rod : Beauveria

Rod : Beauveria

V systému fazeni teleomorfy byly v poslednich letech provadény zmény, jak uvadi
Sung et al. (2007) v cCeledi Clavicipitaceae doslo k reklasifikaci a jejimu rozdéleni na tii
samostatné Celedi — Clavicipitaceae, Ophiocordycipitaceae a Cordycipitaceae. Do posledni
jmenované Celedi je fazen i rod Beauveria a tato ¢eled’ byla ustanovena na zakladé typu
predstavovaného rodem Cordyceps, zahrnuje vétsinu jeho druhd, které maji svétle zbarvena
mohutna stromata.

Klasifikace paraziti obratlovci diive fazenych v ¢eledi Clavicipitaceae (dle Sung et al. 2007;
Blackwell 2010)

Clavicipitaceae Cordycipitaceae Ophiocordycipitaceae

Conoideocrella, Hypocrella,
Metacordyceps, Moelleriella,
Orbiocrella, Regiocrella,
Samuelsia, Shimizuomyces,
Villosiclava

(v€tSina anamorf:
Metarhizium, Paecilomyces
s.l. Pochonia), a dalsi

Ascopolyporus, Cordyceps,
Hyperdermium, Torrubiella,
(vétSina anamorf:
Akanthomyces, Beauveria,
Isaria, Lecanicillium,
Simplicillium)

Cordyceps s.l.,
Elaphocordyceps,
Ophiocordyceps

(vétSina anamorf:
Haptocillium, Hirsutella,
Hymenostilbe)
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2.6.2. Nejznaméjsi druhy rodu Beauveria

Rod Beauveria (nejvyznamnéjsi zastupci B. bassiana, B. brongniartii a B. tenella)
reprezentuji pfevazné Siroce polyfagni houby, které se bézn¢ vyskytuji v ptid¢ a parazituji na
pudnim hmyzu, resp. na stadiich hmyzu, kterd se vyskytuji v ptdé (napf. pifi prezimovani).
V sortimentu hostiteli jsou zastoupeni zastupci z fada rovnokiidli (napf. krtonozky), brouci
(napt. larvy a kukly chrousti a chroustkd, mandelinky bramborové, lalokonoscti a mnoho
dalSich druhti), larvy a kukly motyl a dvouktidlého hmyzu. V posledni dobé¢ byly izolovany i
kmeny B. bassiana, které vykazuji vysokou virulenci na riznych druzich stejnokiidlého
hmyzu (napi. na molicich a mSicich) (Landa 1998).

‘ Rod Beauveria produkuje hydrofobni konidie a to
diky pfitomnosti proteinti bohatych na cystein uvnitt svrchni
vrstvy bunééné stény, které¢ se nazyvaji hydrofobiny (Inglis
et al. 2001) a zajist'uji stabilitu v prosttedi (Wraight et al.
2001). Hydrofobiny jsou jedine¢né pro houby a neni znama
jejich pfitomnost u jinych organismi (Wessels 2000).
Konidie jsou suché, malé, témét kulaté, < 3,5um v praiméru
s (Humber 1997) a jsou produkované v prasivych shlucich.

SE_GB.L LEI 4.0V

Konidiofor houby B. bassiana s  Z toho diivodu jsou snadno roznasené vétrem (Zimmermann
konidiemi 2007).

Beauveria bassiana (Balsamo-Criv.) Vuillemin

Druh B. bassiana (Balsamo-Crivelli) Vuillemin byl poprvé popsan zhruba pied 170
lety. Houbu B. bassiana objevil v roce 1834 Aogostino Bassi. Determinaci entomopatogenni
houby provedl v roce 1835 Giuseppe Balsamo Crivelli a zatadil ji do rodu Botrytis (Botrytis
paradoxa), pozd¢ji zménil oznaceni na Botrytis bassiana na pocest jejiho objevitele. V roce
1912 provedl Vuillemin revizi systematického zatazeni a do dne$ni doby je respektovano jeho
zatazeni do rodu Beauveria a ozna¢ni druhu bassiana (Dirlbekova 1991).

Je nejrozsifendjSim druhem rodu a je povaZovana za houbu, ktera miize a méla by byt
vyuzivana v ochrané proti hmyzim skudcim (Zimmermann 2007). Pfirozené Se nachazi na
nékterych rostlinach nebo v piidé a byla izolovana z velké Skaly druhii napaden¢ho hmyzu
(Coombs, Coombs 2003). Je znama svym Sirokym hostitelskym spektrem (Shimazu et al.
2002), parazituje na mnoha zastupcich z fadu Orthoptera, Coleoptera, Lepidoptera a Diptera
(Inglis et al. 1996; Chikwenhere, Vestergaard 2001) a je studovana v mnoha oblastech jako
jedno z dilezitych mikrobialnich bioagens (Shimazu et al. 2002), nabizejici alternativu
k chemickym pesticidim (McGuire et al. 2005).

B. bassiana je charakteristicka tvorbou bilych, pozdéji
naZzloutlych nebo pfileZitostné i nacervenalych kolonii. Spodni
strana je bezbarvd nebo mize pifechdzet od naZloutlé do
narizovelé barvy (Zimmermann 2007). Obecné je znama jako
bila muskardina (Coombs, Coombs 2003). Konidiogenni bunky
maji kulatou nebo lahvicovitou bazalni ¢ast, konidie jsou v cik-
cak postaveni na konidioforu (Zimmermann 2007), po jedné na
kazdém zoubku zubovitého konidioforu a jsou neptehradkované y
(Humber 1997). Kdyz dozravaji tak se odd€luji na tzkém kréku.  |ps  typographus
Vznik konidii je holoblasticky, na témze misté¢ se tedy dalsi  houbou B.bassiana
konidie netvorii (Kiffer, Morelet 2000).

napadeny
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Oblast, ktera neni zatim pftiliS prozkoumana je endofyticky riist mitosporickych hub, o
kterém hovoti ve vztahu ke kukufici Inglis et al. (2001). Rostliny kukufice byly vnitiné
kolonizované houbou B. bassiana a dalsi studie potvrdily, Ze houba se dostava do rostlinnych
pletiv a zlstava tam po celou sezoénu (Bing, Lewis 1991). Tvoii tak s rostlinami kukufice

vztah, diky némuz muze navodit sezonni supresi zavijeCe kukufi¢cného (Coombs, Coombs
2003).

Beauveria brongniartii (Saccardo) Petch

B. brongniartii je mén¢ bézna nez B. bassiana, ale rovnéz je celosvétove rozsifena na
hmyzu stejné¢ jako v ruznych dalSich prostiedich. Byla zaznamenana v otevienych
raelini$tich, vysokohorskych oblastech, lesich a na dal$ich mistech (Zimmermann 2007).

Pro houbu B. brongniartii je charakteristickd tvorba z poc¢atku bilych, pozdéji
nazloutlych az nartzovélych, nékdy i nacervenalych kolonii. Elipsoidni konidie o velikosti
2,5-4,5um se shlukuji, jsou uspofadané do malych skupinek ¢i samostatné (Zimmermann
2007).

Je to entomofagni houba, kterd je pouzivdna komeréné¢ v oOchrané proti larvam
chroustt (Melolontha melolontha). V Japonsku jsou spory B. brongniartii produkovany ve
formulaci s otrubami a jsou pouzivany jako ochrana proti tesafikim (Psacothea hilaris) na
mandarinkovnicich. V Peru proti nosatciim na bramborach stejné jako proti Siroké Skale
dal§iho hmyzu, zahrnujici molice, tfasnénky, msice, svilusky, zavijece (Ostrinia furnacalis,
O. nubilalis). Mize byt pouzita na zeméd€lské komodity a bavinu, stejné jako okrasné
rostliny, travniky a raSelinu (Coombs, Coombs 2003).

2.7.  DalSi entomopatogenni houby

Isaria fumosorosea (Wize) Brown & Smith

I. fumosorosea (diive Paecilomyces fumosoroseus) ma podlouhlé, vejéité konidie,
<4um dlouhé, ve vétSich mnozstvich svétle rizové az Sedortizové barvy (Humber 1997).
Zmeéna barvy kolonii pfimo souvisi se stupném sporulace kultury. Star$i, pln€ sporulujici
kultury, maji az Sedofialové zbarveni a vatovity charakter kolonie se méni v prasny,
s povrchem zcela pokrytym obrovskym mnozstvim konidii (Landa 1994). V ptipadé
optimalnich podminek zplsobuje rychlé infekce a smrt u vSech vyvojovych stddii molic
(Osborne et al. 1990).

Je jednim z nejbézné&jSich houbovych patogenii napadajicich molice a je zodpovédny
za epizoocie, které mohou vyrazné ovliviiovat populace sktiidce jak ve skleniku, tak v polnich
podminkach (Lacey et al. 1996). Optimalni rlist je mezi 20 a 30°C (Vidal et al. 1997).
I. fumosorosea je geograficky Siroce rozsifeny druh, ktery muze infikovat rizné fady hmyzu
ve vSech vyvojovych stadiich a mlize byt Casto izolovan z pudnich vzorki (Samson 1974).
I. fumosorosea muze byt pouZita na ochranu proti brouktim, mravenciim, stejné jako molicim
(Coombs, Coombs 2003). Kavkova a Curn (2005) uvadi i pokusy, které byly provadény na
Sphaerotheca fuliginea (padli okurkové), ve kterych doslo diky I. fumosorosea Kk potlaceni
vyvoje a Sifeni patogena.
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Metarhizium anisopliae (Metschnikoff) Sorokin

Houba Metarhizium anisopliae byla poprvé popsana jako entomopatogen proti brouku
z Celedi Scarabidae Anisoplia austriaca Metschnikoffem v roce 1879 a plivodné nazvana
Entomophthora anisopliae (Zimmermann 1993).

Myecelium zcela pokryva napadeného hostitele, konidiofory jsou v kompaktnich
shlucich, jednotlivé konidiofory se Siroce vétvi, konidiogenni buiiky tvoii husté hymenium.
Konidie jsou nepfehradkované, cylindrické nebo vejcité a tvori fetizky. Velikost konidii je
>9um (Humber 1997). Konidiofory se ¢asto shlukuji a tvofi sporodochia, jednoducha nebo
vétvena, nesouci Konidie na fialidach na vétvich, fialidy jsou na konci zaSpic¢atélé (Watanabe
2002). Je uvadeno, ze houba infikuje vice nez sto druhti hmyzu z rozdilnych fadi, predevsim
Orthoptera, Hemiptera, Coleoptera, Diptera, Lepidoptera a Hymenoptera (Zimmermann
1993).

Houba M. anisopliae je registrovana ve Spojenych statech na ochranu proti §vabim
v domécnostech. V Jizni Americe je pouzivana proti kiisum (Cercopidae). V jihovychodni
Asii je tato houba vyuZivéana proti Skildciim palmovych ofechi (nosorozici, mandelinky, atd.).
Byla také zkoumana proti chroustim na pastvinach (Aphodius tasmaniae), termitim
(Nasutiterenes exitiosus), skidcim na cukrové titin€, pekanovych ofesich a Cerné réve.
M. anisopliae produkuje mnozstvi insekticidnich toxini zahrnujicich destruxin E, ktery je
aktivni proti mnoha druhtim msic (Coombs, Coombs 2003).

Lecanicillium lecanii (Zimm.) Zare & W. Gams

Lecanicillium lecanii je dobfe znama a rozsifena entomopatogenni houba. Diive
znama pod nazvem Verticillium lecanii (Zimm.) Viégas. V roce 2001 provedli Zare a Gams
revizi rodu a pfejmenovani druhu na Lecanicillium lecanii.

Mycelium je bilé nebo krémové. Na vzdusném myceliu se vytvareji dlouhé uzké
lahvicovité konidiofory, na jejichz koncich se postupné tvoti elipsoidni konidie. Konidiofory
jsou v preslenech a z jednoho mista protilehle vyriastaji 2, 3 az 4 konidiofory. Na koncich hyf
muze byt pfeslen tvofen i vice konidiofory. Konidiofory jsou vytvafeny postupné a nova
konidie odtlacuje dfive vytvofenou konidii do shluku, ktery ma podobu kulicky. V zavéru
sporulace se kulicky pokryvaji mucilagenni hmotou, kterd udrzuje kompaktni tvar findlniho
utvaru (Hall 1985).

Houba ma extrémné Siroké hostitelské spektrum, které zahrnuje msice (Sopp et al.
1990), cervce (Hall 1981), molice (Hall 1982, Ravensberg et al. 1990), tfasnénky (Schreiter et
al. 1994), fytopatogenni houby (Verhaar et al. 1998) a paraziticka had’ata rostlin (Eapen et al.
2005; Shinya et al. 2008). Houba Lecanicillium spp. je rovnéz schopna potlacovat fadu
houbovych patogenti rostlin, jako padli, rzi, plisné nebo Pythium (Goettel et al. 2008).
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2.8. Kultivace entomopatogennich hub v podminkach in vitro

Vétsina entomopatogennich vlaknitych hub roste na mnoha béznych druzich umélych
médii, pfekvapivé malo znich je slozité péstovat vin vitro podminkdch nebo pouze se
zvlastnimi pozadavky na ziviny (Humber 1997). VétSina entomopatogennich hyfomycet jsou
fakultativni patogeny a relativné snadno rostou Vv ¢istych kulturdch na definovanych nebo
polo-definovanych médiich (Goettel, Inglis 1997). Na rozdil od dalSich patogend rostou
houby dobie na jednoduchych a levnych médiich. Tato charakteristika, spole¢né s jejich
relativné Sirokym hostitelskym spektrem déla z houbovych. patogenti potencidlni vhodné
kandidaty pro komer¢ni produkci (Hagler 2000).

Produkce je jednim z kritickych bodt vyvoje houbovych bioagens (Jackson et al.
2010). Statut fakultativnich paraziti umoziiuje produkci biomasy infek¢nich jednotek (konidii
resp. blastospor) pomoci velkokapacitnich biotechnologii, coz je zékladni technologicky
ptedpoklad pro vyvoj a trzni realizaci standardniho biopreparatu (Landa 1998). Vysledné
bioagens musi poskytovat cenovou vyhodu pro kone¢ného uzivatele (nizk4d cena), mit
primétené dlouhou zivotnost a poskytovat vyrovnanou ochranu v polnich podminkach
(plsobit dobte v prostiedi, kam je aplikovano). Tyto cile produkce se vSak Casto dostavaji
do rozporu s ekologickymi a mistnimi pozadavky na trvalou infektivitu a ochranu proti
cilovému hmyzu (Jackson et al. 2010).

Technologické vyhody pii produkci, formulaci a piezivani pfispély vyznamné
K vyuzivani mykoinsekticidi v praktickém boji proti hmyzu, ktery mutize v ur€itych situacich
ekonomicky konkurovat chemickym insekticidim (Menn, Hall 1999). Ekonomicky vyhodna
produkce stalého inokula je zasadni véc pro Uspésné zavadeéni houbovych bioagens (Butt et al.
2001). Je tieba najit velmi virulentni kmeny s nizkymi naklady na produkci, aby bylo mozno
realizovat vysledny produkt (Butt 2002).

Povrchova kultivace

VétSina entomopatogennich vldknitych hub produkuje velké mnoZstvi malych
(<10pum) hydrofobnich konidii v kompaktnich shlucich (Wraight et al. 2001). Biotechnologie
jejich produkce imituje ptirozeny cyklus, pfi kterém je zprvu vytvofena povrchova mycelidlni
biomasa a na konci cyklu se na vzdusném myeceliu tvofi konidie (Landa 1998). Je znamo, ze
houby mohou kli¢it, rist a produkovat konidie navzdory variabilit¢ ve velikosti kolonii a
potencialu k produkci konidii (Feng et al. 1994).

Pro produkci konidii se pouzivaji povrchové kultury (Goettel, Inglis 1997). Kultivace
probihé na pevné nebo tekuté piid¢ nebo substratu (agar, fepa, brambor, ryze, proso, sladinka,
Sabouraud agar apod.) pii neruseném rustu (Weiser 1991). Sabouraud’s dextrose agar
obohaceny kvasnicovym extraktem (SDAY) je jednim z nejpouzivanéjSich médii. Déle jsou
bézné pouzivany agary jako cornmeal agar (CMA), Czapeck-Dox, malt extract agar (MEA),
nutrient agar (NA), potato dextrose agar (PDA), Sabouraud’s maltose agar (Goettel, Inglis
1997) a yeast petpone dextrose agar (YPDA) (Kamp, Bidochka 2002). Pro produkci vétSiho
(Goettel, Inglis 1997), ptipadné zbytky z brambor nebo vylisovana cukrova titina (Dalla Santa
et al. 2004).

Vytéznost konidii mize byt omezena nejen médiem, ale 1 velikosti konidii. Napft. u
houby B. bassiana je oproti ostatnim entomopatogennim houbam dosahovano nejvyssi
vytéznosti, vzhledem k tomu, Ze jeji konidie jsou relativné malé (Wraight, Carruthers 1999).
Dvé¢ tietiny komercnich produktt zahrnuji preparaty na bazi konidii houby B. bassiana nebo
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M. anisopliae, K jejichz ziskavani se pravdépodobné vyuziva produkce na pevnych
substratech (Jackson et al. 2010).

Submerzni kultivace

Submerzni kultivace se pouziva pro produkci mycelia, blastospor a V nékterych
pripadech konidii (Goettel, Inglis 1997). Blastospory jsou builkky podobné konidiim, ale
s tenci sténou a méné odolné (Weiser 1991). Mnoho druhli entomopatogennich hub mtize byt
produkovano v submerznich kulturach, kde se tvofi podminky podobné jako v hemolymfé
hostitele a houba pak tvofi jiz zminéné typické ovalné jednobunééné blastospory (Wraight,
Carruthers 1999). Produkce blastospor a dalSich propaguli ze submerzni kultivace je méné
efektivni nez produkce vzduSnych konidii (Wraight et al. 2001). Blastospory
entomopatogennich hub jsou produkovany ve fermentac¢nich biotechnologiich (submerzni
kultivace v tekuté zivné pudé€) a vyuzivaji fenoménu zmeény morfologické formy patogena po
proniknuti do semi-aerobnich podminek télni dutiny (Landa 1998).

Vliv kultivace na vlastnosti spor

Vime, Ze podminky kultivace mohou velmi vyrazn€ ovlivnit toleranci houby
B. bassiana napt. Kteplotnimu stresu (Ying, Feng 2006). Je dulezité objasnit teplotni
optimum a teplotni limity pro kultivaci hub, aby mohla byt optimalizovana produkce
(Shimazu 2004). Optimalni teplota rastu je 23 — 26°C, maximalni teplota pro rtst mycelia je
28 — 31°C (Dirlbekova 1991). OvSem toto rozmezi neplati pro vSechny kmeny stejné.

Vybér fermentatniho média (tzn. pevné faze nebo submerze), koncentrace
fermentacnich slozek, ptfenos kysliku, teplota pro inkubaci, doba ukonceni riistu a nasledné
upravy (Stowell 1991; Montazeri and Greaves 2002) vyzaduji intenzivni vyzkum pro ur¢eni
optimalnich podminek, které poskytuji velké, stabilni a i¢inné mikrobialni populace.

Produkce se da vyrazné ovlivnit slozenim média. Pfizpisobeni nutri¢nich podminek
béhem rustu a sporulace blastospor houby B. bassiana ovliviiuje jejich zivotnost (Lane et al.
1991). Koncentrace uhliku a dusiku v médiu ovliviiuje produkci blastospor I. fumosorosea a
jejich odolnost proti vysychani (Cliquet, Jackson 1997). A je dulezité i mnozstvi dostupnych
zivin, které maji vyrazny vliv na rust kultury, sporulaci a morfologii entomopatogennich hub.
Rist a sporulaci kultury I1ze ovlivnit nejen vybérem média, ale i jeho mocnosti (objemem
média v jedné Petriho misce) (Kamp, Bidochka 2002). Kultivaénim médiem Ize ovliviiovat i
zivotnost konidii (Derakhshan et al. 2008).

Je tfeba zminit, Ze Zivnym médiem lze ovlivnit nejen rhst kultur vzhledem ke
zvySovani vytéznosti propaguli, ale miize dojit i k negativnimu ovlivnéni kultury a to tak, ze
dlouhodoba kultivace na umélych médiich povede az ke zménam fenotypu (napf. sniZeni
virulence) (Goettel, Inglis 1997), ptipadné¢ dalSich vlastnosti, cozZ je oznacovano jako oslabeni
houby a mize byt definovano jako omezeni vitality, hustoty a jiZ zminéné schopnosti napadat
patogena. V piipad¢ entomopatogennich hub mutze vzniknout v diisledku jednorazové nebo
opakované kultivace na umélém zivném médiu (Butt 2002). Pfi opétovné kultivaci kmend
entomopatogennich hub na umélych zivnych médiich mize dochazet ke snizovani virulence
Kk cilovému organismu nebo mtize dojit az k uplné ztraté virulence (Brownbridge et al. 2001,
Goettel 1992) . Je tedy diilezité pasazovat kmeny pies hostitele (Hirte et al. 1989).

Rychlost sniZzovani az Gplné ztraty virulence zavisi vice na jednotlivém kmenu neZ na
druhu ¢i rodu entomopatogenni houby. Nékteré kmeny jsou schopny si svou virulenci udrzet i
po dlouhodobé opakované kultivaci in vitro, napt. B. bassiana (Inglis et al. 2001).
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2.9. Formulace spor entomopatogennich hub

Existuje velka skala formulaci v souvislosti s pozadovanym zptusobem pouziti. V celé
fad¢ formulaci se biopesticidy piekryvaji s chemickymi pesticidy. Stejn€ jako u chemického
pesticidu je formulace dulezitou soucasti uspésného vyuzivani entomopatogennich hub
(Wraight, Carruthers 1999). Efektivni formulace je nutnosti pro pievedeni laboratorni prace
na pouziti v pfirozeném prostiedi. V idedlnim piipad¢ by mél formulovany material vykazat
vysSi ucinnost v porovnani s neformulovanym (Rhodes 1990). N¢které formulace mohou
zvysit virulenci houby zlepSenim pfilnavosti spory k povrchu hostitele, rozpousténim
fungistatickych sloucenin ve voscich epikutikuly a podporou kli¢eni (Butt et al. 2001).

Formulace jako takovd mé né€kolik zékladnich cilt, které zahrnuji zlepSeni pokryvnosti
postiiku, zvySeni bezpecnosti, jednoduchou manipulaci, zlepSeni stability béhem skladovéani
(predevsim v pokojové a vyssi teploté), zlepSeni stability v prostiedi a v neposledni tadé¢
zvyseni G¢innosti (Wraight, Carruthers 1999).

Slozkami formulace jsou — G¢inna latka, tzn. jednotlivy mikroorganismus nebo spora,
dalsi soucasti je nosi¢, kterym je Casto inertni material pouzivany jako podpora a prenasec
populaci u¢innych agens k cili a jako posledni jsou zde adjuvanty a slozky, které podnécuji a
podporuji funkei aktivnich latek. Kazda ze zminénych sloZzek ma svou konkrétni funkci.

Slozky formulace musi : (Jones, Burges 1998)

-zajisStovat stabilitu béhem vyroby biopesticidu, manipulace a skladovani
-usnadiovat aplikaci

-chrénit biopesticid za neptiznivych podminek

-podporovat aktivitu biopesticidu smérem k cilovému organismu

Formulace aplikované do pidy a na semena vyzaduji aktivni slozku, kterd je
dormantni béhem skladovani a pfizpiisobena podminkdm prostfedi, kterym je vystavena po
aplikaci; adjuvanty, které stabilizuji a chrani aktivni slozky ptfed desikaci a dalSimi
nepifiznivymi podminkami prostfedi, ale dovoluji rychlé Sifeni biopesticidu v pfiznivych
podminkach; ziviny, které podporuji biopesticid do doby, nez dojde ke kolonizaci rhizosféry
nebo spermosféry. Listové aplikace biopesticidi umoziuji vyuzivat formulace s riznymi
piidavky adjuvanti, které vyhovuji jejich potiebam (Murillo et al. 2003).

Dale musi zajiStovat stalost na povrchu cilového organismu za riznych podminek
prostiedi (napt. pii desti), udrzuji vlhkost a chrani proti vysychdni nebo podporuji Sifeni a
rozptylovani biopesticidu (Burges 1998; Boyetchko et al. 2002).

Jak jiz bylo mnohokrat shrnuto je hlavnim pozadavkem pro UspéSné vyuzivani hub
Vv biologické ochrané infektivita a perzistence inokula v prostfedi. Je dobfe zdokumentovano,
ze tyto vlastnosti vzrustaji S ptidavkem oleji (Moore, Prior 1993), které pravdépodobné
chrani konidie proti vysychani, zlepsuji jejich pfilnavost a §ifeni inokula po téle hostitele
(Vimala Devi, Prasad 1996).
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Pevné formulace

V souvislosti s pevnymi formulacemi se ¢asto hovoii o ruznych druzich nosi¢i, které
se lisi svym charakterem. NejCastéji jsou takovéto biopreparaty finalizovany do formy
smiflivych, ve vodé rozpustnych praska (WP) nebo granuli (WDG) (Landa 1998). Jsou dva
zakladni typy, jedna se o nosi¢ inertni nebo nutritivni. Inertni nosi¢ neposkytuje zadné ziviny
a ma za ukol pouze mechanicky chranit formulovanou sporu, pfipadné zlepSovat moznosti
jejiho Sifeni. Nutritivni nosi¢ na druhé strané¢ muize mit stejné vlastnosti jako inertni s tou
vyhodou, Ze rovnéz poskytuje vyzivu propagule po jejim zavedeni do prostiedi. Stejna
pravidla se tykaji i vyuzivani plnidel pfi tvorbé granuli a dalSich pevnych formulaci.
S ohledem na finalizaci je mozné pouzit velké mnozstvi nosi¢l. Je nezbytné, aby si konidie
izolatu vybrané¢ho pro vyrobu mykopesticidu udrzely vysokou Zivotnost v suché praskové
formé (Consolo et al. 2003). Na trhu byly produkty (Boverol a Boverosil) jejichz zakladem
jsou vzdusné konidie riznych kmenti houby B. bassiana upravenych s plnidlem siloxid tak, ze
funguje jako suchy popras nebo jako vodni suspenze (Weiser 1991).

Bez vhodné formulace neni mozné mitosporické houby uéinné vyuzivat. Murillo et al.
(2003) uvadgji, ze biopesticidy aplikované do pidy ve form& granuli nebo ve formulaci
aplikované na semenech (napft. v kaolinu, kapaling, mikrokapsulich, raselinném prasku), jsou
velice vhodné pro ochranu obilnin pfed pidnimi fytopatogeny, fytopatogeny napadajicimi
koteny a ptidnim hmyzem osidlujicim kofeny. Landa et al. (2002) rovnéz uvadéji formulacni
formy vhodné pro aplikace do pudy (WP, WDG, lyofilizované mycelium, mycelialni granule)
a pouziti rozmanitych forem jejich aplikace (postiik, injektaz, mofeni, introdukce granuli a
pelet).

Je fada nosicu, které mohou zvySovat G¢innost formulovaného bioagens, napt. Pereira
a Roberts (1990) prokazali, ze takovou schopnost maji formulace v obilném Skrobu u
biologické ochrany provadéné prostiednictvim hub M. anisopliae a B. bassiana. Formulace
obsahujici Ziviny, které zvysSuji rychlost kli¢eni spor rovnéz prokazaly zlepSeni efektivity
biologické ochrany nejen prostiednictvim konidii B. bassiana, ale i I. fumosorosea (James
2001). Jako nosice pro piipravu finalizaci je moZné pouzit béZzn¢ dostupné materidly, které
nejsou ani prili§ drahé. Da se pouzit napiiklad pSeni¢nd, kukuficnd nebo je€na mouka,
bramborovy $krob nebo semolinova drt’ (Al-Mazra’ Awi et al. 2007).

Olejové formulace

Dalsi metodou je suspenze spor v olejich, jejimz ucelem je vytésnit kyslik od
organismu, tudiz zabranit dychéni (Butt et al. 1999) a umoznit tak dlouhodobé&jsi skladovani.
Pro formulovani mykoinsekticidti se pouzivaji jak rostlinné tak mineralni oleje. Rostlinné
oleje maji vyhodu v tom, Ze jsou piijatelné pro systém organické produkce (Wraight et al.
1999). Luz a Batagin (2005) testovali 11 komercializovanych olejovych extraktt z riznych
rostlin. Jednalo se o Inéna semena (Linum usitatissimum), sojové boby (Glycine max),
podzemnici olejnou (Ararchis hypogaea), fepkova semena (Brassica rapa), bodlak (Carduus
sp.), slunecnici (Helianthus annuus), olivy (Olea europaea), sezam (Sesamum indium),
kukufici (Zea mays), skofec obecny (Ricinus communis) a olejovou palmu (Orbygnia
speciosa). Vsechny oleje byly ziskavany z organicky péstovanych rostlin, které nikdy nebyly
oSetreny syntetickymi pesticidy.

Olejové suspenzni koncentraty jsou pomérné Castou formulaci. K aplikaci lze pouzit
standardni aplikacni techniku. Pfi aplikaci je tfeba respektovat ,.kontaktni ucinek* preparata
(nutnost adheze konidii/blastospor na povrch téla cilového druhu hostitele). Pfi oSetfeni
nadzemnich ¢asti rostlin je nutné peclivé oSetfit niky, ve kterych se vyskytuje cilovy druh
Skiidce (Landa 1998). Olejové nosi¢e maji mnoho vyhod. Jednou z nich je fakt, Ze mohou
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zanést inokulum ptes kutikulu hmyzu, Casto ptfenaseji konidie pres tenké meziclankové
membrany, které jsou castéji penetrovany entomopatogennimi houbami (Butt et al. 1999).
Déle jsou vysoce kompatibilni s lipofilnimi konidiemi stejné¢ jako s cilovym systémem
kutikula hmyzu-pokozka rostliny a redukuji ztratu vlhkosti. Cukry, které mohou byt soucasti
téchto formulaci pak podporuji konzumaci a traveni hmyzimi $ktdci (Murillo et al. 2003).
Navic jiz pfima aplikace konidii ve formulaci oleje s vodou na hmyz, indukuje vyznamnou
mortalitu mezi larvami tietiho instaru Triatoma infestans (Luz, Batagin 2005).

Pouzivani oleji navic zvySuje ucinnost myko-insekticidl, -herbicidi a -fungicidd,
protoze mohou znemoznit patogenim aktivitu v podminkach nizké vlhkosti a proto tvoii
moznosti pro rozsiteni spektra jejich aplikaci (Bateman, Alves 2000). Formulace v oleji muze
rozsifit moznosti aplikace druhi s lipofilnimi konidiemi do zeméd¢€lskych oblasti kde je nizka
vlhkost (Bateman et al 1993). Dalsi nespornou vyhodou je fakt, ze formulace mykoinsekticida
Vv olejich prezentuji zvlastni moznosti vyuziti ULV (ultra-low volume) aplikace (Bateman,
Alves 2000) a tim i pouzivani mensich davek piipravka.

Kvalitativni a kvantitativni slozeni mastnych kyselin, které jsou soucasti rostlinnych
olejii a surfaktanty, stejné tak jako slozeni hmyzi epikutikuly ovlivituji vyvoj houby (Luz,
Batagin 2005). Bylo prokazano, ze rostlinné oleje byly, co se tyCe zabranéni usazovani
usazovani. OvSem neni mozné ptipravovat olejovy koncentrat, ve kterém se pouziva pfili§
viskozni olej a tudiz je napt. kukufiény olej jakysi kompromis (Milner 2000). Navic oleje,
které vytvaii film na kutikule piisobi jako antievaporanty a surfaktanty jako zvlhcovadla
(vzhledem k tomu, ze jejich hydrofilni slozky pomahaji udrzovat vlhkost), obé¢ slozky tak
ptispivaji k zajisténi vhodnych podminek pro kli¢eni a invazi vétSiho poctu konidii (Luz,
Batagin 2005).

Neocekdvané problémy s fermentaci a formulacemi mikroorganismii nebo chybné
prazkumy trhu méli za nésledek stazeni nékterych biopesticidii nebo produkti z trhu. Ptiznivé
byly casto ve sklenicich aplikovany v netéinnych formulacich. V nékterych piipadech
formulace uZite¢nych mikroorganismli neptisobily v polnich podminkach, a proto byly
oznaceny za neucinné a nevyuzitelné a vyzkum byl zastaven (Hallett 2005).
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Ptehled biopreparatti na bazi houby B.

bassiana registrovanych v Evropé (upraveno dle Faria,

Wraight 2007)

. . Propagule I . Stat s
Nazev pripravku formulace Cilovy organismus registraci
Boverol C/WP Coleoptera (Chrysomelidae) CR*

Boverosil C/WP Coleoptera (Curculionidae)+ other stored- CR*
product pests
Ostrinil C+HITK Lepidoptera (Crambidae) Francie
Trichobass-L C/OD Coleoptera (Curculionidae, Scarabaeidae), Spanélsko
Lepidoptera (Castiniidae, Pieridae),
Hemiptera (Aleyrodidae)+Acari
(Tetranychidae)
BotaniGard ES C/OD Coleoptera(Curculionidae, Scarabaeidae), Dansko, Italie,
Hemiptera (Aleyrodidae, Aphididae, Spanglsko,
Pseudococcidae, Psyllidae), Thysanoptera Svédsko
(Thripidae)
BotaniGard 22 WP C/WP Coleoptera(Curculionidae Scarabaeidae), Dansko, Itélie,
Hemiptera (Miridae, Cicadellidae, Spanglsko,
Fulgoridae, Aleyrodidae, Aphididae, Svédsko
Pseudococcidae, Psyllidae), Thysanoptera
(Thripidae)
Mycotrol O C/OD Coleoptera (Chrysomelidae, Curculionidae, Dansko, Italie,
Scarabaeidae), Hemiptera (Miridae, Svédsko
Cicadellidae, Fulgoridae, Aleyrodidae,
Aphididae, Pseudococcidae, Psyllidae),
Lepidoptera (Crambidae, Noctuidae,
Pieridae, Plutellidae), Orthoptera (Acrididae,
Tettigoniidae), Thysanoptera (Thripidae)
Mycotrol WP C/WP Coleoptera (Chrysomelidae, Curculionidae, Dansko, Italie,
Scarabaeidae), Hemiptera (Miridae, Svédsko
Cicadellidae, Fulgoridae, Aleyrodidae,
Aphididae, Pseudococcidae, Psyllidae),
Lepidoptera (Crambidae), Orthoptera
(Acrididae, Tettigoniidae), Thysanoptera
(Thripidae)
Naturalis-L (=Fermone | C/OD Coleoptera (Chrysomelidae, Curculionidae, Recko, Italie,
Naturalis L-225) Scarabaeidae), Diptera (Ephydridae, Spanélsko,
Mycetophilidae, Sciaridae, Tipulidae), Svycarsko

Hemiptera (Lygaecidae, Miridae, Cercopidae,
Cicadellidae, Aleyrodidae, Aphididae,
Pseudococcidae, Psyllidae), Hymenoptera
(Formicidae), Lepidoptera (Crambidae,
Gelechiidae, Geometridae, Noctuidae,
Tortricidae), Orthoptera (Acrididae,
Gryllotalpidae), Thysanoptera
(Thripidae)+Acari (Eriophyidae,
Tetranychidae)+Crustacea+Diplopoda

*S respektem K autoriim jsou v tabulce uvedeny produkty, které byly v Ceské republice registrovany, nicméné

v soucasné dob¢ jiz nejsou na trhu dostupné

C+H — konidie + hyfy (formulaci tvoii kolonizovany pevny substrat), C — vzdusné konidie, WP- Smacitelny
prasek (Wettable powder), OD — disperzni olej (Oil dispersion), TK — technicky koncentrat
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2.10. Skladovani spor entomopatogennich hub

Pouzivani mykopesticidii narazi na problémy se skladovanim ptedevsim v souvislosti
s aplikaci v polnich podminkach, které vétSinou sezonni a je tedy potfeba udrzet bioagens po
urcitou dobu nazivu. Aby mohla byt zlepSena vitalita konidii a u¢innost mykoinsekticidu,
mély by byt podminky rozmanité (Tarocco et al. 2005). Jak je uvedeno v kapitole zabyvajici
se kultivaci, lze skladovatelnost propaguli zlepSit i vhodnymi podminkami pfi produkei.
Efektivni skladovani mykoinsekticidi za dobrych 1 Spatnych skladovacich podminek je
predpokladem pro jejich uspésné zavadéni do praxe (Moore et al. 1995, 1996).

Jedna-li se o kratkodobé skladovani, 1ze tento problém pomérné snadno odstranit napf.
snizenim skladovaci teploty. Pokud se vSak jedna o dlouhodobé skladovani, je pro dobrou
konkurenceschopnost piipravku vyzadovana stabilita v rozmezi 18-24 mésicu v pokojové
teploté¢ (cca 25°C ) (Wraight et al. 2001), coz musi byt podpofeno nejen vhodnymi
podminkami prostiedi, ale rovnéz pouzitim aditiv, tedy formulaci.

Skladovani spor v zavislosti na podminkdch prostiedi

Probiha velké mnozstvi pokust, které maji osvétlit plisobeni podminek prostfedi na
piezivani entomopatogennich hub. Hlavnim faktorem je ptisobeni teploty. Morley-Davis et al.
(1995) hodnotili skladovani v Sesti riznych teplotach, Hong et al. (2001) zkoumali vlastnosti
spor houby B. bassiana v péti stalych teplotach, Hidalgo et al. (1998) provétoval zivotnost
formulovanych konidii v riizném ¢asovém obdobi ve 2 teplotach. Takto by se dalo pokracovat
mnoha dal$imi piiklady. Ze vSech publikovanych vysledki je patrné, ze teplota se jevi jako
jeden ze zakladnich faktorti ovliviiyjicich ptfezivani houbovych propaguli, zejména pak
konidii. Je zcela ziejmé, ze celkova problematika podminek skladovani je velmi dilezita pro
vyvoj novych produktl a je potieba ji porozumét do hloubky. Je proto nutné znét co nejvice
informaci o tom, jak skladovaci teploty ovliviuji pfezivani spor (Jenkins, Grzywacz 2000).

Obecné lze fici, Zze pokles v teploté zvysSuje Zivotnost konidii (Stathers et al. 1993;
Morley-Davies et al. 1995; Hong et al. 1997). Morley-Davies et al. (1995), ktefi pracovali s
houbami M. anisopliae a B. bassiana ovsem dosli k zavéru, ze pfili§ nizka teplota mize
poskodit konidie a proto by se optimélni skladovaci teploty mély pohybovat v rozmezi 0°C az
20°C . Ptesto je mnoho studii, dokazujicich fakt, Ze konidie vétSiny druhli entomopatogennich
hub 1ze tspésné skladovat zmrazené (Goettel, Inglis 1997). Piezivani spor v teplotach pod
bodem mrazu je prikazné vyssi nez v pokojové teploté a rozdily se vyrazné zvysSuji v prib&hu
casu (Derakhshan et al. 2008). Konidie mitosporickych hub (Deuteromycetes) v dormantnim
stavu snadno piezivaji 1 dlouhodobé zmrazeni a kratkodob¢ 1 teploty v rozmezi 45 — 55°C
(McCoy et al. 1988). Konidie, blastospory a mycelium mohou byt skladovany ve 4°C po dobu
nékolika tydnt az mésici (Goettel, Inglis 1997). Pisobeni nizké teploty miize byt
nedostate¢né, pokud se projevi vysoka vlhkost prostiedi (Hedgecock et al. 1995).

Skladovani spor v zavislosti na formulaci

Vzhledem k tomu, Ze v pfipadé¢ biopesticidi je aktivni slozkou Zivy organismus, ktery
musi byt béhem skladovani imobilni a inaktivni, ale musi mit schopnost rychle obnovit
normalni metabolické procesy po aplikaci (Butt et al. 1999), ptidavaji se do formulaci rizné
adjuvanty, které¢ to maji zajistit.

Zachovani vysoké zivotnosti a virulence (Derakhshan et al. 2008) béhem skladovani
formulovanych konidii mykoinsekticidii je nezbytné pro jejich pouZziti v ochrané proti
skiidcm. Problém dlouhodobého skladovani je pomérné Casto feSenou otazkou. Konidie
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skladované v suchém prasku maji kratsi zivotnost nez konidie zbavené vlhkosti skladované
Vv olejovych formulacich, zvlaste pii skladovani v nizsich teplotach (Moore et al. 1996).

Consolo et al. (2003) testovali skladovani v ruznych olejich (rostlinné i mineralni)
v teplotach 4, 17 a 26°C a neshledali zadné statisticky priikazné rozdily v priibéhu 28 dni.
V pribéhu skladovani v hermeticky uzavieném prostiedi nesnizovala olejova formulace
zivotnost spor houby B. bassiana a pii vy$Sich vlhkostech dokonce prodluzovala délku
ptrezivani (Hong et al. 2005).

K dilezitému objevu dosli védci Vv roce 1970, kdyz oznamili, Zze levné jilové nosice,
bézn¢ pouzivané do formulaci insekticidi zvySuji stabilitu blastospor houby B. bassiana
ulozenych v pud¢ v Sirokém rozmezi teplot (Reisinger et al. 1977; Wraight, Carruthers 1999).
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3. CILE PRACE

Cile prace byly formulovany na zaklad¢ strategie, kterou je charakterizovana
biointenzivni integrovana ochrana a jejiz hlavni diraz je kladen na zadmérné vyuzivani a
podporu lokalnich populaci pfirozenych neptatel, v tomto pfipadé kmenti entomopatogennich
hub (EH), které jsou 1épe vybaveny pro adaptaci na klimatické podminky regionu, ze kterého
byly izolovany. Vzhledem k tomu, Ze dosud neni piesné¢ definovana metodika zahrnujici
jednotlivé kroky potiebné pro manipulaci s EH v podminkach in vitro, bylo hlavnim cilem
predkladané prace nastinit moznosti rychlé, levné a jednoduché manipulace se sporami
lokalnich kment, které vedou k podpoife kvalitativnich vlastnosti reintrodukovaného
organismu do prostfedi jeho piivodniho vyskytu. Jako modelovy organismus byla pouzivana
entomopatogenni houba B. bassiana (zejména jeji lokalni kmen Bba 1101), ktera tvofi
nedilnou soucast pfirozeného prostiedi a vyraznou mérou se podili na jeho supresivité. Pfi
respektovani podminek prostfedi ptivodniho vyskytu, Ize do urcité miry ovlivnit potencial
EH. Pti produkci spor je zietelné do jaké miry jsou EH schopny kolonizovat substrat a tvofit
rozmnozovaci struktury, které nasledné ptispivaji ke stabilizaci organismu v prostiedi. Spory
mitosporickych hub jsou schopné vydrzet po urcitou ¢ast svého zivota v dormantnim stavu, S
¢imz souvisi snaha postihnout a vyuzit rozmezi podminek, které jsou spory schopny snaset
bez viditelné zmény vlastnosti. Spory navracené do ptivodniho prostiedi musi byt schopné
nejen kli¢it a rast, ale zaroven vyvolat nakazu hostitelského organismu. Kombinace
jednoduché formulace a vhodné skladovaci teploty pfispiva k udrzeni spor lokalnich kmeni
EH ve velmi vitdlnim a virulentnim stavu. V experimentalni casti prace je provedeno
porovnani houby B. bassiana kmen Bba 1101 s dalsimi kmeny téhoz druhu a jinymi druhy
EH. Prace byla v souvislosti se stanovenymi hypotézami rozdélena na nasledujici ¢asti:

- Optimalizace produkce spor entomopatogennich hub pro vyuziti v biointenzivni
integrované ochrang rostlin

- Hodnoceni formulaci na zakladé uchovani vitality a virulence houby B. bassiana
v prubehu skladovani

- Predaplikacni piiprava postiikové jichy z praskové formulace spor houby B. bassiana

- Sledovani kvalitativnich a kvantitativnich parametrti v souvislosti s produk¢ni teplotou
inokula houby B. bassiana
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4. MATERIAL A METODY

4.1. Organismy pouZivané v testech

B. bassiana kmen 1101

Kmen houby B. bassiana oznaceny jako Bba 1101 byl izolovan v roce 2004
v Narodnim parku Sumava v oblasti Prameny Vltavy. Patogen byl nalezen na dospélci
lykozrouta smrkového (Ips typographus), ze kterého byl odizolovan pomoci selektivniho
zivného média na bazi fungicidni latky dodine. Poté, co byl kmen odizolovan piimo
z dospélce, byl pasazovan ptes umélou zivnou pudu PDA (Potato Dextrose Agar). Po uplném
precisténi byly spory imobilizovany do formy alginatovych pelet, které jsou uchovavany
v mykologické sbirce na KRV ZF JU v Ceskych Budé&jovicich.

Ostatni houby a kmeny pouzivané v biotestech

Houba Kmen Zdroj Puvod Rok
B. bassiana NP 0004 . typographus NP Sumava (Stykové lesni cesta) 2008
NP 0005 I. typographus NP Sumava (Jeleni cesta) 2008
NP 0007 . typographus NP Sumava (Zlaty stole¢ek) 2008
NP 0028 I. typographus NP Sumava (Smréina) 2008
Bba USA 01 puada Florida 2003
I. fumosorosea PRF 97 Phenacoccus sp. Florida (Apopka) 1987
M. anisopliae  F-52 Cydia Rakousko 1971
pomonella

Ostatni kmeny houby B.bassiana

Vsechny pouzivané kmeny houby B. bassiana byly izolovany pracovniky sekce
rostlinolékafstvi piimo v terénu z dospélcu I. typographus. V soucasné dobé jsou uloZzeny ve
formé alginatovych pelet v mykologické sbirce na KRV ZF JU v Ceskych Budgjovicich.

I. fumosorosea kmen PFR 97

Kmen PFR 97 je uginnou slozkou ptipravku PreFeRal®. V roce 1993 byl poskytnut
oddéleni rostlinolékatstvi KRV ZF JU firmou Certis USA (dfive Thermo Trilogy), kde je
ulozen ve formé alginatovych pelet v mykologické sbirce. Referencni typovy kmen je ulozen
v americké sbirce mikroorganizmti pod oznacenim ATCC 20874.

M. anisopliae kmen F-52
Kmen F-52 (ptivodni oznageni M-43) je uéinnou slozkou ptipravku Bio 1020%. Pro
experimentalni cely byl na KRV ZF JU izolovan v roce 2009 pifimo z uvedeného preparatu.

Referenéni typovy kmen je uloZen v americké sbirce mikroorganismt pod ozna¢enim ATCC
90448.

Potemnik moucny (Tenebrio molitor Linnaeus)

Pro ucely biotestil jsou larvy nakupované ve specializovanych obchodech. Jsou bézné
znamy jako zluti moucni Cervi, maji ¢astecné sklerotizovanou kutikulu a jsou vhodnym
hostietlskym organismem pro biotesty provadéné s entomopatogennimi houbami. Do testll
byly vybirany larvy stejné velikosti, které nejevily zadné znamky poskozeni
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4.2.  UloZeni kmeni v mykologické sbirce

Ulozeni hub do mykologické sbirky

Pro tucely dlouhodobého ulozeni entomopatogennich hub je velmi vyhodné
uchovavani ve form¢ alginatovych pelet. Cilem tvorby alginatovych pelet je imobilizace
biomasy a jeji udrzovani v rozmeziteplot -20 az -22°C . Do alginatovych pelet Ize
imobilizovat konidie, blastospory, mycelium, atd.. V nasem pftipad¢ se jednalo o konidie
uvedenych kment houby B. bassiana. Jako zaklad pro ptipravu pelet slouzi suspenze konidii
hub, 2% alginat sodny (Na® stl kyseliny alginové) a jemné mleté piesaté pseni¢né otruby.
Smés otrub a alginatu sodného se smicha a steriluje v tlakovém hrnci. Do vychladlé smési se
pfida suspenze spor v poméru 1:1 (v/v). Posledni nezbytnou sloZkou pro ptipravu pelet je
sterilni roztok chloridu vapenatého (0,25M CaCl,). Do tohoto roztoku se pomoci nalevky
kape pfipravena smés a chemicka reakce zaru¢i vznik pravidelnych kulicek, jejichz velikost
1ze regulovat velikosti pouzité nalevky. V roztoku chloridu sodného se ponechaji kuli¢ky po
dobu minimalné¢ 60 minut, aby doslo k jejich dokonalému vytvrzeni. Po uplynuti potiebné
doby je pfebyteCny roztok odstranén a samotné kulicky jsou suseny v aktivnim proudu
vzduchu po dobu né&kolika hodin pifi niz§ich teplotach, aby nedoslo k poskozeni
imobilizované biomasy. Po uplném vyschnuti jsou pelety ukladany do plastovych kontejnert,
peclivé oznadeny a skladovany v uvedenych teplotach. Takto formulované spory je mozno
uchovavat po tadu let bez jakychkoli kvalitativnich zmén. Pro kazdy formulovany kmen se
pfipravuji dvé opakovani pro ptipad, Ze by doslo k poskozeni v pribéhu skladovani.

Aktivace ulozenych kmenii z mykologické sbirky

K oziveni kment urcenych pro pokusy se pouzivalo zivné médium PDA (Potato
dextrose agar). Na povrch Petriho misky s médiem byly rozmistény pelety (5-10 ks). Ty se po
povrchu rozmistily tak, aby se vzajemné nedotykaly a inkubovaly se po dobu 3-5 dni pfi
teploté 23+£2°C. Zhruba 2-3 dny po zahijeni inkubace se na povrchu pelet zaéne objevovat
rist mycelia, které 4.-5. den zacina sporulovat. V dob¢, kdy je na peletach jiz sporulujici
mycelium, je mozné nové vytvoiené spory preockovat na sterilni zivnou pidu. Spory zde
vytvoii novou kulturu, kterd se stava zakladem pro testy a hodnoceni.

Nov¢ vytvorené alginatové pelety Obrustajici peleta na vodnim agaru
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4.3. Standardni biotesty pouZivané v pokusech

Test virulence na larvach Tenebrio molitor

Do testu byly vybirany larvy stejné velikosti, vzhledem k tomu, ze larvy se kupuji ve
specializovanych obchodech a neni zndmo jejich vyvojové stadium, je jedinym vybérovym
kritériem pravé velikost. Larvy byly po vybéru povrchové sterilované v 0,05% NaClO (tzn.
1% roztok ptipravku SAVO, ktery obsahuje 5% uc¢inné latky NaClO). Nasledovalo dukladné
promyti ve sterilni destilované vod¢, které se opakovalo tiikrat. Takto pfipravené larvy byly
ponechany na filtraCnim papife v uzaviené krabici az do uplného oschnuti. Pomoci smacedla
TW 80 byla pripravena suspenze spor o koncentraci 1,0x10” spor/ml. Pokus byl koncipovan
na zaklad¢ tzv. dip testu. Suspenze byla nalita do kadinky a larvy do ni byly jednotlivé
namaceny. Pfebyte¢na suspenze byla ihned odsata filtratnim papirem (Goettel, Inglis, 1997).
Larvy oSetfené timto zplisobem byly inkubovéany jednotlivé ve vlhkych komirkach, kterymi
byly Petriho misky o praiméru 60mm vylozené filtracnim papirem navlhéenym 0,3ml sterilni
destilované vody. NeoSetiena kontrola se pfipravovala namacenim larev do 0,05% roztoku
TW 80.

Pro test virulence se piipravovalo 20-30 opakovani v souvislosti s provadénym
biotestem (30 opakovani pii hodnoceni produk¢éniho média a formulaci v prub&hu skladovani,
20 opakovani pii testech vlivu teploty na nasledné vlastnosti spor). Vlhké komurky ze stejné
varianty byly ukladany do plastovych sackd, které zajistovaly udrzeni dostate¢né vlhkosti
(zabranovaly vysychani vody v komurce). Celkova délka hodnoceni se liSila v zavislosti na
pokusu. Zakladni hodnoceni probihalo v intervalech 4, 6 a 8 dnd, u teplotni charakteristiky
kmeni pak ve dvoudennich intervalech az 20 dni. Hodnoty FDI (Fungus Development Index)
byly stanovovany individualné u kazdého jedince na zakladé hodnoceni pod binokularem
podle stupnice, ktera byla upravena pro Géely hodnoceni na larvach T. molitor (viz. Obr. 1)
podle ptivodni stupnice popsané v praci Horndka (2004), kde byly jako cilovy organismus
pouzivany larvy Galleria mellonella. Mortalita se hodnotila jako kumulovana, tzn. pocitali se
vSechny mrtvé a infikované larvy, u kterych se zjevné projevila infekce houbou, dosahly tedy
hodnoty FDI 1,5.

V piipadé hodnoceni formulaci v inertnim nosiéi ¢.1 uvedeném Vv kapitole 6.2.7 nebyl
pro test virulence pouzit dip test, ale virulence spor zde byla testovdna po oSetfeni larev
suchym praSkem. Pro hodnoceni bylo pouzito 20 larev, které byly v uzavieném plastovém
kontejneru promichany s 0,1g preparatu a pfesnym vazenim byla stanovena hmotnost prasku
ulpélého na larvach. Na zaklad¢ testu CFU, ktery byl pfipraven ze stejného preparatu bylo ze
zjJiSténé hmotnosti spoc¢itano mnozstvi konidii, které ulpély na povrchu larev. OSetiené larvy,
jako v ptipadé metody dip test, ulozeny do vlhkych komurek, plastovych sacki a umistény do
teploty 23+2°C. Hodnoceni FDI probihalo stejnym zptisobem jako v predchozim piipads.
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Obr. 1 Stupnice pouzivana pro hodnoceni virulence entomopatogennich hub na larvach
T. molitor (Fungus development index, FDI).

Index Popis Fotodokumentace
0 Larva je Ziva a prosta jakychkoli projevu infekce
05 Na larvé se objevuji drobné melaniza¢ni skvrny, larva
' je stale ziva
1 Melaniza¢ni skvrny po celém povrchu téla, larva je
mrtva
15 Pocatek ristu mycelia na mékkych ¢astech téla
' larvy
2 Kompaktni mycelium zhruba na 1/3 povrchu téla larvy
25 Na myceliu na povrchu larvy se zacinaji objevovat
' spory
3 PIn¢ vysporulované mycelium na povrchu larvy
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Standardni test vitality

Hodnoceni vitality probihalo na zakladé standardniho biotestu dle Landy et al. (1994).
Test zahrnoval hodnoceni kli¢ivosti a vyvoje houbovych spor, tzv. GI (Growth index). Jako
médium se v biotestu pouzival 2% vodni agar, ktery neobsahuje zadné ziviny. Piiprava testu
zacinala rozlitim sterilniho agaru na podlozni mikroskopicka sklicka v dostate¢n¢ silné vrstvé,
aby nedoslo k jeho vyschnuti v pribéhu testu. Sklicko bylo nasledné ulozeno do vlhké
komurky, kterou byla v tomto pfipadé Petriho miska o priméru 90mm, ve které byl filtra¢ni
papir navlhéeny 0,5ml sterilni destilované vody. Po zaschnuti agaru na skli¢cku byla na jeho
povrch nanaSena suspenze spor houby tak, Ze se v fad¢ probihajici stfedem sklicka naneslo
inokulac¢ni klickou deset kapek suspenze, ktera se nechala dikladné¢ zaschnout a nasledné se
ptipravené sklicko ulozilo do vlhké komirky, ktera se kultivovala uzaviena v plastovém
sacku zabranujicim ztraté vlhkosti v teploté 25°C . Hodnoceni kli¢ivosti a GI probihalo ve 24
hodinovych intervalech. ProhliZzelo se pod optickym mikroskopem a hodnotilo se nejméné
100 nahodné vybranych konidii. Konidie se povazovala za kli¢ivou pokud nabobtnala a na
jejim konci se zacal objevovat pocatek klicni hyfy. Zpoméru nekli¢ivych konidii
k celkovému poctu hodnocenych konidii se stanovila procentickd kli¢ivost. GI index se
hodnotil pomoci indexové stupnice od 0 do 3 (viz. Tab. 1).

Indexova stupnice pouzivand pro hodnoceni vyvoje spor houby entomopatogennich hub
(Growth index, GI).

0 Na konidii nejsou patrné zadné morfologické zmény, konidie ve vzorku maji
uniformni tvar
0,5 Konidie je zteteln¢ protahlejsi
Jednostranny kli¢ek v pomé&ru piiblizné 1:0,5
1,0 Velikost klicku je v poméru 1:1 k velikosti matecné konidii
1,5 Klicek je 2-3x del$i nez matecné konidie
Na matecné konidii jsou zfejmé 2 kratsi klicky
2,0 Klicek je vice nez 3x tak dlouhy jako mate¢na konidie
Sekundarni vétveni
Dva dlouhé klicky
2,5 Na hyfach jsou zjistény konidiofory bez novych konidii nebo s 1-2 konidiemi
3,0 V hodnoceném vzorku jsou zjistény konidiofory, na kterych jsou vytvorené
nové konidie, vice nez 3 na konidioforu
PlIn¢ sporulujici konidiofor

Radialni rust a vytéznost

Pro hodnoceni radialniho ristu byly pfipravovany stiedové kultury. V Petriho misce
s pramérem 90mm byla uméla zivna pida PDA bez ptitomnosti vysrazené vody, ktera by
mohla ovliviiovat rist a tvar stiedové kultury. Diky Sabloné umisténé pod Petriho misku byla
presné¢ do stiedu média pomoci inokula¢ni kli€ky nanesena kapka suspenze o koncentraci
1,0x10" spor/ml. Aby nedoslo k rozliti kapky po povrchu média, byly misky ponechany do
uplného zaschnuti ve flow boxu. Poté byly misky vlozeny do plastovych sacku a ulozeny do
pfedem definovanych teplot uréenych pro pribéh testu. V piipadé hodnoceni vytéznosti na
umélych zivnych pidach byla teplota kultivace 25°C , pfi hodnoceni vlivu teploty produkce
na kvalitativni vlastnosti spor byly stfedové kultury inkubovany v péti teplotach (10, 15, 20,
25 a 30°C). Délka kultivace byla standardné 21 dnti bez piistupu svétla.
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Hodnoceni radidlniho riistu probihalo na zdkladé meéfeni dvou na sebe kolmych
pruméra ziskané stiedové kultury. Ze zjisténych rozméri se vypocitala plocha kultury. Po
zméfeni a vyfotografovani kultur nasledovala jejich homogenizace. Ze Zivného média se
vyfizla pouze porostla ¢ast, ktera se vlozila do mixéru. Ke kulturam se ptidalo adekvatni
mnozstvi 0,05% TW 80, které bylo zavislé na velikosti kultury a stupni sporulace tak, aby
bylo mozné uvolnéné spory pocitat. Homogenizace probihala po dobu 3 minut v mixeru
s vykonem 500W. Pocitani spor se provadélo v kalibrované pocitaci komirce pod optickym
mikroskopem. Pocitalo se vzdy ve dvou opakovanich a vysledna hodnota je jejich praimérem.
Zjisténé hodnoty byly upraveny podle velikosti kultury na hodnoty reprezentujici mnozstvi
spor na kulturu, resp. na Imm?. V ptipadé hodnoceni vhodnosti jednotlivych umélych Zivnych
médii pro produkci spor houby B. bassiana kmen Bba 1101 bylo hodnoceno 6 kultur,
homogenizovaly se 3+3 soucasné. Pfi hodnoceni vlivu produkéni teploty na vyvoj spor se
hodnotily 4+4 kultury sou¢asné.

Stanoveni mnozstvi CFU (Colony Forming Units)

Pro hodnoceni CFU byl pouZzivan standardizovany test. Jako zaklad slouZzila suspenze
nafedéna na koncentraci 1,0x10%por/ml, kterd se nanaSela na povrch Petriho misky
obsahujici Zivnou pidu PDA. 0,5 ml pfipravené natfedéné suspenze se pomoci spatuly
dikladné rozetielo po povrchu misky s dostatecné vyschlym agarem a miska se ponechala ve
flow boxu do druhého dne, aby se suspenze rovnomérné vpila do agaru. Pro jednu variantu se
pripravovalo standardné 8 misek. Pripravené misky se ukladali do plastovych sackt do
teploty 25°C na dobu 3-5 dnd, v zavislosti na hodnoceném druhu entomopatogenni houby. Po
této dobé byly na agaru zfetelné viditelné vytvorené kolonie, které se spocitaly a piepocetly
na hodnotu odpovidajici piivodni suspenzi.

4.4. Produkce spor

Konidiova suspenze

Pro kultivace mate¢nych kultur se pouzivalo zivné médium PDA v 90mm Petriho
miskéch. Po oZiveni kmene z alginatovych pelet byla suspenze nanesena na zivné médium ve
formé& separacnich Car a misky byly kultivovany v fizené teploté (25°C ) bez pfistupu svétla
po dobu 14 dnd. Zakladni suspenze byla ziskana pomoci 0,05% roztoku smacedla TW 80,
které se ptelilo pfes povrch misky a spory se jemné seSkrabaly spatulou. Suspenze byla
homogenizovana na magnetickém michadle a v ptipad€ potieby prefiltrovana pies sterilni
gazu, aby byly oddé€leny nerozmichané shluky spor. Pomoci pocitaci komiirky (Neubauer
improved chambre) byla spocitdna koncentrace spor v Iml zékladni suspenze a s pouZitim
pfesného fedéni byla adjustovana na koncentraci spor pouZivanou v pokusech. Pro vétSinu
pokusii se pouzivala koncentrace spor 1,0x10°/ml, v testech hodnoticich kli¢ivost a vyvoj
houby GI byla pouzivana koncentrace 1,0x10° spor/ml, kterd umoziovala snaz§i hodnoceni
vyvoje jednotlivych spor.
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Kultivace a vytéznost spor na prirozenych substratech

Pro zaloZeni pokusti hodnoticich produkci a kvalitu spor na pfirozenych substratech
bylo pouzito 5 obilnin (kroupy, ryze, pSenice, jeCmen a pluchaty oves) a jedna olejnina
(fepka).

kroupy kroupy je¢né o velikosti ¢.10

. ryze loupané dlouhozrnna

. psSenice potravinarska pSenice vypéstovana v konvenénim zemédélstvi
. je¢men ozimy je¢men vypestovany v konvenénim zeméedélstvi

. oves pluchaty oves péstovany v konvencénim zemédélstvi

. fepka olejnina ziskana z bézného konvencniho zemédélstvi

Produkce spor probihala v Erlenmayerovych bankach o objemu 100ml, kam bylo
navazeno 10 g substratu, baiika byla uzaviena alobalem a sterilovana pii teploté 121°C po
dobu 150 min. Po vysterilovani byla provedena inokulace Sml suspenze adjustované na
finalni koncentraci 1,0x10 spor/ml. Sou¢asné byl zaloZen i test vitality pro ovéfeni kvality
spor vstupujicich do pokusu. Po inokulaci a znovuuzavieni, byla baiika v pribéhu 6 hodin
pribézné protiepavana, aby doSlo k rovhomérnému promiseni obsahu a nasdknuti suspenze
do substratu. Nasledné byly vSechny banky ulozeny do teploty 25°C , kde probihala kultivace
bez piistupu svétla. Pro kazdou variantu bylo pfipraveno 5 opakovani. Prvni hodnoceni
probéhlo po 7 dnech, druhé nésledovalo po 14 dnech.

Hodnoceni vytéZznosti spor bylo zaloZeno na vymyvani spor pomoci 0,05% TW 80.
Substrat byl dikladné rozdélen a rozmélnén pomoci sterilni Spachtle, nésledné byla banka
umisténa na magnetické michadlo po dobu zhruba 10 minut pfi rychlosti 5000t./min. a po
dikladném uvolnéni spor byla suspenze pfipravena k pocitani. Pocitani probehlo
Vv kalibrované pocitaci komirce a zjisténa hodnota byla pfepoétena na 1g substratu. Vitalita
ziskanych spor byla posuzovana na zakladé klic¢ivosti, indexu vyvoje (Gl) a virulence spor
vuci cilovému organismu T. molitor. Test virulence byl zalozen pouze ze spor ziskanych po
7denni kultivaci.

Vliv produkéni teploty na vytéznost spor byl hodnocen ve tfech teplotach v rozsahu
odpovidajicim rstu houby B. bassiana kmene Bba 1101. Jednalo se o teploty 10, 20 a 30°C.
Pokusy byly zakladany jiZ pouze se tfemi substraty (kroupy, ryze a fepka), které vykazaly
nejlepsi vysledky v predchozi ¢asti a pfiprava a prubéh pokusu odpovidaly vysSe popsané
metodice. Rist byl ukoncen po 14 denni kultivaci a néasledovalo zhodnoceni kvantity spor
vytvofené na jednotlivych substratech v riznych teplotach.

V posledni ¢asti byl na kroupach sledovan trend vyvoje vynosové kiivky v prabéhu 14
dni. Hodnoceni vytéznosti zde probihalo ve 24 hodinovych intervalech a ucelem bylo
stanovit optimalni ¢as ukonceni produkce a sklizné¢ spor z povrchu substratu. Soucasné
S hodnocenim vytéZnosti byl z kazdého hodnoceni zakladan test vitality, ktery ukazoval
zmény v kvalité spor v pritbéhu kultivace na pfirozeném substratu.
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Kultivace spor na agarizovanych Zivnych piddch

Pti hodnoceni vlivu umélych Zivnych ptid na vitalitu, vytéZnost a virulenci spor na
zivnych pidach PDA, SDA, CMA, CZ a V8A.

PDA (Potato Dextrose Agar) lzolace a pocitani kvasinek a plisni z mléka a dalSich
potravinaiskych produktt. Slozeni: bramborova infuse 200g/1, dextroza 20g/1,
agar 15¢/1; pH (25°C) 5,6+0,2; pouzivané mnozstvi 39g/1

SDA (Sabouraud Dextrose Agar) Pro kultivaci kvasinek, plisni a acidotolerantnich
bakterii. Slozeni: mykologicky pepton 10g/l, dextréza 40g/1, agar 15g/1; pH
(25°C) 5,6+0,2; pouzivané mnozstvi 65¢/I

CMA (Corn Meal Agar) Pro kultivaci Candida albicans vzhledem k tvorbé
chlamydspor a pro uchovavani kultur kvasinek a plisni. Slozeni: obilna infuse
50g/l, agar 15¢/I; pH(25°C ) 6,0+0,2; pouzivané mnozstvi 17g/1

Cz (Czapek Agar) Univerzalni semisyntetické médium pro kultivaci kvasinek a
plisni. Slozeni: sachardza 30g/1, NaNOjs 3g/l, K,HPO3 1g/l, MgSO, 0,5g/1, KCI
0,59/, FeSQO,4 0,01g/l; pH(25°C ) 7,3+0,2; pouzivané mnozstvi 35g/1

V8A (V8 juice agar) Pro kultivaci kvasinek a plisni. Slozeni: V8J 8,3g/l, L-asparagin
10g/1, kvasni¢ny extrakt 2g/l, CaCOj3 2g/1, glukodza 2g/1, agar 20g/1; pH(25°C )
5,7£0,2; pouzivané mnozstvi 44,3 g/

Agarizované zivné pudy byly po sterilaci v tlakovém hrnci po dobu 40 minut rozlity
na Petriho misky o priméru 90mm. Dikladné vyschnuté misky byly pouzity na ptipravu
sttedovych kultur podle standardni metodiky popsané pro hodnoceni radialniho rtstu kultur.
Pro kazdé médium bylo pfipraveno sedm opakovéani. 6 misek bylo homogenizovano pro
vyhodnoceni vytéznosti, 7. miska byla pouzita pro standardni test kli¢ivosti.

Produkce spor v riznych teplotdich

Projevy vlivu teploty produkce na naslednou kultivaci a vyvoj houby B. bassiana
kmen Bba 1101 a Bba USA 01 byly hodnoceny v péti teplotach (10, 15, 20, 25 a 30°C). Cely
pokus byl koncipovan tak, ze mate¢na kultura byla vyprodukovana standardné podle vyse
popsané metodiky na PDA, jedinou odlisnosti byla teplota, pti které produkce probihala.
Kultury byly ziskany postupné ze vSech péti zminovanych teplot. Z mate¢né kultury narostlé
Vv jedné teploté byly pripraveny vSechny hodnocené testy (test vitality, virulence a radialniho
rustu) probihajici sou€asné v definovanych péti teplotach. Timto sledem produkce a nasledné
kultivace byly otestovany vSechny teploty.
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45.  Formulace a skladovani spor

Produkce spor pro formulace

Pro produkci vétsiho mnozstvi spor byly vyuzivany plastové boxy, které po uzavieni
vytvafely vhodné mikroklima pro rist houby. Jako substrat se pouzivalo 200g krup, které se
inokulovaly 100ml standardni suspenze o koncentraci 1,0x10" spor/ml. Kultivace probihala
sedm dnl v uzavieném prostiedi v laboratorni teploté bez ptistupu svétla, dalSich sedm dna
byl substrat dosousen na vzduchu. Po odpaieni ptebyte¢né vody byly spory sklizeny bud’
samostatné nebo pifimo do praskovych nosicli, pomoci nichz se spory separovaly. U vSech
ziskanych spor se provedlo hodnoceni vitality testem kli¢ivosti a GL

Praskové formulace

Pro vytvofeni praskovych formulaci byly pouzity 3 nosi¢e. Prvnim z nich byl
nutritivni nosi¢ (ddle NN), coz je homogenni praSek ziskany vysuSenim substratu bohatého na
ziviny. Dal$i dva nosice byly inertni, které se vzajemné odliSovaly velikosti svych Castic.
Inertni nosi¢ oznacovany €.1 (dale IN1) mél velikost ¢astic v rozmezi 10-35um, byl tedy
jemné&jsi. Inertni nosi¢ ¢.2 (dale IN2) mél velikost Castic 20-50pum. V ramci hodnoceni
praskovych formulaci byly soucasné hodnoceny 1 neformulované konidie, které byly sklizené
samostatné a slouzily rovnéz i jako kontrola.

Formulace byla uskute¢néna jiz pii sklizeni spor pfimo do jednotlivych praskovych
nosi¢u. Pfesné mnozstvi nosic¢e bylo ptidano K plné vysporulované kultufe na pfirozeném
substratu a pomoci separatoru probé&hlo jejich oddé€leni od produkéniho média do nosice.
Koncentrace spor V jednotlivych formulacich byla zjistovana po vytvofeni homogenni
suspenze pomoci 0,05% TW 80. Ve vytvofené suspenzi bylo pod optickym mikroskopem
stanoveno ve dvou pocitanich mnozstvi spor. Vzhledem k tomu, Ze formulace se ukladaly do
skladovacich nadob v konkrétni koncentraci, byl preparat v piipad¢ potieby ,,dofedén*
adekvatnim mnozstvim nosi¢e. Mnozstvi spor obsazenych ve formulaci bylo zaznamenano na
kazdy plastovy kontejner. Z kontejnert byly v pribéhu skladovani formulaci v fizenych
teplotaich odebirany pomérné vzorky, které se nasledné pouzivaly pro hodnoceni vlivu
skladovaci teploty a formulace na zmény v kvalité spor.

Olejové formulace

Olejové formulace byly vytvareny z diivodu moznosti dlouhodobého ulozeni spor
Vv laboratorni teploté (22°C ). Pro vytvoreni formulaci byly pouzity dva rostlinné oleje a jeden
mineralni olej. V ptipad¢ rostlinnych oleji se jednalo o jedlé rostlinné oleje — fepkovy (dale
RO) a so6jovy (dale SO), mineralni olej representoval tekuty parafin (dale TP). Kdykoli se
tedy bude mluvit o téchto dvou olejich jako o koncentratech, rozumi se nefedény jedly
rostlinny olej o uvadéném sloZeni.

Repkovy olej Rostlinny olej jedly jednodruhovy nizkoerukovy

Sojovy olej Rostlinny olej jedly vyrobeny z geneticky modifikované sé¢ji MON-
04032-6

Tekuty parafin ~ Cisténd smés tekutych nasycenych uhlovodikd ziskavanych z ropy.
Bezbarva olejovita kapalina nerozpustna ve vodé
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Spory byly ulozené¢ do koncentrovanych olejii bez pouziti dalSich ptidavnych latek.
Pted formulaci byla u suchych spor stanovena jejich koncentrace v 1g na zaklad¢ pocitani
Vv kalibrované komurce. Na zdklad¢ této informace bylo do oleji pfiddno mnozstvi spor
zajistujicich finalni koncentraci 5,0x10% spor/ml. Tato konkrétni koncentrace byla zvolena
Z toho divodu, ze pro testy virulence se pouziva koncentrace spor 1,0x107spor/ml a zaroven
se hodnoti Cisté oleje bez spor ve 2% koncentraci. Aby tudiz byly vysledky standardni a
vzajemn¢ srovnatelné, byla zvolena tato koncentrace spor ve formulaci. Navic toto mnozstvi
odpovida standardnimu mnoZstvi spor obsazenych v komeréné dostupnych biopreparatech.

Ptfi hodnoceni spor uloZenych v tekutych formulacich byly odebirany vzdy 2ml
koncentratu, které byly dikladn¢ homogenizovany v 98ml 0,05% TW 80. Homogenizace byla
provedena na vyhfivaném magnetickém michadle.

Skladovani a hodnoceni preparatii

Vsechny typy finalizovanych preparati byly skladovany v uzavienych plastovych
kontejnerech ve tfech rfiznych fizenych teplotach. V pokojové teploté 22+2°C, ve snizené
teploté 4+2°C a zmrazené v teploté -20+2°C, vSechny varianty byly ulozeny ve tmg. U
praskovych formulaci bylo hodnoceni vitality provadéno ve 30 dennich intervalech po dobu 4
mésicti a posledni hodnoceni bylo provedeno po uplynuti jednoho roku. U virulence bylo
provedeno prvni hodnoceni ihned po formulaci, dalsi nasledovalo po 60 dnech od uskladnéni,
nasledné kontroly probihaly soucasné s testy vitality. Posledni hodnoceni pak probé&hlo 365
dnti po formulaci spor a jejich uloZeni do fizené teploty. V piipad€ olejovych formulaci
probéhlo hodnoceni ihned po formulaci v ¢ase 0, 24 hodin po formulaci tzn. v ¢ase 1, 7 dnu
po formulaci a posledni hodnoceni bylo provedeno po 365 dnech od uloZeni do oleju. Jako
kontrolni varianta slouzila u olejovych formulaci suspenze spor v 0,05% TW 80. Zakladem
vSech hodnoticich pokusti byla homogenni suspenze formulovanych spor o koncentraci
1,0x10° spor/ml pro testy vitality a 1,0x10” spor/ml pro testy virulence.

4.6. Smacedla a rozpustnost

Pouzita smacedla
V prvni ¢asti hodnoceni smacedel vstupovalo do testll celkem 6 komeréné dostupnych
a registrovanych piipravkl od riznych firem

Mero (Bayer CropScience AG): a.i. methylester fepkového oleje (750 gl™),
davkovani se lisi podle oSetfované plodiny (1-2 | /300l); pouzita davka
2mi/300ml

Istroekol (Agrofert) : a.i. fepkovy olej 80%, davkovani se lisi podle oSetfované plodiny
(1-3,3 1/300I); pouzita davka 1,5m1/300ml

Adigor (Syngenta Crop Protection AG): a.i. methylester fepkového oleje, davkovani
podle oSetfované plodiny (0,45-9,31/300I); pouzita davka 0,45ml1/300ml

AT Plus (Syngenta Crop Protection AG): a.i. parafinovy olej 60%-POE sorbitololeat

40%, davkovani podle oSetfované plodiny (1-1,51/300l); pouzita davka
(1,5ml1/300ml)

Agrovital (Agroprotec): a.i. pinolene, davkovani 0,251/3001; davka 1,5m1/300ml

Tween 80 a.l. polyethylen glykol sorbitan, v biotestech pouzivany v 1% koncentraci
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Hodnoceni rozpustnosti a vitality

V prvni ¢asti byla smacedla Vv predepsanych davkach rozmichana ve sterilni
destilované vodé. Do epruvet bylo navazeno 0,5g preparatu formulovaného V nutritivnim
nosici a odpovidajici mnozstvi neformulovanych konidii. K preparatu bylo ptfiddno nafedéné
smacedlo a smés byla dikladn¢ promichana. Vzorky byly takto ponechany 2 hodiny. Po
uplynuti uvedeného Casu byla vizualné¢ hodnocena rozpustnost v jednotlivych suspenzich a
byl pfipraven test vitality. V dalsi ¢asti byla hodnocena jiz jen 3 smacedla, ktera vykazala
nejlepsi vlastnosti. Jednalo se 0 Istroekol, AT Plus a TW 80. Byly pfipraveny 3 koncentrace
smacedel — 1, 3 a 5% (0,1; 0,3 a 0,5 ml/10ml sterilni destilovan¢ vody). Do falkonky byl
odvazen vzdy 1g preparatu, ktery byl dikladné prottepan s 10 ml pfipraveného smacedla. 1ml
takto pfipravené suspenze byl nafedén v poméru 1:100, ¢imz byla ziskana suspenze o
koncentraci 1,0x10" spor/ml. Po dodate¢ném nafedéni byla hodnocena rozpustnost preparatu a
vitalita na zaklad¢ testu kli¢ivosti a GI.

4.7.  Statistické analyzy

Uvadéné hodnoty shrnuté v tabulkdch jsou vyjadieny jako priméry zjisténych
vysledkti + SEM. V ptipadé vytéznosti byly pokusy, u kterych byl velky rozptyl namétenych
hodnot, vyhodnoceny pomoci logaritmické transformace. V ptipadé mortality se zjisténymi
vysokymi rozptyly hodnot byla pouZita arcsin transformace dat (arcsin \(po&et viech mrtvych
resp. infikovanych larev/celkovy pocet vsSech resp. mrtvych larev)). Statistické
vyhodnocovani dat probihalo v programu Statistica™ verze 8 (StatSoft, Inc. 2001). Zakladni
pouzivanou metodou byla jednofaktorova analyza rozptylu (ANOVA), prokazatelnost rozdild
byla stanovovéna na zékladé¢ Tukey HSD testu, a<0,05. V piipad¢ neparametrickych testl byl
pro statistické vyhodnoceni pouzit neparametricky Kruskal-Wallistiv test, mnohonasobné
porovnani, pro porovhavani mezi dvéma nezdvislymi proménnymi byl pouzit Mann-
Whitneyho U test.

Pro vyhodnoceni doby potfebné pro dosazeni hodnoty FDI 1,5 byla pouzita
polynomicka regrese a na zaklad¢é vygenerované rovnice byla dopocitana konkrétni hodnota.
Vyhodnoceni bylo provadéno v programu Microsoft Excell 2000.

35



Experimentalni cast

5. EXPERIMENTALNI CAST

5.1. Optimalizace produkce spor entomopatogennich hub pro vyuZiti v biointenzivni
integrované ochrané rostlin

Produkce spor je zakladem pro vytvofeni biomasy vyuzitelné v biointenzivni
integrované ochrané proti Skodlivym organismim. Hlavnim ptedpokladem je vitalni spora
schopna rist a napadat hostitelsky organismus v dostate¢né miie. Vzhledem k tomu, Ze mezi
jednotlivymi pouzivanymi médii, vice ¢i méné vhodnymi pro produkci spor, mohou existovat
vyrazné rozdily, bylo cilem nésledujici studie nalézt médium resp. substrat vhodny nejen pro
zajisténi vyse zminénych kvalitativnich charakteristik, ale rovnéz pro zajisténi dostatecného
mnozstvi ziskanych spor, které by byly aplikovany zpét do oblasti piivodniho vyskytu a aby
jejich kultivace byla vyhodna z hlediska ekonomického.

5.1.1. Kultivace spor na prirozenych substratech

Co se tyka pouziti ptirozenych substrati, nabizi se cela fada moznosti. Do pokust byly
vybrany obiloviny a jedna olejnina. Hodnoceni probihalo na zakladé vytéznosti spor, ktera
byla pfepoctena na 1g substratu a kvality spor, které zahrnovalo kli¢ivost spor a jejich vyvoj
Vv pribéhu 24 hodin na 2% agaru. Posledni ¢asti bylo zjisténi virulence nové vzniklych spor
vici cilovému organismu T. molitor. Do hodnoceni virulence byly zahrnuty pouze varianty,
které prokazaly dostateCnou kvantitu produkce a pfipadaly by tudiz v uvahu pro mozné
pouziti v dalSich ¢astech prace.

Tabulka 1 Vytéznost spor houby B. bassiana kmen Bba 1101 na pfirozeném substratu
V teploté 24°C.

Vytéznost spor/g substratu

Substrat
7 14

Kroupy 2,27+0,99x10° ab 2,84+0,26x10° b
Ryze 3,89+1,48x10° a 5,42+1,19x10° a
Repka 1,68+0,37x10° bc 3,36+0,18x10° b
JeGmen 1,56+0,53x10° c 2,65+0,11x10° c
P3enice 1,62+0,47x10° c 4,41+0,76x10° c
Oves 5,91+1,80x10° c 4,27+0,47x10° c

a,b,c - hodnoty v jednom sloupci oznacené stejnym malym pismenem nejsou statisticky rozdilné na zakladé
ANOVA a Tukeyho HSD testu, 0<0,05

Vytéznost spor ziskand z jednotlivych kultivaci se hodnotila po 7 a 14 dnech. Po 7
denni kultivaci bylo nejvys$sich hodnot vyprodukovanych spor dosazeno na kroupach a ryzi,
mezi nimiz byl pouze ¢astecny statisticky rozdil, ostatni varianty se od téchto dvou odliSovaly
velmi vyrazné, ne vSak mezi sebou (Fs 24)=15,335; p=0,0000). V pribéehu dalsich 7 dnd doslo

K narGstu mnozstvi spor na jednotlivych substratech a nejvyssiho mnozstvi dosahly spory
B. bassiana kmen Bba 1101 (dale pouze Bba I101) ziskané z ryze (Fs, 24)=69,521; p=0,0000).
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Graf 1 Klicivost spor houby B. bassiana kmen Bba 1101 ziskanych z jednotlivych
substratti po 7 a 14 dnech kultivace (24 hod).
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Po 7 dnech kultivace byla kli¢ivost spor ziskanych z jednotlivych substrati pomérné
vyrovnana, nejvice se odliSovaly hodnoty kli¢ivosti u spor ziskanych z pSenice, kde byl
zjistén nejnizsi pocet klicivych spor (81,8%) (Fs, 24=26,533; p=0,0000). Po 14 dnech se
hodnoty vice odlisily (Fs, 24=76,169; p=0,0000). Vyvoj na 2% agaru (Gl) byl rovnéz vice
vyrovnany po 7 dnech kultivace, kdy se prikazné odliSovala pouze rychlost vyvoje kmene
Bba 1101 kultivovaného na fepce od spor ziskanych z ryze a pSenice (H (5, n= 30) =23,62767;
p=0,0003). Po 14 dnech byly rozdily v rychlosti vyvoje o néco vys§i, vyvoj houby
B. bassiana sklizené z pSenice byl nejpomalejsi a odliSoval se téméf od vSech ostatnich
variant. Vzrostl i rozdil mezi hodnotami zji§ténymi u variant sklizenych z fepky a krup (H s,
N=30) =26,31632; p=,0001).

Graf 2 Vliv pfirozeného substratu na index vyvoje houby B. bassiana kmen Bba 1101
(Gl 24).
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Tabulka 2 Vytéznost spor B. bassiana kmen Bba 1101 ziskana na ptirozenych substratech po
14 dnech kultivace v riznych teplotach (mnozstvi spor/g substratu).

Teplota kultivace (°C)

Substrat 10 20 30

Kroupy 2,39+0,34x10° a 7,81+0,47x10°  a 1,77£0,39x10°  a
Ryze 1,2740,11x10° b 5,5140,46x10° b 6,25+1,25x10° b
Repka 7,73+1,08x10% b 2,16+0,42x10° ¢ 6,28+0,44x10° b

a,b,c - hodnoty v jednom sloupci oznacené stejnym malym pismenem nejsou statisticky rozdilné na zakladé
ANOVA a Tukeyho HSD testu, 0<0,05

V ramci tohoto testu probihajiciho po dobu 14 dnti dosahly prokazatelné¢ nejvyssich
hodnot ve vSech teplotdch vytéznosti spor ziskanych na kroupéach. Rozdil v teploté 10°C
ptredstavoval sniZzeni hodnot vytéznosti na zhruba 1/3 — 1/4 vytéZnosti naméfené ve 20°C. Ve
30°C pak bylo mnozstvi spor 4-8krat nizsi nez ve 20°C v zavislosti na pouzitém substratu.
Rozdily mezi substraty jsou statisticky prokazatelné ve vSech testovanych teplotach
(F2, 6=28,912; p=0,0008 v 10°C, F(2, 6=79,506; p=0,0001 ve 20°C a F,, 5=12,502; p=0,0113
ve 30°C).

Graf 3 Vytéznost spor B. bassiana kmen Bba 1101 ziskana kultivaci na piirozeném
substratu Vv riznych teplotach.
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Tabulka 3 Mortalita larev T. molitor vyvolana sporami B. bassiana kmen Bba 1101
ziskanymi z riznych pfirozenych substrata.

, Mortalita
Substrat 4. den 6. den 8. den
Kontrola 10,52+8,69 (3,33) b 18,43+0,00 (9,98) c 18,43+0,00 (9,98) b
Kroupy 71,57+11,11(89,95) a 90,00 (100) a 90,00 (100) a
Ryze 63,43+15,66 (79,93) a 68,58+3,83 (86,60) b 75,04+8,69 (93,29) a
Repka 79,48+8,69 (96,63) a 90,00 (100) a 90,00 (100) a

a,b,c - hodnoty v jednom sloupci oznacené stejnym malym pismenem nejsou statisticky rozdilné na zakladé
ANOVA a Tukeyho HSD testu, 0<0,05

? Pramér dat (x = SE) vyjadienych jako @hlové hodnoty [arcsin V(pocet viech mrtvych a infikovanych larev/
celkovy pocet vSech larev)]. Mortalita (%) je uvedena v zavorkach.
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Biotest hodnotici virulenci Bba 1101 na larvach T. molitor zahrnoval spory ziskané
kultivaci na 3 pfirozenych substratech. Mezi jednotlivymi variantami byly statisticky
prukazné rozdily pouze po 6 dnech biotestu, kdy byla mortalita vyvolana sporami Bba 1101

fv v

statistické odliSnosti pouze kontrola (F 3 =19,210; p=0,0005; F 3, 8=124,10; p=0,0000).

Tabulka 4 Vyvoj houby B. bassiana kmen Bba 1101 na larvach T. molitor, spory ziskané
Z ruznych pfirozenych substratl (FDI+SE).

. Délka biotestu (dny)
Substrat 7] 5 8
Kroupy 2,28+ 0,63 2,63 +0,57 2,82 + 0,34
Ryze 2,15+ 0,95 2,61+ 0,64 2,77 + 0,47
Repka 2,22+ 0,55 2,87+0,31 2,92+ 0,24

Statistické vyhodnoceni prob&hlo na zakladé neparametrického Kruskal-Wallisova testu

Soucasti testu virulence bylo rovnéz i hodnoceni vyvoje houby B. bassiana na larvach
T. molitor. V rychlosti vyvoje se ze statistického hlediska neprojevily rozdily mezi
jednotlivymi variantami (H( 2, n= 90y =1,2514; p=0,5349; H( 2, n= 90y =1,7353; p=0,4199;
H¢ 2, n= 90) =0,7101; p=0,7011). Nejnizs$i hodnoty v pribéhu celého biotestu dosahovala
varianta ziskana kultivaci na ryzi. Pfesto byly hodnoty vyrovnané a prib¢h infekce byl velmi
rychly. Jiz po 8 dnech biotestu bylo mozné pozorovat na povrchu larev sporulujici mycelium,
v nékterych piipadech byla sporulace na trovni FDI 3,0.

Tabulka 5 Vliv délky kultivace na rychlost vyvoje houby B. bassiana kmen Bba 1101 ziskané
na kroupach (14 denni kultivace).

Den Gl (24)

0,98+0,86
0,81+0,72
0,94+0,78
1,95+0,55
1,98+0,61
1,82+0,45
1,87+0,79
1,86+0,53
1,72+0,79
10 1,71£0,54
12 1,43+0,60
13 1,37+0,72
14 1,40+0,76

O©oo~NO O WN PR

Statistické vyhodnoceni probéhlo na zakladé neparametrického Kruskal-Wallisova testu

Po kultivaci na kroupach nebyly zjistény statistické rozdily mezi vyvojem houby ve
standardnim testu vitality (H (12, n=26)=24,20513; p=0,0191). Pfesto byly nejvyssi hodnoty
dosazeny v rozmezi 3. a 8. dne. Na zacatku hodnoceni byl vyvoj spor velmi pomaly a od 9.
dne zacaly hodnoty opét postupné klesat.
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Graf 4 Prubéh klicivosti spor B. bassiana kmen Bba 1101 hodnocené v pribéhu 14 denni
kultivace na kroupach (24 hod).
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Graf 5  Vytéznost spor houby B. bassiana kmen Bba 1101 ziskana Vv priabéhu 14denni
kultivace na kroupéach.
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Z grafu 5 je ziejmy prib&h vytéznosti spor V prubé¢hu 14 denni kultivace. Hodnoty
ziskané v rozmezi 5. a 14. dne byly prakticky vyrovnané, pohybovaly se mezi 2,94x10°
(5.den) a 2,57x10° (12. den) spor/g substratu. Vyt&znost a kvalita spor ziskanych v prib&hu
vSech dil¢ich hodnoceni byly ovlivnény nejen pouzitym substrdtem, ale rovnéz i teplotou
kultivace. V ptipadé spor ziskanych z ryze nastaly problémy pii sklizeni spor spojené
s degradaci obilek. V pribéhu 14 denni kultivace na kroupach nedochazelo od patého dne
k dal$imu nartistu mnozstvi spor.
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5.1.1.1.Porovnani produk¢nosti vybraného substratu u riznych druhti a kmenii hub

Vzhledem ktomu, ze cilem prace bylo zhodnotit moznosti produkce spor co
nejefektivnéj§im moznym zptsobem, byly do dal§iho hodnoceni zahrnuty i dal$i kmeny
houby B. bassiana a 2 dalsi druhy entomopatogennich hub. Na zakladé ptedchozich testl

-----

vyuzitelnych v Bio-IOR.

Tabulka 6 Porovnani vytéznosti jednotlivych kment a druht hub na pfirozeném substratu

(kroupy).

Druh houby Kmen Puvod Spor/g substratu

B. bassiana NP 0004 NP Sumava 8,87E+09 b
NP 0005 NP Sumava 1,94E+10 a
NP 0007 NP Sumava 7,60E+09 b
NP 0028 NP Sumava 8,00E+09 b
Bba 1101 NP Sumava 6,28E+09 b

I. fumosorosea PFR 97 Florida, USA 8,02E+09 b

M. anisopliae F-52 Rakousko 9,61E+08 c

a,b,c - hodnoty v jednom sloupci oznacené stejnym malym pismenem nejsou statisticky rozdilné na zakladé

ANOVA a Tukeyho HSD testu, 0<0,05

Odlisnosti ve vytéznostech spor na kroupach byly u jednotlivych pouZzitych kment
statisticky prokazatelné F 7= 136,56; p=0,0000. Nejvyssiho mnoZstvi spor bylo dosaZeno u
houby B. bassiana kmen NP 0005, nejniz$i naopak u houby M. anisopliae u kmene F-52.

Ostatni kmeny se mezi sebou nelisily, hodnoty byly velmi vyrovnané.

Graf 6 Porovnani vytéznosti spor riznych kment houby B. bassiana.
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Graf 7 Vytéznost spor hub B. bassiana I. fumosorosea a M. anisopliae (kmeny Bba 1101,
PFR 97 a F-52).

8,50E+09

6,50E+09

4,50E+09 -

Vytéinost spor/g substratu

2,50E+09 -

5,00E+08 -
Bba 1101 PFR 97 F-52

Jak je patrné zuvedené tabulky a grafi, Ize detekovat rozdily v mnozstvi
vyprodukovanych konidii nejen mezi riznymi druhy hub, ale rovnéZ v rdmci jednoho druhu
mezi riznymi kmeny, které se liSily celkovou produkci spor. OdliSovaly se i v dalSich
ukazatelich, které souvisely pfevazné s fenotypovym projevem. Co se tyka rozdili ve
vytéznosti spor na 1g piirozeného substratu u ttech hodnocenych druhii hub bylo absolutné

vytéznost témeéf o fad nizsi nez tomu bylo u houby I. fumosorosea kmen PFR 97. Kmen PFR
97 zaznamenal nejvyssi vytéznost pii porovnani s kmeny F-52 a Bba 1101.
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5.1.2. Produkce spor na umélych Zivnych ptadach

Spory mitosporickych hub je mozné produkovat rovnéz na umélych zivnych ptadach.
Jedna se o techniku, ktera je vyhodna pro kultivace malého mnozstvi spor vyuzitelného pro
laboratorni ucely a lze na ni demonstrovat zavislost kolonizace prostfedi na mnozstvi
pfitomnych zivin. V bézné laboratorni praxi je pouzivano nékolik standardnich agarizovanych
zivnych pud. U ziskanych spor byla hodnocena kvantita produkce, radialni rast, vzhled kultur
na jednotlivych médiich a vitalita spor. V testu bylo hodnoceno celkem 5 zivnych médii.

Tabulka 7 Ukazatele vitality houby B. bassiana kmen Bba 1101 ziskané kultivaci na
umélych zivnych ptidach.

Zivné médium Kli¢ivost % Gl 24*

PDA 90,00+1,00 ab 1,36 £ 0,72
SDA 87,50+1,50 a 1,43 £0,69
CMA 96,50+1,50 b 1,68 £ 0,55
V8A 29,00+2,00 c 0,30 £ 0,56
CZ 92,50+0,50 ab 1,45+ 0,67

a,b,c - hodnoty v jednom sloupci oznacené stejnym malym pismenem nejsou statisticky rozdilné na zakladé
ANOVA a Tukeyho HSD testu, 0<0,05
*srovnani provedeno na zakladé neparametrického Kruskal-Wallisova testu

Vitalita spor vyhodnocovand po 24 hodindch testu klicivosti byla odliSnd u
jednotlivych pouzitych médii. Nejnizsi hodnoty bylo dosazeno u zivné pudy V8A, kde bylo
zjisténo pouze 29% kli¢ivych spor. U ostatnich variant se hodnoty pohybovaly v rozmezi
87,50-96,50% (Fu, 5=407,91; p=0,0000). Nejvyssi klicivost byla u spor pochazejicich
z CMA. Pii hodnoceni vyvoje houby se statisticky prokazatelné odliSovaly hodnoty zji§téné u
spor kultivovanych na zivnych médiich CMA a V8A (H ( 4, n= 10000 =306,4014; p=0,000).
Houba B. bassiana vyprodukovana na CMA prokézala nejrychlejsi vyvoj, naopak varianta
ziskand z V8A méla nejpomalejsi vyvoj.

Tabulka 8 Parametry ziskané z kultivace stfedovych kultur houby B. bassiana kmen Bba
1101 na rtiznych umélych Zivnych piadach.

;Z)giza Primér kultury (mm)  Plocha (mm?) Spor/kulturu Spor/mm?
PDA 45,67+1,65 ¢ 1637,99+2391 b 1,29+0,37x10"° a 7,8442,14x10°  a
SDA 49,75+3,37 b 1944,83+84.66 b  7,58+1,12x10° ab 3,88+0,41x10°  ab
CMA 66,92+2.29 a 3517,55496,35 a  9,20+1,10x10° ab 2,63+0,39x10°  ab
V8BA 67,58+2,22 a  3587,45+4423 a  4,25+0,15x10° ab 1,18+0,03x10° b
cz 69,92+1,71 a 38393442745 a  1,5740,14x10° b 4,0740,32x10° b

a,b,c - hodnoty v jednom sloupci oznacené stejnym malym pismenem nejsou statisticky rozdilné na zakladé
ANOVA a Tukeyho HSD testu, 0<0,05

Velikost stiedovych kultur se mezi jednotlivymi médii velmi vyrazné odlisovala.
Nejmensi kultury byly vytvofeny na pidé PDA, naopak nejvétsi na pudé CZ (F, 5=272,22;
p=0,0000). Rozdil mezi nejvetsi a nejmensi kulturou byl 24,25mm. Od priméru kultury se
samoziejm¢ odvijela plocha celé kultury. Pro plochy kultur byly statistické parametry
F, 5=268,66; p=0,0000.
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Graf 8 Vytéznost spor B. bassiana kmen Bba 1101 na agarizovanych zivnych médiich po 21
dnech kultivace.
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Co se tyka vyt&znosti spor, tak v piipads vyt&znosti na kulturu a na Imm? byla drobna
odlisnost v piipad¢ pidy V8A. Statisticka odliSnost byla prokazana mezi jednotlivymi médii u
obou ukazateli, jak u vytéZnosti na kulturu, tak na 1mm?, Nejvyssich hodnot bylo v obou
pfipadech dosazeno na zivném médiu PDA (F@, 5=59462; p=0,0386; F@4 s5=8,7056;

p=0,0178).
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Zivna piida VSA

Zivna pida CZ

Zivna piida CMA

Vzhled stfedovych kultur na jednotlivych
umélych Zivnych médiich. Kultury se mezi
sebou odlisovaly nejen vzhledem, ale i svou
velikosti a stupném sporulace, resp. vytéznosti
spor.
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5.2. Hodnoceni formulaci na zakladé uchovani vitality a virulence houby B. bassiana
v prubéhu skladovani

Nasledujici cast prace byla zaméfena na porovnavani raznych formulaci a podminek
skladovani vyuzitelnych pro uchovani spor houby B. bassiana lokalniho kmene Bba 1101.
V ramci hodnoceni byly pouzivany neformulované spory (NK) a 3 praskové formulace ve 3
skladovacich teplotach (-20, 4 a 22°C) a 3 olejové formulace ulozené ve 22°C. Praskové
formulace zahrnovaly 1 finalizaci na zaklad¢ nutritivniho nosi¢e (NN) a 2 inertnich nosica
(IN1, IN2). Tekuté formulace piedstavovaly spory imobilizované V koncentratech 2
rostlinnych oleji (fepkovy -RO a s6jovy-SO) a tekutého parafinu (TP).

5.2.1. Ovlivnéni vitality a virulence houby B. bassiana v pribéhu skladovani v -20°C

Pokusy probihaly po dobu jednoho roku. Prvni hodnoceni bylo provedeno
bezprostiedné po zaloZzeni testu, dal$i nasledovala ve 30 dennich intervalech po dobu 4
meésict, posledni pokusy byly provedeny po uplynuti 1 roku od uloZeni spor.

V jednotlivych hodnocenych usecich byla sledovdna vitalita spor hodnocena na
zaklad¢ kli¢ivosti a vyvoje na 2% agaru. Vliv skladovani na virulenci spor byl hodnocen na
cilovém organismu T. molitor. Parametry statistického hodnoceni pro kli¢ivost byly odlisné
Vv pribéhu sledovani. Po 1 dnu nebyly nalezeny rozdily mezi jednotlivymi formulacemi
(F@z8=2,2500; p=0,1598). Po uplynuti 30 dnG uz byly prokazatelné rozdily ve vSech
hodnocenych intervalech (Fg)=6,1628; p=0,0178; F3zg=25,333; p=0,0002; F3¢=33,563;
p=0,0001; Fzg=25,435; p=0,0002 a F3g=218,87; p=0,0000 v poradi hodnoceni). Pii
porovnéani vlivu délky skladovani na kli¢ivost v rdmci jedné formulace byly prokazatelné
rozdily mezi vSemi hodnocenymi terminy. Ve vSech variantdch doSlo v prib¢hu 1 roku
Kk poklesu kli¢ivosti, nejvétsi byl zaznamenan u spor formulovanych v IN2. Statistické
rozdily v ramci NK F12=95,962; p=0,0000; NN F12=16,333; p=0,0001; IN1
F(5,12=13,458; p=0,0001 a IN2 F512=116,43; p=0,0000. Mezi vSemi formulacemi za celou
dobu sledovani Fz68=7,6804; p=0,0002. Nejvyssi procento kli¢ivych spor bylo zjisténo ve
formulaci v NN.

Tabulka9  Vitalita spor B. bassiana kmen Bba 1101 v pribéhu skladovani v teploté

-20°C (24 hod).
Délka skladovani Klicivost (%)
(dny) Neformulované konidie Nutritivni nosi¢ Inertni nosic¢ ¢.1 Inertni nosic¢ ¢.2
1 96,67+0,47 Aa 97,33+0,47 ABa 97,33+£0,47 Aa  96,33+0,47 Aa
30 91,33+0,47 Bb 97,67+0,94 ABa 95,33+2,87 Aab 93,33+0,47 ABab
60 91,67+0,47 Bc 96,67+0,47 ABa 94,00+0,82 ABb 93,67+0,47 ABb
90 90,67+1,70 Bb 98,67+0,47 Aa  90,33+0,47 BCb 92,67+0,47 Bb
120 81,33+0,94 Cc 93,67+0,47 Ca  88,00+1,63 Chb  87,33+2,06 Cb
365 81,67+0,47 Cc 94,67+0,94 BCa 89,33+0,47 BCb 74,33+1,25 Dd

A,B,C — hodnoty Vv jednom sloupci oznacené stejnym velkym pismenem nejsou statisticky rozdilné na zakladé
ANOVA a Tukeyho HSD testu, 0<0,05
a, b,c - hodnoty v jednom fadku oznacené stejnym malym pismenem nejsou statisticky rozdilné na zakladé
ANOVA a Tukeyho HSD testu, a<0,05

46



Experimentalni cast

Graf 9 Klicivost spor houby B. bassiana kmen Bba 1101 v pribéhu skladovani v riznych
nosicich (-20°C).

. -\1/1\?/{
90,0 1 3 —— Neformulované
’ konidie
IS —— Nutritivni nosic¢
2 80,0 -
S ——Inertni nosic ¢.1
o
k4
—— Inertni nosic ¢.2

70,0 A

60,0

50,0

1 30 60 90 120 365

Dékla skladovani (dny)

Tabulka 10 Rychlost vyvoje houby B. bassiana kmen Bba 1101 v prubéhu skladovani
Vv teploté -20°C (GI 24).

Index vyvoje (GI 24)

Délka skladovani

(dny) Iljgrﬁ)drir:ulovane Nutritivni nosi¢ Inertni nosi¢ ¢&.1 Inertni nosi¢ &.2
1 1,73+0,58 1,78+0,48 1,74+0,50 1,74+0,52
30 1,45+0,70 1,89+0,40 1,76+0,59 1,84+0,51
60 1,77+£0,78 2,10+0,47 1,82+0,53 1,87+0,49
90 1,80+0,65 2,05+0,57 1,63+0,70 1,76+0,59
120 1,52+0,80 2,21+0,66 1,45+0,72 1,55+0,72
365 1,68+0,72 1,86+0,47 1,79+0,62 1,41+0,87

Statistické vyhodnoceni probéhlo na zakladé neparametrického Kruskal-Wallisova testu

V jednotlivych etapach kontroly v pribéhu skladovani byly zjistény prikazné rozdily i
Vv piipad€ rychlosti vyvoje houby. U kazdého pouZzitého nosic¢e byly rozdily prokazatelné
vjiné délce skladovani. Zatimco u NK to bylo mezi 30. a 90. dnem skladovani
(H(sn=18=15,8468; p=0,0073), Vv ptipadé NN byly pfi hodnoceni nalezeny rozdily mezi
pocatecni hodnotou vcase 1 a hodnotou zjisttnou po 120 dnech skladovani
(Hs,n=18=16,0614; p=0,0067), kde po delsim skladovani byl vyvoj houby dokonce rychle;jsi
nez na pocatku hodnoceni. U IN1 byly odlisnosti zjistény mezi hodnotami dosazenymi po 60
a 120 dnech (Hgn=18=16,0809; p=0,0066), Vvtomto piipadé¢ GI 24 v pozdéjsim case
skladovani naopak pokleslo. V ptipad¢é posledniho pouzitého nosice IN2 pak byly hodnoty
prukazné odlisné mezi 60 a 365 dny (H s n=18=15,9240; p=0,0071). V prib¢hu ¢asu nevykazal
vyvoj GI ptimou tendenci, u kazdé formulace bylo nejvyssi rychlosti dosazeno v jiném case.
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P#i hodnoceni rozdilti ve vyvoji houby mezi formulacemi v jednom case skladovani
Ize uvést, ze vSechny zjisténé odlisnosti byly mezi NN, kde byly zjistény vzdy vyssi hodnoty
a n€kterym z dalSich nosi¢d. Jedinou vyjimkou byl ¢as 1, kdy nebyly nalezeny Zzadné
statisticky prukazné rozdily. V ¢ase 30 a 60 pak byly rozdily Vv rychlosti vyvoje houby
imobilizované v NN a NK (Hn=12=10,4211; p=0,153; H(3n=12=9,8421; p=0,0200). Po 90 a
120 dnech byly odliSnosti mezi variantami formulovanymi v NN a IN1 (Hgn=12=9,8421,
p=0,0200; H@zn=12=8,1053; p=0,0439) a pii zavérecném hodnoceni po 365 dnech byl
prokazatelny rozdil mezi variantami v NN a IN2 (H n=12=10,4578; p=0,0151).

Tabulka 11 Virulence houby B. bassiana kmen Bba 1101 na larvach T. molitor v pribéhu
skladovani formulaci Vv teploté -20°C.

Délka Délka FDI na larvach T. molitor

skladovani biotestu Neformulované Nutritivni nosic¢ Inertni nosic ¢.1 Inertni nosic¢ ¢.2

(dny) (dny) konidie ' )

1 4 2,60+0,55 1,53+0,91 2,68+0,35 1,78+1,08

6 2,85+0,37 1,90+0,87 2,98+0,05 2,63+0,76

8 3,00 2,67+0,48 3,00 2,65+0,62

60 4 1,63+0,71 1,60+0,92 1,83+0,77 1,50+0,96

6 1,55+0,78 1,88+0,93 2,38+0,59 1,58+0,95

8 2,38+0,49 2,65+0,52 2,68+0,49 1,90+0,92

90 4 0,58+0,45 0,80+0,66 0,53+0,40 0,60+0,44

6 0,98+0,71 1,62+0,99 1,22+0,83 1,32+0,97

8 2,27+0,93 2,37+0,87 2,46+0,86 2,10+1,11

120 4 1,57+0,44 1,70+0,54 1,33+0,78 1,35+0,54

6 1,83+0,47 1,90+0,40 1,73+0,73 1,68+0,71

8 2,85+0,45 2,524+0,48 2,30+0,80 2,03+0,74

365 4 2,08+0,36 2,02+0,29 1,72+0,40 1,38+0,65

6 2,20+0,29 2,28+0,38 1,98+0,50 1,90+0,43

8 3,00 3,00 3,00 2,98+0,05

Statistické vyhodnoceni probéhlo na zakladé neparametrického Kruskal-Wallisova testu

Pfi hodnoceni vyvoje houby na larvach T. molitor byly zjistény statisticky prukazné
rozdily mezi vice formulacemi a ¢asy najednou. Na pocatku skladovani byl nejrychlejsi vyvoj
a tedy nejvyssi hodnoty FDI zjistovany mezi NK a Bba 1101 imobilizované v IN1. Po 60
dnech skladovani se hodnota indexu vyvoje Bba I101 na larvach o néco sniZila, hodnoty
zjisténé u variant formulovanych v IN1 a NN byly statisticky srovnatelné. Po 90 dnech
skladovani nebyly v ramci vyvoje na hostitelském organismu mezi jednotlivymi formulacemi
statisticky prokazatelné rozdily. Po 120 dnech skladovani dosahly na pocatku biotestu
nejvysSich hodnot spory Bba 1101 formulované v NN, srovnatelného vyvoje dosahly i NK. Po
uplynuti 365 dni skladovani byla rozdilna rychlost vyvoje houby na poc¢atku biotestu, kdy
nejvyssi hodnoty FDI byly zjisténé u variant oSetfenych sporami ulozenymi v NN a
neformulovanymi konidiemi. V pribéhu testu doSlo k postupnému vyrovnani hodnot a pfi
jeho ukonceni po 8 dnech nebyl mezi jednotlivymi variantami nalezen statisticky
prokazatelny rozdil. Z divodu vys§i piehlednosti je statistické vyhodnoceni shrnuto
Vv nasledujicich tabulkéch.
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Tabulka 12 Statistické vyjadieni rozdili ve vyvoji houby B. bassiana kmen Bba 1101 na
larvach T. molitor v pribéhu skladovani formulaci v teploté -20°C.

Den  skladovani Délka biotestu (dny)
(dny) 4 6 8
1 Konidie/Nutritivni n.; Konidie/Nutritivni n.; Konidie; Inertni n.¢.1/Inertni
Inertni n.¢.2 Inertni n.¢.2 n.c.2;
(p=0,0001; p=0,0146) (p=0,0002; 0,0262) (p=0,0019)
Inertni n.¢.1/ Nutritivni n.; Inertni n.¢.1/ Nutritivni n.;
Inertni n.¢.2 Inertni n.c.2
(p=0,0000); (p=0,0084) (p=0,0000); (p=0,0016)
H (3, N=120) =32,93988; H (3, N=120) =43,38434; H (3, N=120) =34,39099;
p =0,0000 p =0,0000 p =0,0000
60 y Inertni n.¢.1/Konidie; Inertni Nutritivni n./Inertni n.¢.2
n.g.2 (p=0,0049)
(p=0,0038); (p=0,0016) Inertni n.¢.1/Inertni n.¢.2
(p=0,0016)
H (3, N=120) =19,60587; H (3, N=120) =19,60587;
p =0,0002 p =0,0002
90 y y y
120 Nutritivni n./Inertni n.&.1 7Y Konidie/Nutritivni n.;
(p=0,0336) Inertni n.¢.1; Inertni n.¢.2
(p=0,0396); (p=0,0092);
(p=0,0000)
H (3, N=120) =10,60320; H (3, N=120) =25,74106;
p =0,0141 p =0,0000
365 Konidie/Inertni n.¢.2 Nutritivni n./Inertni n.&2 Y
(p=0,0003) (p=0,0450)
Nutritivni n./Inertni n.¢.2
(p=0,0022)

H (3, N=120) =24,57937;
0 20,0000

H (3 n=120) =12,65107;
p =0,0055

Pozn. Formulace uvedené pted lomitkem dosahly v biotestu vyssich hodnot nez varianty uvedené za lomitkem.
Hodnoty byly posouzeny na zakladé Kruskal — Wallisova testu.
Y Mezi jednotlivymi variantami nebyly nalezeny statisticky priikazné rozdily.
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Tabulka 13 Vyjadieni statisticky prukaznych rozdili ve vyvoji houby B. bassiana kmen Bba
1101 na larvach T. molitor v jednotlivych intervalech hodnoceni (-20°C).

Den skladovani Délka biotestu (dny)

(dny) 4 6 8

Neformulované 1/60; 120 1/Ostatni 1/60; 90

konidie (p=0,0002; p=0,0001) (p=0,0000-0,0079) (p=0,0003; p=0,0095)
Ostatni/ 90 120; 365/90 120; 365/60

(p=0,0000-0,0007)

(p=0,0174; p=0,0000)

(p=0,0025; p=0,0003)
365/90

(p=0,0095)
H (4,N= 150) =82,11309; H (4, N= 150) =75,92976; H (4, N=150) =56,76532;
p =0,0000 p =0,0000 p =0,0000
Nutritivni nosi¢ Ostatni/ 90 y 365/90; 120

(p=0,0000-0,0019)
H (4, n=150) =36,16316;

(p=0,0161; p=0,0032)
H (4, n-=150) =21,58374;

p =0,0000 p =0,0002

Inertni nosi¢ ¢.1  1/Ostatni 1/Ostatni 1; 365/120
(p=0,0000-0,0055) (p=0,0000-0,0112) (p=0,0013)
Ostatni/90 60/90; 120

(p=0,0000-0,0144)
H (4, N=150) :84,23303,

(p=0,0000; p=0,0376)
H (4, N= 150) :76,03498,

H (4, N=150) =38,10463;

p =0,0000 p =0,0000 p =0,0000
Inertni nosi¢ ¢.2  Ostatni/ 90 1/90 365/1; 60; 120
(p=0,0000-0,0043) (p=0,0010) (p=0,0000-0,0442)

H (4, N=150) :25,98793,
0 =0,0000

H (4, N=150) :17,66364
0 =0,0014

H (4, n=150) =36,96067;
p =0,0000

Pozn. Casy uvedené pied lomitkem dosahly v biotestu vys§ich hodnot ne varianty uvedené za lomitkem.
Hodnoty byly posouzeny na zakladé Kruskal — Wallisova testu.

¥ Mezi jednotlivymi variantami nebyly nalezeny statisticky priikazné rozdily.

Graf 10 Vliv délky skladovani neformulovanych konidii houby B. bassiana kmen Bba 1101
na virulenci (skladovani v teploté — 20°C, biotest FDI).
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Tabulka 14 Kumulovana mortalita larev T. molitor vyvolana sporami B. bassiana kmen Bba
1101 skladovanymi V teploté -20°C.

Délka Kumulovana mortalita *
skladovani Neosetfena Neformulované  Nutritivni Inertni Inertni
(dny) kontrola konidie nosic nosi¢ ¢.1 nosic ¢.2
4. den biotestu
1 10,52+8,69 Ab 79,48+8,69 Aa 65,91+16,03 ABa 90,00+0,00 Aa 58,91+11,11 Aa
(3,33) (96,63) (83,27) (100) (73,27)
60 0,00 Ab 6591+3.83 Aa 58,91+3,13 ABa 6591+3,83 Aa 54,74+597 Aa
(0,00) (83,27) (73,27) (83,27) (66,61)
90 0,00 Ab 3727+284 Ba 43,09+11,41 Ba 33,21+0,00 Ba 43,09+7,31 Aa
(0,00) (36,62) (46,61) (29,96) (36,62)
120 0,00 Ab 7504869 Aa 79,4848,69 Aa 6591+16,03 Aa 6591+14,35 Aa
(0,00) (93,29) (96,63) (83,27) (83,27)
365 0,00 Ac 79,48+8,69 Aab 90,00+0,00 Aa 68,58+12,52 Aab 61,12+856 Ab
(0,00) (96,63) (100) (86,60) (76,60)
6. den biotestu
1 21,424+3,83 Ab 79,48+6,60 ABa 75,04+12,52 ABa 90,00+0,00 Aa 90,00+0,00 Aa
(13,32) (96,63) (93,29) (100) (100)
60 14,96+8,69 Ab 6591+6,97 Ba 65,91+3,83 ABa 79,48+8,69 Aa 65,91+14,35 ABa
(6,65) (83,27) (83,27) (96,63) (83,27)
90 10,52+8,69 Ab 48,83+2,72 Ca 61,1248,56 Ba 56,79+5,17 Ba 52,73+2,84 Ba
(3,33) (56,60) (76,60) (69,92) (63,26)
120 0,00 Ab 79,48+8,69 ABa 79,48+8,69 ABa 71,57+11,11 ABa 65,91+14,35 ABa
(0,00) (96,63) (96,63) (89,95) (83,27)
365 10,52+8,69 Ab 90,00£0,00 Aa 90,00+0,00 Aa 79,48+8,69 Aa 75,04+12,52 Aa
(3,33) (100) (100) (96,63) (93,29)
8. den biotestu
1 21,42+£3,82 Ab 90,00+0,00 Aa 90,00+0,00 Aa 90,00£0,00 Aa 90,00£0,00 Aa
(13,32) (100) (100) (100) (100)
60 14,96+8,69 Ab 90,00+0,00 Aa 90,00+0,00 Aa 79,48+8,69 Aa 68,58+13,59 Aa
(6,65) (100) (100) (96,63) (86,60)
90 10,52+8,69 Ab 71,57+0,00 Ba 79,48+8,69 Aa 71,57+0,00 Aa 68,58+12,52 Aa
(3,33) (89,95) (96,63) (89,95) (86,60)
120 10,52+8,69 Ab 79,48+8,69 ABa 90,00+0,00 Aa 75,04+12,52 Aa 79,48+8.69 Aa
(3,33) (96,63) (100) (93,29) (96,63)
365 10,52+8,69 Ab 90,00+0,00 Aa 90,00+0,00 Aa 90,00+0,00 Aa 90,00+0,00 Aa
(3,33) (100) (100) (100) (100)

A,B,C — hodnoty v jednom sloupci oznacené stejnym velkym pismenem nejsou statisticky rozdilné na zakladé
ANOVA a Tukeyho HSD testu, 0<0,05
a,b,c - hodnoty v jednom fadku oznadené stejnym malym pismenem nejsou statisticky rozdilné na zakladé
ANOVA a Tukeyho HSD testu, 0<0,05
“Pramér dat (x + SE) vyjadfenych jako Ghlové hodnoty [arcsin V(po&et viech mrtvych a infikovanych larev/
celkovy pocet vSech larev)]. Mortalita (%) je uvedena v zavorkach

Tabulka 15 Statistické parametry vyhodnoceni mortality larev T. molitor vyvolané houbou B.
bassiana kmen Bba 1101 skladovanou v teploté -20°C.

Délka skladovani Formulace
Jen 1 60 90 120 365 rola NK NN IN1 IN2
df =4, 10 df=5, 12
4 F=20,994 F=104,37 F=16,766 F=19,142 F=42,632 F=1,0000 F=15,364 F=7,7065 F=9,9942 F=2,0311
p=0,0001 p=0,0000 p=0,0002 p=0,0001 p=0,0000 p=0,4516 p=0,0003 p=0,0042 p=0,0016 p=0,1657
6 F=34,92 F=18,021 F=26,376 F=26,185 F=42,172 F=2,6479 F=13,712 F=4,5087 F=5,4979 F=3,3875
p=0,0000 p=0,0001 p=0,0000 p=0,0000 p=0,0000 p=0,0965 p=0,0005 p=0,0244 p=0,0132 p=0,0535
8 F=645,54 F=32,254 F=31,524 F=32,478 F=186,22 F=1,3680 F=8,5000 F=1,0000 F=2,5010 F=1,8614
p=0,0000 p=0,0000 p=0,0000 p=0,0000 p=0,0000 p=0,3122 p=0,0030 p=0,4516 p=0,1093 p=0,1939

Vyhodnoceni provedeno na zakladé ANOVA a Tukeyho HSD testu, a<0,05
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Spory skladované v teploté -20°C, at’ uz se jednalo o NK nebo konidie uchovavané
S pouzitim nékterého z nosicil, si udrzely vysokou vitalitu i po 365 dnech. V nékterych
ukazatelich doSlo dokonce k nartstu zjisténych hodnot oproti pivodni kontrole. Takovym
ukazatelem je kumulovana mortalita larev T. molitor vyvolana skladovanymi sporami a index
vyvoje Bba 1101 na téle larev. Ve formulaci, kde byl pouzit NN vykazovaly spory velmi
stabilni klicivost, kterd se po cely rok pohybovala nad 93% a rovnéz GI bylo nejvyssi ze
vSech variant. Co se tyka virulence a zpusobené mortality larev T. molitor, neni mozné
jednoznacné fici, ktera varianta vykazovala nejlepsi vysledky. Mezi formulacemi byly
prokazatelné rozdily zejména na pocatku biotestu, nicméné mortalita dosahovala po 8 dnech

Cv v

IN2 po 60 dnech skladovani. VSechny ostatni hodnoty byly nad hranici FDI 2,0.

5.2.2. Ovlivnéni vitality a virulence houby B. bassiana v pribéhu skladovani ve 4°C

Kli¢ivost vyhodnocovana po 24 hodinach byla u spor Bba 1101 ulozenych ve vSech
formulacich vice nez 83%, v ptipadé pouziti formulace v NN dokonce téméi 97%, a to i po
365 dnech skladovani. Vyjimkou byly spory imobilizované v IN2, kde po 90 dnech klesla
kli¢ivost na hodnotu 41,67%. Jednalo se o nejvyraznéjs$i pokles v ramci vSech formulaci
(F(5,12=1048,4; p=0,0000). Co se tyka spor skladovanych v NN, uchovaly si finalizované
spory vysokou kli¢ivost i po 365 dnech skladovani a mezi hodnotami tak nebyly zjistény
prikazné odliSnosti. V ptipadé hodnoceni neformulovanych konidii doSlo k mirnému poklesu
klicivosti (F,12=62,089; p=0,0000) a stejny trend byl sledovan i pii pouziti IN1
(F(5,12=63,600; p=0,0000). Pti hodnoceni vlivu formulace na kli¢ivost spor v jednotlivych
casovych usecich, nebyly zjistény prokazatelné odlisnosti na pocatku hodnoceni. Od 30.dne
se pak jednotlivée formulace odliSovaly ve vlivu na uchovani kvality spor v jednotlivych
hodnocenych usecich. Prokazatelné rozdily byly na turovni p=0,0000 (Fg=80,667,
F(38=56,563, F(38=5884,3, F(38=584,63, F38=1421,4 ve vzestupném potadi).

Tabulka 16 Kli¢ivost spor houby B. bassiana kmen Bba 1101 v prib&hu skladovani ve 4°C.

Délka skladovani Klicivost (%)
(dny) Neformulované konidie Nutritivni nosi¢ Inertni nosic¢ ¢.1 Inertni nosic ¢.2
1 96,67+0,47 Aa 97,33+0,47 Aa 97,33+0,47 Aa 96,33+0,47 Aa
30 88,33+0,47 BCc 97,00+£0,00 Aa 94,33+0,47 Bb  94,33+0,94 ABbD
60 85,67+1,25 CDc 97,67+0,47 Aa 93,67+1,25 Bb  91,33+047 Bb
90 89,67+0,47 Bb 97,67+0,47 Aa  89,33+047 Cb  41,67£0,47 Dc
120 87,67+1,25 BCb 96,67+0,47 Aa  88,67+1,25 Cb  40,67+2,36 Dc
365 83,33+0,47 Db 96,67+0,47 Aa 84,67+0,47 Db 50,33x1,25 Cc

A,B,C — hodnoty v jednom sloupci oznadené stejnym velkym pismenem nejsou statisticky rozdilné na zakladé
ANOVA a Tukeyho HSD testu, 0<0,05
a,b,c - hodnoty v jednom fadku oznadené stejnym malym pismenem nejsou statisticky rozdilné na zakladé
ANOVA a Tukeyho HSD testu, 0<0,05

Pfi hodnoceni rozdili v rychlosti vyvoje houby B. bassiana kmen Bba 1101 na 2%
agaru byly nalezeny prokazatelné odlisnosti v raznych c¢asech hodnoceni. V piipadé
formulace v NK byl rozdil mezi dny 60 a 90 (Hn=18=15,8304; p=0,0073), v piipadé
formulace v NN se liSily hodnoty zjisténé v case 1 a 60 (Hsn=18=12,9298; p=0,0240). V
obou piipadech byla vyssi rychlost vyvoje houby zjisténa po delsi dobé skladovani. Co se
tyka inertnich nosicu, byl rozdil u obou variant po 30 dnech, kdy dosazena hodnota Gl byla
dnech u spor skladovanych vIN1 a po 120 dnech pifi pouZiti formulace spor v IN2
(Hsn=18=16,3261; p=0,0060; Hn-18=15,4253; p=0,0087). V ramci hodnoceni odlisnosti
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V jednom case se z hlediska zachovani vitality projevila jako nejleps$i formulace spor Bba
1101 v NN. Index vyvoje houby zjistény pii hodnoceni této formulace byl nejvyssi a hodnoty
se prikazné odliSovaly od ostatnich variant. S vyjimkou ¢asu 1, kde nebyly zjistény rozdily.
V intervalu 30 a 60 byl zjistén nejpomalejsi vyvoj Bba 1101 pfi skladovani neformulovanych
konidii (Hn=12=10,3846; p=0,0156; Hn-12=10,4211; p=0,0153). Od 90.dne skladovani
pak doslo k rychlému poklesu vitality spor skladovanych v IN2 a dosazené hodnoty GI byly
v piipadé pouziti tohoto nosi¢e jednoznacné nejniz$i (H@n=12=10,3846; p=0,0156;
H(3’N=12):9,4615; p:0,0237; H(3,N=12):10,4211; p:0,0153)

Tabulka 17 Vyvoj houby B. bassiana kmen Bba 1101 v prubéhu skladovani ve 4°C.

Délka skladovani . Index vyvoje (GI 24)

(dny) Il:loenf;)girélulovane Nutritivni nosi¢ Inertni nosi¢ ¢.1 Inertni nosi¢ ¢.2

1 1,73+0,58 1,78+0,48 1,74+0,50 1,74+0,52

30 1,60+0,72 1,89+0,39 1,84+0,51 1,76+0,57

60 1,44+0,77 2,06+0,41 1,79+0,54 1,71£0,63

90 1,7440,65 1,92+0,40 1,44+0,73 0,90+0,87

120 1,52+0,77 1,87+£0,54 1,47+£0,72 0,71+0,89

365 1,65+ 0,75 1,91+0,38 1,69+0,72 0,98+0,98

Statistické vyhodnoceni probéhlo na zakladé neparametrického Kruskal-Wallisova testu

Vliv skladovani spor Bba 1101 se projevil i v ptipad¢€ virulence, ackoli rozdily nebyly
ptili§ vyrazné. Vyvoj houby na larvach T. molitor byl hodnocen ve dnech 4, 6 a 8 od zalozeni
biotestu. V této dob&é dosahly plné sporulace mycelia na povrchu larev pouze dvé varianty na
pocatku skladovani. U naprosté vétSiny variant vSak byla zahdjena tvorba konidii. Po 90
dnech skladovani doslo k poklesu rychlosti vyvoje houby, coz se projevilo zejména
V pocatecni fazi biotestu. Statistické rozdily mezi jednotlivymi variantami jsou shrnuty
Vv nasledujicich tabulkach

Tabulka 18 Vyvoj houby B. bassiana kmen Bba 1101 na téle larev T. molitor pfi hodnoceni
virulence v pribéhu skladovani ve 4°C.

Délka Délka FDI na larvach T. molitor
Elgrl]z;d)ovanl k()(;?];e)sm Iljoerf?éir;lulovane Nutritivni nosic¢ Inertni nosi¢ ¢.1 Inertni nosi¢ ¢.2
1 4 2,60+0,55 1,53+0,91 2,68+0,35 1,78+1,08
6 2,85+0,37 1,90+0,87 2,98+0,05 2,63+0,76
8 3,00 2,67+0,48 3,00 2,65+0,62
60 4 2,22+0,68 1,62+0,13 2,03+0,56 1,78+1,03
6 2,55+0,70 1,90+0,15 2,63+0,53 1,98+0,89
8 2,65+0,58 2,53+0,15 2,87+0,28 2,324+0,69
90 4 0,70+0,60 1,05+0,72 0,68+0,58 0,77+0,40
6 1,87+0,69 1,60+0,96 1,58+0,88 1,334£0,91
8 2,78+0,40 2,73+£0,61 2,55+0,83 2,75+0,04
120 4 1,30+0,70 1,47£0,50 1,30+0,54 0,53+0,48
6 1,88+0,61 1,78+0,38 1,57+£0,72 1,45+0,45
8 2,63+0,47 2,27+0,37 2,27+0,87 1,83+0,55
365 4 1,63+0,62 1,82+0,62 1,78+0,29 1,75+0,38
6 2,03+0,33 2,12+0,39 2,234+0,32 2,02+0,40
8 2,38+0,42 2,58+0,40 2,47+0,42 2,38+0,44

Statistické vyhodnoceni probéhlo na zakladé neparametrického Kruskal-Wallisova testu
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Graf 11 Vyvoj houby B. bassiana kmen Bba 1101 na larvach T. molitor v pribéhu skladovani

Vv teploté 4°C (neformulované konidie).
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Tabulka 19 Statistické vyjadfeni rozdili ve vyvoji houby B. bassiana kmen Bba 1101 na
larvach T. molitor mezi formulacemi skladovanymi ve 4°C.

Den  skladovani Délka biotestu (dny)
(dny) 4 6 8
1 Konidie/Nutritivni Konidie/Nutritivni n.; Konidie; lnertni  n.c.1/
Inertni n.¢.2 Inertni n.¢.2 Inertni n.¢.2
(p=0,0001; p=0,0146) (p=0,0002; p=0,0262) (p=0,0019)
Inertni n.¢.1/Nutritivni n.; Inertni n.C.1/Nutritivni n.;
Inertni n.¢.2 Inertni n.¢.2
(p=0,0000); (p=0,0084) (p=0,0000); (p=0,0016)
H (3, N=120) =32,93988; H (3, N=120) =43,38434; H (3, N=120) =34,39099;
p =0,0000 p =0,0000 p =0,0000
60 Konidie/Nutritivni n. Konidie;Inertni n.¢.1/ Inertni n.¢.1/Inertni n.¢.2
(p=0,0326) Nutritivni n (p=0,0226)
(p=0,0218; p=0,0086)
H (3, N=120) =8,596665; H (3, N=120) =18,05103; H (3, N=120) =12,36971;
p =0,0352 p =0,0004 p =0,0062
90 y y y

120 Ostatni /Inertni n.¢.2 y Konidie /Inertni n.¢.2;
(p=0,0000-0,0004) (p=0,0000)
H (3, N=120) =36,02845; H (3, N=120) =25,21053;
p =0,0000 p =0,0000

365 y y y

Formulace uvedené pred lomitkem dosahly v biotestu vysSsich hodnot nez varianty uvedené za lomitkem.
Hodnoty byly posouzeny na zakladé Kruskal — Wallisova testu.
Y Mezi jednotlivymi variantami nebyly nalezeny statisticky priikazné rozdily.
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Tabulka 20 Statistické vyjadieni rozdili ve vyvoji houby B. bassiana kmen Bba 1101 na

larvach T. molitor (skladovani ve 4°C, rozdily mezi intervaly hodnoceni).

Den  skladovani Délka biotestu (dny)

(dny) 4 6 8
Neformulované 1/90; 120; 365 1/90; 120; 365 1; 60; 90/365
konidie (p=0,0000-0,0010) (p=0,0000-0,0001) (p=0,0000-0,0357)

60/90; 120
(p=0,0000; p=0,0037)
365/90

60/90; 120; 365
(p=0,0069-0,0262)

(p=0,0054)
H (4, N= 150) =69,03261; H (4, N= 150) =47,41708; H (4, N=150) =38,66952;
p =0,0000 p =0,0000 p =0,0000

Nutritivni nosic¢ 60; 365/90 y 1; 60; 90/120

(p=0,0302; p=0,0014)
H (4, n=150) =17,39819;

(p=0,0001-0,0137)
H (4, N= 150) =27,48673;

p =0,0016 p =0,0000

Inertni nosic ¢.1 1/Ostatni 1/90; 120; 365 1/120; 365
(p=0,0000-0,0351) (p=0,0000) (p=0,0067; p=0,0003)
60/90; 120 60/90; 120; 365 365/60

(p=0,0000; p=0,0044)
365/90

(p=0,0001; p=0,0000)

(p=0,0288)

(p=0,0000)
H (4, N=150) :89,87815, H (4, N= 150) :73,30608, H (4, N=150) :32,70640,
0 =0,0000 0 =0,0000 0 =0,0000

Inertni nosic ¢.2 1; 60; 365/90 1; 60; 365/90 1; 60; 90/120
(p=0,0002-0,0022) (p=0,0004-0,0050) (p=0,0000-0,0444)
1; 60; 365/120 1; 365/120

(p=0,0000)
H (4, n=150) =52,41681,
p =0,0000

(p=0,0024; p=0,0228)
H (4, N= 150) =28,77560;
0 20,0000

H (4, N= 150) =34,70395;
b =0,0000

Casy uvedené pied lomitkem dosahly v biotestu vy$§ich hodnot neZ varianty uvedené za lomitkem.
Y Mezi jednotlivymi variantami nebyly nalezeny statisticky priikazné rozdily, Kruskal-Wallistiv test.

Z vysledkl je patrné, Ze nejpomalejsi pribéh infekce byl po 8 dnech biotestu zjistén u
pokust zaloZenych se sporami imobilizovanymi v IN2 prakticky ve v§ech hodnocenich. Co se

cvwr

Sv v

hodnota zji§t€na po 365 dnech skladovani. Pfesto byly hodnoty vysoké a spory si zachovaly
vysokou virulenci po celou dobu skladovéani. Schopnost spor Bba 1101 udrzet si virulenci
Vv pribéhu 1 roku skladovani je zjevna i z hodnot mortality vyvolané u larev T. molitor, ktera
byla hodnocena v ramci testll virulence. Stejné jako v pfedchozich hodnocenich, doslo ke
zpomaleni nastupu infekce pfi hodnoceni 90 dnt po uskladnéni. Mortalita vyvolana u larev 4
dny po zahajeni biotestu se pohybovala v rozmezi 33,28% (NK) az 59,8% (NN). Jednalo se
zhruba o 1/3 az 1/2 hodnot mortality zjisténé na pocatku skladovani. I pfesto se hodnoty
mortality po ukonéeni biotestu nachazely v intervalu 93,29-100%. Znamena to, ze ackoli
pocatecni faze infekce byla pozvolngjsi, v kratkém case doSlo k progresivnimu vyvoji.

V ramci hodnocenych parametrti byl u nékterych prokazan vliv pouzité formulace na
uchovani vlastnosti spor B. bassiana kmen Bba 1101 v prub¢hu skladovani ve 4°C. Jednalo se
o kli¢ivost a vyvoj spor na 2% agaru, které byly pozitivné ovlivnény pouzitim NN. U
ostatnich hodnocenych parametri nebyl zaznamenan prokazatelny vliv na schopnost spor Bba
1101 uchovat si kvalitativni vlastnosti na stejné urovni jako na pocatku skladovani. K poklesu
hodnot zkoumanych parametrii doslo vyrazné pouze u spor imobilizovanych v IN2 pfi
hodnoceni vyvoje houby na 2% agaru.
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Tabulka 21  Kumulovana mortalita larev T. molitor vyvolana houbou B. bassiana kmen
Bba 1101 skladovanou v teploté 4°C.

Délka Kumulovana mortalita *
skladovani  Neosetfena Neformulované Nutritivni Inertni Inertni
(dny) Kontrola Konidie nosi¢ nosic ¢.1 nosic ¢.2
4, den biotestu
1 10,52+8,69 Ab 79,48+8,69 Aa 65,91+16,03 Aa 90,00£0,00 Aa 56,79+13,73 ABa
(3,33) (96,63) (83,27) (100) (69,93)
60 0,00 Ac 68,58+13,59 Aab  6591+6,97 Aab 90,00+0,00 Aa 58,91+5,97 ABb
(0,00) (86,60) (83,27) (100) (73,27)
90 0,00 Ab 3526+11,41 Bab  48,83+2,72 Aa 50,77+18,73 Ba  46,91+12,44 ABa
(0,00) (33,28) (56,60) (59,94) (53,27)
120 0,00 Ad 63,43+0,00 ABab 71,57+0,00 Aa 61,1243,13 ABb 33,21+£5,17 Bc
(0,00) (79,93) (89,95) (76,60) (29,96)
365 0,00 Ab 68,58+£3,83 Aa 71,57+x11,11 Aa  79,48+8,69 Aa  75,04+8,69 Aa
(0,00) (86,60) (89,95) (96,63) (93,29)
6. den biotestu
1 21,42+3,83 Ab 79,48+8,69 Aa 75,04+12,52 Aa  90,00£0,00 Aa 90,00+0,00 Aa
(13,32) (96,63) (93,29) (100) (100)
60 14,96+8,69 Ab 79,48+8,69 Aa 75,04+£8,69 Aa  90,00£0,00 Aa 75,04+8,69 Aa
(6,65) (96,63) (93,29) (100) (93,29)
90 10,52+8,69 Ab 63,43+18,47 Aa 68,58+3,83 Aa 6591+6,97 Ba 58,91+3,13 Ba
(3,33) (79,93) (86,60) (83,27) (73,27)
120 0,00 Ac 90,00+£0,00 Aa 90,00+0,00 Aa 6591+3,83 Bb  79,48+8,69 Aa
(0,00) (100) (100) (83,27) (96,63)
365 10,52+8,69 Ab 90,00+£0,00 Aa 90,00+0,00 Aa 90,00+0,00 Aa 90,00+0,00 Aa
(3,33) (100) (100) (100) (100)
8. den biotestu
1 21,42+3,89 Ab 90,00+£0,00 a 90,00+0,00 Aa 90,00+0,00 Aa 90,00+0,00 Aa
(13,32) (100) (100) (100) (100)
60 14,96+8,69 Ab 90,00+£0,00 a 79,48+8.9 Aa 90,00£0,00 Aa 79,48+8,69 Aa
(6,65) (100) (96,63) (100) (96,63)
90 10,52+8,69 Ab 90,00+0,00 a 79,48+£8,69 Aa  75,04+8,69 Aa  90,00+0,00 Aa
(3,33) (100) (96,63) (93,29) (100)
120 10,52+8,69 Ab 90,00+0,00 a 90,00+0,00 Aa 79,48+£8,69 Aa  90,00+0,00 Aa
(3,33) (100) (100) (96,63) (100)
365 10,52+8,69 Ab 90,00+0,00 a 90,00+£0,00 Aa 90,00£0,00 Aa  90,00+0,00 Aa
(3,33) (100) (100) (100) (100)

A,B,C — hodnoty v jednom sloupci oznaéené stejnym velkym pismenem nejsou statisticky rozdilné na zakladé
ANOVA a Tukeyho HSD testu, 0<0,05

a,b,c - hodnoty v jednom fadku oznadené stejnym malym pismenem nejsou statisticky rozdilné na zakladé
ANOVA a Tukeyho HSD testu, 0<0,05

“Pramér dat (x = SE) vyjadfenych jako thlové hodnoty [arcsin V(po&et viech mrtvych a infikovanych larev/
celkovy pocet vsech larev)]. Mortalita (%) je uvedena v zavorkach

Tabulka 22 Statistické vyhodnoceni mortality larev T. molitor vyvolané houbou B. bassiana
kmen Bba 1101 (spory skladované ve 4°C).

Délka skladovani (dny) Formulace
Der 1 60 90 120 365 rola NK NN IN1 IN2
df =4, 10
4 F=18,75p F=43,558 F=7,1297 F=237,45 F=41316 F=1,000 F=8,5198 F=2,4520 F=7,2428 F=5,6492
=0,0001 p=0,0000 p=0,0056 p=0,0000 p=0,0000 p=0,4516 p=0,0029 p=0,1140 p=0,0053 p=0,0121
6 F=34,923 F=33,327 F=14,88 F=161,48 F=186,22 F=2,6479 F=1,5189 F=3,227 F=26,457 F=10,271
p=0,0000 p=0,0000 p=0,0003 p=0,0000 p=0,0000 p=0,0965 p=0,2692 p=0,0605 p=0,0000 p=0,0014
8 F=645,54 F=49,593p F=56,582 F=90,196 F=186,22 F=1,3680 F=,75000 F=2,0000 F=1,000
p=0,0000 =0,0000 p=0,0000 p=0,0000 p=0,0000 p=0,3122 p=0,5801 p=0,1705 p=0,4516

Vyhodnoceni provedeno na zakladé ANOVA a Tukeyho HSD testu, a<0,05
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5.2.3. Ovlivnéni vitality a virulence houby B. bassiana v pribéhu skladovani ve 22°C

Hodnoceni jednotlivych formulaci v pribéhu skladovani ve 22°C mélo ponékud Sirsi
charakter, protoze zahrnovalo nejen formulace praskové, ale rovnéz olejové. V pripade
praskovych formulaci probihaly biotesty stejnym zplisobem jako u ptfedchozich dvou teplot.
U formulaci v olejich byla hodnocena kvalita uchovavanych spor po nafedéni na 2%
koncentraci. Vzhledem Kktomu, ze tekuté formulace byly urceny pro dlouhodobégjsi
skladovani spor, bylo hodnoceni provedeno na poc¢atku skladovani a nasledné az po uplynuti
jednoho roku.

5.2.3.1. Hodnoceni praskovych nosici

Pfi hodnoceni praskovych nosi¢li byly pouzity stejné postupy ve vSech skladovacich
teplotach. I v teploté 22°C byla hodnoceni zahéjena testem vitality a nasledné byl proveden
test virulence na larvach T. molitor.

Tabulka 23 Kli¢ivost spor B. bassiana kmen Bba 1101 formulovanych v praskovych
nosicich v pribéhu skladovani ve 22°C.

Délka skladovani _KliCivost (%)

(dny) Neformulované konidie Nutritivni nosi¢ Inertni nosic¢ ¢.1 Inertni nosic ¢.2
1 96,67+0,47 Aa 97,33+0,47 Aa 97,33+047 Aa  96,33£0,47 Aa
30 58,67+1,70 Bc 96,33+0,47 Aa  93,00+0,82 Aa  73,67£1,25 Bb
60 36,3342,05 Cc 87,33+0,94 Ba 45,33+2,63 Bb  43,33t1,89 Cb
90 12,33+0,47 Dc 56,00+£2,16 Ca  44,33+1,70 Bb  15,00+£1,41 Dc
120 10,00+4,32 Dc 12,33+1,70 Dc  44,67+1,25 Ba 22,33+0,94 Db
365 5,33+0,47 Db 9,33+0,94 Da 8,00+1,41 Cab 1,33+0,47 Ec

A,B,C — hodnoty Vv jednom sloupci oznacené stejnym velkym pismenem nejsou statisticky rozdilné na zakladé
ANOVA a Tukeyho HSD testu, 0<0,05

a,b,c - hodnoty v jednom fadku oznadené stejnym malym pismenem nejsou statisticky rozdilné na zakladé
ANOVA a Tukeyho HSD testu, 0<0,05

Pti hodnoceni kli¢ivosti bezprostiedné po formulaci spor do jednotlivych nosici,
nebyly zaznamenany zadné rozdily. Odlisnosti mezi kli¢ivosti spor uchovavanych v riznych
nosi¢ich se zaaly vyrazngji projevovat po 30 dnech skladovéani. Jest¢ po 60 dnech byly
vysoké hodnoty kli¢ivosti zjisténé u spor imobilizovanych v NN (87,33%), V ostatnich
variantach byla klicivost jiz zhruba polovi¢ni. Rozdily mezi jednotlivymi variantami
Vjednom case skladovani byly prokazatelné na hladiné p<0,0001 (F@s, 8= 465,15; Fg3, =
275,79; F@, 8= 334,87; Fg, 8= 83,432 a F, = 29,867, fazeno vzestupn€ v prib&hu
skladovani). V ramci kazdého z nosici, na rozdil od piedchozich skladovacich teplot mély
hodnoty ve vSech variantdch klesajici tendenci, k nejrychlej$i ztraté vitality doSlo u
neformulovanych spor a téméf shodné i u spor finalizovanych v IN2. | vramci jedné
formulace byly prokazatelné rozdily na hladiné p<0,0000 (Fs 12= 578,01 u NK; F, 12)=
2041,2 u NN; Fs,12= 971,65 u IN1 a F(5, 12= 1828,1 u IN2).
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Tabulka 24 Vyvoj houby B. bassiana kmen Bba 1101 v pribéhu skladovani v praskovych
formulacich v teploté 22°C.

Délka skladovani . Index vyvoje (GI 24)
(dny) Ilzl;f;)drir;lulovane Nutritivni nosi¢ Inertni nosi¢ ¢.1 Inertni nosi¢ ¢.2
1 1,73+0,58 1,78+0,48 1,74+0,50 1,74+0,52
30 0,65+0,73 1,84+0,45 1,23+0,71 1,11+0,86
60 0,52+0,79 1,55+0,73 0,66+0,81 0,55+0,74
90 0,14+0,44 0,59+0,70 0,57+0,73 0,19+0,42
120 0,10+0,33 0,12+0,36 0,55+0,73 0,22+0,49
365 0,03+0,11 0,09+0,35 0,06+0,21 0,01+0,06

Statistické vyhodnoceni probé&hlo na zakladé neparametrického Kruskal-Wallisova testu

Porovname-li data ziskana pti hodnoceni GI 24 v ramci jedné pouzité formulace, pak
nejvyssi hodnoty byly zjistény na pocatku pokusu. Pouze pii pouziti formulace v NN byla
nejvyssi rychlost vyvoje Bba 1101 zjisténa po 30 dnech skladovéni. Z toho davodu i
statistické odliSnosti jsou prokazatelné mezi ¢asy 1 a 365 dnil v piipadé formulaci v NK, IN1
a IN2 (H(5’N=13):16,1746; p:0,0064; H(5,N:18):16,2683; p:0,0061; H(5,N:13)216,5307;
p=0,0055), v ptipadé NN pak mezi ¢asy 30 a 365 (Hn-18=16,5790; p=0,0054).

Podivame-li se na hodnoty Gl 24 zjisténé v jednom intervalu hodnoceni pii pouziti
riznych formulaci, jsou ve vétSin€ piipadii nejvyS$i hodnoty dosazené ve variantdch
pouzivajicich NN. V ¢ase 1 nebyl mezi vyvojem houby B. bassiana kmen Bba 1101
uchovavané v jednotlivych formulacich prokazatelny rozdil, ale po 30, 60 a 90 byly nejvyssi
hodnoty dosazené s formulacemi spor Bba 1101 v NN (Hgn=12=10,4211; p=0,0153;
Han=12=9,5848; p=0,0224; Hn-=12=9,9743; p=0,018). Po 120 dnech skladovani byla
rychlost vyvoje houby vys$$i pii pouziti IN1, avSak pouze vtomto terminu hodnoceni.

v

vwr

dnech skladovani znacily velmi nizkou vitalitu.

Tabulka 25 Vyvoj houby B. bassiana kmen BballOl na larvach T. molitor v pribéhu
skladovani v praSkovych formulacich v teploté 22°C.

Délka Délka FDI na larvach T. molitor

Elgrl]z;d)ovanl k()(;(r)};e)sm Iljoerf?drir:ulovane Nutritivni nosic¢ Inertni nosi¢ ¢.1 Inertni nosic¢ ¢.2

1 4 2,60+0,55 1,53+0,91 2,68+0,35 1,78+1,08

6 2,85+0,37 1,90+0,87 2,98+0,05 2,63%0,76

8 3,00 2,67+0,48 3,00 2,65+0,62

60 4 0,52+0,45 0,80+0,09 0,78+0,47 0,47+0,46

6 0,58+0,56 0,83+0,16 1,62+0,53 1,37+0,79

8 0,85+0,76 1,87+0,10 2,52+0,56 1,83£0,96

90 4 0,15+0,31 0,33+0,36 0,12+0,25 0,22+0,33

6 0,15+0,31 0,42+0,47 0,15+0,23 0,38+0,50

8 0,53+0,65 0,82+0,99 0,45+0,42 0,80+1,04

120 4 0,10+0,19 0,30+0,44 0,18+0,27 0,22+0,29

6 0,13£0,24 0,45+0,49 0,25+0,36 0,32+0,34

8 0,20+0,23 0,80+0,97 0,35+0,45 0,58+0,53

365 4 0,10+0,19 0,22+0,26 0,18+0,29 0,1240,20

6 0,17+0,29 0,43+0,46 0,32+0,47 0,35+0,35

8 0,25+0,36 0,55+0,44 0,45+0,57 0,47+0,47

Statistické vyhodnoceni probéhlo na zakladé neparametrického Kruskal-Wallisova testu
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Tabulka 26 Statistické vyjadieni odliSnosti ve vyvoji houby B. bassiana kmen Bba 1101 na
larvach T. molitor u formulaci skladovanych v teploté 22°C.

Den  skladovani

Délka biotestu (dny)

(dny) 4 6 8
1 Konidie/Nutritivni Konidie/Nutritivni n.; Konidie; Inertni n.¢.1/Inertni
Inertni n.¢.2 Inertni n.¢.2 n.c.2
(p=0,0001; p=0,0146) (p=0,0002; p=0,0262) (p=0,0019)
Inertni n.¢.1/Nutritivni Inertni n.¢.1/Nutritivni n.;
Inertni n.¢.2 Inertni n.c.2
(p=0,0000); (p=0,0084) (p=0,0000); (p=0,0016)
H (3, N=120) =32,93988; H (3, N=120) =43,38434; H (3, N=120) =34,39099;
p =0,0000 p =0,0000 p =0,0000
60 y Inertni n.¢.1; Ostatni /Konidie

Inertni n.¢.2/Konidie
(p=0,0000; p=0,0033)
Inertni n.¢.1/Nutritivni n.
(p=0,0016)

H (3, N=120) =29,19320;

p =0,0000

(p=0,0000-0,0034)
Inertni n.¢.1/Ostatni
(p=0,0000-0,0475)

H (3, n=120) =39,41975;
p =0,0000

Formulace uvedené pied lomitkem dosahly v biotestu vy$Sich hodnot nez varianty uvedené za lomitkem.
Hodnoty byly posouzeny na zékladé Kruskal — Wallisova testu.

Y Mezi jednotlivymi variantami nebyly nalezeny statisticky priikazné rozdily
Pozn. V ramci hodnoceni v ¢ase 90, 120 a 365 nebyly nalezeny statisticky prikazné rozdily,
Z toho duvodu nejsou ¢asy uvedeny v tabulce

Tabulka 27 Vyjadreni statistickych odlisnosti ve vyvoji houby B. bassiana kmen Bba 1101
na larvach T. molitor v riznych ¢asech hodnoceni v pribéhu skladovani ve 22°C.

Den  skladovani Délka biotestu (dny)

(dny) 4 6 8

Neformulované 1/Ostatni 1/Ostatni 1/Ostatni

konidie (p=0,0000) (p=0,0000) (p=0,0000)
H (4, N= 150) =94,16590; H (4, N= 150) =91,41399; H (4, N= 150) =87,16000;
p =0,0000 p =0,0000 p =0,0000

Nutritivni nosi¢ 1/90; 120; 365 1/Ostatni 1/90; 120; 365
(p=0,0000) (p=0,0000-0,0016) (p=0,0000)

60/90; 120; 365
(p=0,0009-0,0092)
H (4,n-=150) =68,98932;

H (4, N= 150) :51,49680,

60/90; 120; 365
(p=0,0008-0,0083)
H (4, N= 150) =65,25759;

p =0,0000 p =0,0000 p =0,0000

Inertni nosic ¢.1 1/Ostatni 1/Ostatni 1/90; 120; 365
(p=0,0000-0,0008) (p=0,0000-0,0198) (p=0,0000)
60/Ostatni 60/Ostatni 60/90; 120; 365
(p=0,0005-0,0080) (p=0,0001-0,0198) (p=0,0000)
H (4, N=150) :103,2809, H (4, N=150) =110,4463, H (4, N=150) =105,4530,
p =0,0000 p =0,0000 p =0,0000

Inertni nosi¢ ¢.2 1/Ostatni 1/90; 120; 365 1/90; 120; 365
(p=0,0000-0,0017) (p=0,0000) (p=0,0000)

H (4, N= 150) :61,28998,
p =0,0000

60/90; 120; 365
(p=0,0004-0,0011)

H (4, N= 150) =79,20863,
p =0,0000

60/90; 120; 365
(p=0,0004-0,0042)

H (4, N=150) =63,52554;
b =0,0000

Casy uvedené pred lomitkem dosahly v biotestu vyssich hodnot nez varianty uvedené za lomitkem. Hodnoty
byly posouzeny na zakladé Kruskal — Wallisova testu.
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Pfi hodnoceni vyvoje Bba 1101 na larvach T. molitor doslo ke sniZeni dosazeného FDI
pod hodnotu 1,0 u vSech variant jiz po 90 dnech skladovani v laboratorni teploté. V ramci
hodnocenych formulaci byla nejvyssi virulence spor Bba 1101 zachovana pii pouziti NN.
Rychlost vyvoje houby na hostiteli byla v této varianté nejrychlejsi, ovsem po 365 dnech
skladovani byla nejvyssi zjisténa hodnota v této varianté po 8 dnech biotestu pouze 0,55. U
Mezi hodnotami zjisténymi v priabéhu skladovani v ramci jedné hodnocené etapy, nebyl
Vv Casech 90-365 nalezen statisticky prokazatelny rozdil. V ramci jedné formulace byly odlisné
hodnoty zjisténé v Case 1 a 60. Pti skladovani v teploté 22°C tedy doslo k vyraznému poklesu
vitality spor a s tim spojené virulence a schopnosti vyvolat mortalitu na larvach T. molitor.

Graf 12 Vliv doby skladovani neformulovanych konidii B. bassiana kmen Bba 1101 na jejich
virulenci (22°C, FDI biotest).
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Mortalita vyvolana houbou B. bassiana Bba 1101, jejiz spory byly skladovany
v riznych teplotaich méla stejny vyvoj jako vSechny piedchozi ukazatele. Na pocatku
hodnoceni byla na urovni 100% u vSech hodnocenych variant a postupné se snizovala. Jesté
po 60 dnech byla mortality pomérné vysoka, po 8 dnech biotestu se u formulovanych spor
pohybovala v rozmezi 79,93-86,60%. Po uplynuti 90 dnd vSak doslo k vyraznému poklesu
minimalné o polovinu. Posledni zjisténé hodnoty po 365 dnech skladovani se pohybovaly na
urovni 13,32% u neformulovanych konidii a 19,98% u spor imobilizovanych v NN a IN1 a
mezi jednotlivymi variantami jiZ nebyly nalezeny statisticky prokazatelné odliSnosti.
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Tabulka 28 Kumulovana mortalita larev T. molitor vyvolana houbou B.

1101 (spory skladované v teploté 22°C).

bassiana kmen Bba

Délka Kumulovana mortalita *
skladovani Neformulované Nutritivni Inertni , .
Kontrola - . . Inertni nosic¢ ¢.2
(dny) konidie nosic¢ nosic ¢.1
4, den biotestu
1 10,52+8,69 Ab 79,48+8,69 Aa 65,91+16,03 Aa 90,00+0,00 Aa 58,91+11,11 Aa
(3,33) (96,63) (83,27) 100) (73,27)
60 0,00 Ac 3526+t7.62 B 45,00+4,71 AB 48,83+11,11 Ba 21,42+383 B
(0,00) (33,28) ab (49,94) a (56,60) (13,32) bc
90 0,00 Aa 10,52+8,69 Ca 18,43+11,11 Ba 10,52+8,69 Ca 21,42+12,52 Ba
(0,00) (3,33) (9,98) (3,33) (13,32)
120 0,00 Aa 0,00 Ca 14,96£869 Ba 10,52+869 Ca 14,96+8,69 Ba
(0,00) (0,00) (6,65) (3,33) (6,65)
365 0,00 Aa 0,00 Ca 21,42+13,59 Ba 14,96+8,69 Ca 0,00 Ba
(0,00) (0,00) (13,32) (6,64) (0,00)
6. den biotestu
1 21,424+3,83 Ab 79,48+8,69 Aa 75,04+12,52 Aa  90,00+0,00 Aa 90,00+0,00 Aa
(13,32) (96,63) (93,29) (100) (100)
60 14,96+8,69 Ac 45,00+13,06 Bb 45,00+4,71 Bb  79,48+8.,69 Aa 61,12+6,97 B
(6,65) (49,94) (49,94) (96,63) (76,60) ab
90 10,52+8,69 Ab 10,52+8,69 Cb 28.88+3,13 B 14,96+£8,69 Bab 31,09+3,13 Ca
(3,33) (3,33) (23,29) ab (6,65) (26,63)
120 0,00 Aa 10,52+8,69 Ca 26,57+6,04 Ba 21,42+13,59 Ba 18,43+11,11 Ca
(0,00 (3,33) (19,98) (13,32) (9,98)
365 10,52+8,69 Aa 14,96+8,69 Ca 26,57+6,04 Ba 21,42+3,83 Ba 18,43+11,11 Ca
(3,33) (6,65) (19,98) (13,32) (9,98)
8. den biotestu
1 21,42+3,83 Ab 90,00+0,00 Aa 90,00+£0,00 Aa 90,00+£0,00 Aa 90,00+0,00 Aa
(13,32) (100) (100) (100) (100)
60 14,96+£8,69 Ac 46,91+12,44 Bb 68,58+3,83 B 79,48+8,69 Aa 63,43+6,04 B
(6,65) (53,27) (86,60) ab  (96,63) (79,93) ab
90 10,52+8,69 Ab 24,09+3,83 BC 39,23+4,81 Ca 37,27+10,21 Ba 35,26+7,62 Ca
(3,33) (16,64) ab (39,95) (36,62) (33,28)
120 10,52+8,69 Ab 10,52+8,69 BC 39,23+4,81 Ca 35,26+11,41 Ba 35,26+2,84 Ca
(3,33) (3,33) b (39,95) (33,28) (33,28)
365 10,52+8,69 Aa 21,42+13,59 Ca 26,57+6,04 Ca 26,5749,80 Ba 24,09+3.83 Ca
(3,33) (13,32) (19,98) (19,98) (16,64)

A,B,C — hodnoty Vv jednom sloupci oznaéené stejnym velkym pismenem nejsou statisticky rozdilné na zakladé
ANOVA a Tukeyho HSD testu, 0<0,05
a,b,c - hodnoty v jednom fadku oznadené stejnym malym pismenem nejsou statisticky rozdilné na zakladé
ANOVA a Tukeyho HSD testu, 0<0,05
“Pramér dat (x + SE) vyjadfenych jako Ghlové hodnoty [arcsin V(po&et viech mrtvych a infikovanych larev/
celkovy pocet vSech larev)]. Mortalita (%) je uvedena v zavorkach

Tabulka 29 Statistické vyhodnoceni mortality larev T. molitor vyvolané houbou B. bassiana

kmen Bba 101 (praskové nosice, skladovéni ve 22°C).

Délka skladovani Formulace

Del 60 90 120 365 rola NK NN IN1 IN2

n df=4, 10 df=5, 12

4 F=20,994 F=18,145 F=1,2122 F=1,6667 F=2,6269 F=1,0000 F=61,772 F=9,6917 F=38,371 F=13,771
p=0,0001 p=0,0001 p=0,3647 p=0,2333 p=0,0982 p=0,4516 p=0,0000 p=0,0018 p=0,0000 p=0,0005

6 F=34,923 F=17,534 F=6,0157 F=2,4310 F=1,8394 F=2,6479 F=24,239 F=21,214 F=42,432 F=34,960
p=0,0000 p=0,0002 p=0,0099 p=0,1161 p=0,1980 p=0,0965 p=0,0000 p=0,0001 p=0,0000 p=0,0001

8 F=64554 F=20,933 F=6,7561 F=8,7798 F=1,7174 F=1,3680 F=25,784 F=69,944 F=22,735 F=62,252
p=0,0000 p=0,0001 p=0,0067 p=0,0026 p=0,2222 p=0,3122 p=0,0000 p=0,0000 p=0,0001 p=0,0000

Vyhodnoceni provedeno na zakladé ANOVA a Tukeyho HSD testu, a<0,05
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5.2.3.2. Hodnoceni tekutych formulaci spor houby B. bassiana kmen Bba 1101

Stejnym zpuisobem jako byly hodnoceny praskové formulace probéhlo i hodnoceni olejovych
formulaci. Konidie Bba 1101 byly ulozené v olejovém koncentratu (tekuty parafin, fepkovy a
sojovy olej), jako kontrola slouzily konidie suspendované v 0,05% TW 80.

Graf 13 Klicivost spor B. bassiana kmen Bba 1101 skladovanych v teplot¢ 22°C
Vv olejovych formulacich.
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Statistické vyhodnoceni kli¢ivosti ukazuje prokazatelné rozdily mezi jednotlivymi
variantami v ¢ase 0 F 4=170,11; p=0,0001 a v case 1 Fg3 4=98,848; p=0,0003, kde
nejvyssich hodnot dosahovaly spory v kontrole a spory imobilizované v RO. V &ase 7 bylo
nejvyssi procento kli¢ivych spor zaznamenano v ramci formulace v RO a TP (F,
4=61,120; p=0,0009). Po ukonceni pokusu po uplynuti 365 dni doslo k poklesu obou
zminovanych variant a nejvyssi hodnoty klicivosti spor Bba 1101 byly zjistény u formulace
v SO (F, 3=763,17; p=0,0001). Ackoli na pocatku pokusu se zdalo, ze formulace v sjovém
oleji nebude vhodna pro dlouhodobé ulozeni spor, po ukonceni hodnoceni byly zjisténé
hodnoty kli¢ivosti v této variant€ nejvyssi. Pii hodnoceni kli¢ivosti spor v ramci jednotlivych
formulaci byla v ptipadé TP statisticka odlisnost F@ 2=602,81; p=0,0000; u RO F
#=784,95; p=0,0000 a u SO F3, 4=105,33; p=0,0003. U TP a RO byl statisticky prokazatelné
odlisny prabeh klicivosti spor Bba 1101 po 365 od ostatnich hodnocenych intervall, v piipadé
SO byly odlisnosti mezi vS§emi hodnocenymi Casy.

Tabulka 30 Vyvoj houby B. bassiana kmen Bba 1101 v prubéhu skladovani v olejovych
formulacich v teploté 22°C.

Vyvoj spor (Gl 24)

Deélka skladovani (dny) Kontrola Tekuty parafin Repkovy olej Soéjovy olej
0 2,00+0,00 1,30+0,77 1,57+0,69 1,30+0,88

1 1,90+0,35 1,61+0,76 1,60+0,72 0,98+0,92

7 0,46+0,84 1,4340,81 1,51+0,75 0,93+0,89

365 - 0,38+0,66 0,07+0,19 0,95+0,97

Statistické vyhodnoceni probéhlo na zakladé neparametrického Kruskal-Wallisova testu

Pti hodnoceni GI v €ase 0 byly patrné odliSnosti mezi jednotlivymi variantami, kromé
formulaci pouZzivajicich TP a SO, u kterych byla dosaZena stejna hodnota GI 1,3 (H (3, n= 800)
=144,2977; p=0,000). Po 24 hodinach skladovani doslo u SO k poklesu vitality, TP se naopak
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dostal na troveit RO (H (3, N=800) =130,9439; p=0,000). Po uplynuti 7 dnt, po které byly spory
ulozené v jednotlivych olejich byla situace téméf stejna jako po 1. dnu (H (3, n=s800) =157,3490;
p=0,000). Po 365 dnech doslo k vyraznému poklesu vitality. Nejvétsi snizeni bylo
zaznamenano u konidii Bba 1101 formulovanych v RO, rozdil byl prokazatelny mezi viemi
hodnocenimi (H (2, n= 600)=98,33577; p=0,000). Pti hodnoceni RO a TP se odliSovaly vyrazné
hodnoty zjisténé v case 365 od vSech pfedchozich (H ( 3 n= son) =378,0823; p=0,000;
H (3, n=800) =229,4993; p=0,000). U SO byl pribe¢h nejvyrovnangjsi, prokazatelné odlisné byly
pouze hodnoty zjisténé na pocatku pokusu H (3 n=sg00) =19,31132; p=0,0002).

Tabulka 31 Kumulovana mortalita larev T. molitor vyvolana houbou B. bassiana kmen Bba
1101 a samotnymi oleji (olejové formulace, skladovani v teploté 22°C).
Kumulovana mortalita *

Formulace Skladovani 1 den Skladovani 365 dnu
4, den 6. den 8. den 4, den 6. den 8.den

Kontrola 10,52+8,69 C 14,96+£8,69 C 14,96+8,69 D 10,52+8,69 B 10,52+8,69 D 14,96+£8,69 D

(3,33) (6,65) (6,65) (3,33) (3,33) (6,65)
Tekuty 50,77+4,81 B 54,74+2,84 B 54,74+2,84 C | 50,77+4,81 A 54,74+2,84 C 54,74+2.84 C
parafin  (59.94) (66,61) (66,61) (59,94) (66,61) (66,61)
Tekuty 90,00 Aa 90,00 Aa 90,00 A | 52,73+2,84 Ab  79,48+8,69 AB 90,00 A
par.+spory (100) (100) (100) (63,26) (96,63) a  (100)
Repkovy 54,74+£7,62 B 56,79+5,17 B 5891+3,13 BC| 54,74+7,62 A 56,79+5,17 C 5891+3,13 C
olej (66,61) (69,93) (73,27) (66,61) (69,93) (73,27)
Repkovy 90,00 Aa 90,00 A 90,00 A | 50,77+8,69 Ab 90,00 A 90,00 A
olej+spory (100) (100) (100) (59,94) (100) (100)
Sojovy 65,91+6,97 B 68,58+3,83 B 68,58+3,83 B | 65,91+6,97 A 68,58+3,83 BC 68,58+3,83 BC
olej (83,27) (86,60) (86,60) (83,27) (86,60) (86,60)
Séjovy 90,00 Aa 90,00 A 90,00 Aa | 52,73£7,70 Ab  71,57+0,00 BC 75,04+8,69 AB
olej+spory (100) (100) (100) (63,26) (89,95) (93,29) a

A,B,C — hodnoty v jednom sloupci 0zna¢ené stejnym velkym pismenem nejsou statisticky rozdilné na zakladé
ANOVA a Tukeyho HSD testu, 0<0,05

a,b,c - hodnoty v jednom fadku oznadené stejnym malym pismenem nejsou statisticky rozdilné na zakladé
ANOVA a Tukeyho HSD testu, 0<0,05

“Pramér dat (x + SE) vyjadfenych jako @hlové hodnoty [arcsin V(po&et viech mrtvych a infikovanych larev/
celkovy pocet vSech larev)]. Mortalita (%) je uvedena v zavorkach

Statisticky prikazné rozdily v mortalité larev T. molitor iniciované sporami Bba 1101
formulovanymi v olejich po 1 a 365 dnech skladovani byly pouze po 4 dnech biotestu.
Nejvyssi rozdil byl u RO obsahujiciho spory Bba 1101 (F¢, 4=39,981; p=0,00320), mezi
zbylymi dvéma olejovymi formulacemi byly rozdily v priméru stejné, liSily se pouze
smérodatnou odchylkou (F(, 4=344,05; p=0,0000 u formulace spor v TP a F, 4=46,015;
p=0,00247 u formulace spor v SO). V ¢ase 1 nebyly mezi jednotlivymi oleji obsahujicimi
spory shledany prikazné odliSnosti, rozdily byly zaznamenany mezi mortalitou zptisobenou
samotnymi oleji a olejovymi formulacemi spor Bba 1101. V prubéhu skladovani byly
odli$nosti v mortalité¢ vyvolané sporami imobilizovanymi v olejich na urovni p=0,0000
(F(e, 14)=64,035; F(e, 14):90,097; F(ey 14)2103,51 ve vzestupném potadi). Po 365 dnech
skladovéani byly hodnoty mortality zji§téné po 4 dnech biotestu nejnizsi u RO obsahujiciho
spory (F, 14=14,850; p=0,00002), po 6 dnech byla mortalita nejnizsi u SO obsahujiciho
spory (Fe, 14=53,480, p=0,00000), pii ukonceni biotestu byla mortalita ve variantach
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odetfenych TP a RO obsahujicimi spory 100%, u SO se sporami 93,29% (F, 14=55,210;
p=0,00000). Samotné oleje vyvolaly u larev T. molitor mortalitu v rozmezi 66,61-86,60%.

Tabulka 32 Vliv skladovacich podminek na vyvoj houby B. bassiana kmen Bba 1101 na
larvach T. molitor.

FDI na larvach T. molitor

]s)kel;ljlivéni (dny) ](?j?]l)ll(;l biotestu Tekuty parafin Repkovy olej Séjovy olej
+ spory + spory + spory

1 4 2,65+0,42 2,65+0,46 2,20+0,55

6 2,85+0,30 2,87+0,26 2,40+0,55

8 3,00 2,92+0,23 2,50+0,51

365 4 1,25+0,73 1,20+0,65 1,10+0,78

6 2,25+0,61 2,37+0,52 2,05+0,69

8 2,58+0,53 2,77+0,31 2,42+0,80

Statistické vyhodnoceni provedeno na zakladé neparametrického Mann-Whitneyho U testu a Kruskal-Wallisova
testu

Tabulka 33 Statistické vyhodnoceni vyvoje spor B. bassiana kmen Bba 1101 na larvach
T. molitor v pribéhu skladovani v olejovych formulacich v teploté 22°C.

Délka skladovani Kruskal-Wallisav test

(dny) 4. den 6. den 8. den

1 Tekuty parafin/Sojovy olej Tekuty parafin/Sojovy olej Tekuty parafin/Sojovy olej
(p=0,0085) (p=0,0051) (p=0,0015)
Repkovy olej/Séjovy olej Repkovy olej/Sojovy olej Repkovy olej/Sojovy olej
(p=0,0069) (p=0,0040) (p=0,0039)
H (2, N=90) =13,72243; H (2,N= 90):18,26215; H (2,N= 90):32,38761;
p =0,0010 p =0,0001 p =0,0000

365 y y y

Formulace uvedené pied lomitkem dosahly v biotestu vys$Sich hodnot nez varianty uvedené za lomitkem.
Hodnoty byly posouzeny na zakladé Kruskal — Wallisova testu.
¥ Mezi jednotlivymi variantami nebyly nalezeny statisticky prokazatelné rozdily

Rozdily ve vyvoji Bba 1101 na larvach T. molitor v ramci jedné formulace byly u SO
po 4 dnech biotestu detekovatelné na irovni p<0,0000, u RO po 4 a 6 dnech na téze arovni. U
TP byly rozdily mezi kazdym hodnocenim, po 4 dnech na arovni p=0,0000, po 6 dnech na
p=0,0001 a po 8 dnech p=0,0009.

Spory Bba 1101 formulované v koncentrovanych olejich byly schopné zachovat si
ur€itou uroven vitality 1 po 365 dnech skladovani bez nutnosti sniZzovani teploty. Pfi
uchovavani téchto formulaci v teploté¢ 22°C doslo sice ke snizeni vitality, ale spory 1 piesto
byly schopné klicit a vyvolavat infekci hostitele.
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5.2.3.3. Porovnani vitality a virulence spor houby B. bassiana kmen Bba 1101 ulozenych v
praskovych a olejovych formulacich skladovanych ve 22°C

Tabulka 34 Vliv formulace na vyvoj houby B. bassiana kmen Bba 1101 v pribéhu
skladovéni v teploté 22°C.

Délka skladovani (dny)

Formulace spor

1 365
Kontrola 2,00+0,00
Tekuty parafin 1,30+0,77 0,38+0,66
Repkovy olej 1,57+0,69 0,07+0,19
Séjovy olej 1,30+0,88 0,95+0,97
Neformulované konidie 1,73+0,58 0,03+0,11
Nutritivni nosi¢ 1,78+0,48 0,09+0,35
Inertni nosi¢ ¢.1 1,74+0,50 0,06+0,21
Inertni nosic¢ ¢.2 1,74+0,52 0,01+0,06

Statistické vyhodnoceni probéhlo na zakladé neparametrického Kruskal-Wallisova testu
Pozn. Jako kontrola slouzila suspenze spor v roztoku 0,05% TW 80, kterou nelze uchovat po cely rok.

Tabulka 35 Klicivost spor houby B. bassiana kmen Bba 1101 v prub¢hu skladovani
Vv tekutych a praskovych formulacich ve 22°C.

Délka skladovani (dny)

Formulace spor 1 365
Kontrola 99,50+0,50
Tekuty parafin 83,50+0,50 31,00+0,00
Repkovy olej 89,50+0,50 12,50+0,50
Séjovy olej 72,50+1,50 51,50+0,50
Neformulované konidie 96,67+0,47 5,33+0,47
Nutritivni nosi¢ 97,33+0,47 9,33+0,94
Inertni nosic ¢.1 97,33+0,47 8,00+1,41
Inertni nosi¢ ¢.2 96,33+0,47 1,33+0,47

Statistické vyhodnoceni na zakladé parametrického hodnoceni ANOV A, Tukey HSD test, a<0,05
Pozn. Jako kontrola slouzila suspenze spor v roztoku 0,05% TW 80, kterou nelze uchovat po cely rok.

Pii statistickém vyhodnoceni GI 24 na pocatku skladovani vykazala statistickou
odliSnost pfedevSim kontrola a spory formulované v TP a SO, které dosahly nizsich hodnot
(Hz, N=2000=206,7250, p=0,000). Po uplynuti 365 dnt skladovani se prokazatelné¢ odlisovaly
olejové formulace spor Bba 101 na bazi SO a TP, ve kterych si spory uchovaly nejvyssi
vitalitu H(ey N:1800):383,5355; pZO,OOO

Statistické hodnoceni kli¢ivosti svymi vysledky prakticky rozdélilo nosi¢e na skupinu
praskovych nosict a olejovych plnidel F(7, 12=259,89; p=0,0000. Po 365 dnech skladovani
byly odliSnosti mezi vSemi variantami F 11)=593,08; p=0,0000. Zatimco Vramci spor
imobilizovanych v olejich ziistala az polovina spor Bba 1101 vitalnich v pribéhu 1 roku, pfi
pouziti praskovych nosic¢t doslo k velmi vyraznému poklesu jak ve vitalité, tak ve virulenci.,
vitalita na konci testovani nedosahovala ani 10%, v piipad¢ IN2 dokonce ani 2%.

Co se tyka mortality vyvolané formulovanymi sporami Bba 1101 na larvach T.
molitor, byly zjistény prokazatelné rozdily mezi jednotlivymi variantami. V hodnoceni na
pocatku skladovani byl zjistén prokazatelny rozdil po 4 dnech biotestu (F, 14=4,4496;
p=0,0101), kdy spory v nékterych praskovych nosi¢ich bylo vyvolaly niz§i kumulovanou
mortalitu. Po 365 dnech skladovani byla situace velmi vyrazné ve prospéch spor Bba 1101
ulozenych v olejich ve vSech dnech hodnoceni biotestu (F, 14=21,403; p=0,0000; Fe.
14=51,101; p=0,0000; F, 14y=39,551; p=0,0000).
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Tabulka 36 Dosazena kumulovana mortalita pii pouziti samotnych oleju a olejovych formulaci spor houby B. bassiana kmen Bba 1101 v
prabéhu skladovani ve 22°C.

Délka Kumulovana mortalita *
skladovani  Tekuty par Repkovy olej Sojovy ole; Nefgrmulované Nutritivni nosi¢ Inertni nosi¢ ¢.1 Inertni nosic¢ ¢.2
(dny) .+spory +spory +spory konidie
4. den
1 90 Aa 90 Aa 90 Aa 79,48+8,69 Aab 65,91£16,03 Aab 90 Aa  58,91+11,11 Ab
(100) (100) (100) (96,63) (83,27) (100) (73,27)
365 52,73£2,84 Ba 50,77+£8,69 Ba 52,73+7,70 Ba 0 Cb 21,42+£13,59 Bb 14,968,669 Cbh 0 Bb
(63,26) (59,94) (63,26) (0) (13,32) (6,64) (0)
6. den
1 90 Aa 90 a 90 a 79,48+8,69 Aa 75,04+12,52 Aa 90 Aa 90 Aa
(100) (100) (100) (96,63) (93,29) (100) (100)
365 79,48+8,69 Aa 90 a 71,57+£0,00 a 14,96+8,69 Cb 26,57+6,04 Bb 21,42+3,83 Bb  18,43x11,11 Cb
(96,63) (100) (89,95) (6,65) (19,98) (13,32) (9,98)
8. den
1 90 90 90 A 90 A 90 A 90 A 90 A
(100) (100) (100) (100) (100) (100) (100)
365 90 a 90 a 75,04+8,69 Aa 21,42+13,59 Cb 26,57+6,04 Cb 26,5749,80 Bb  24,09+3,83 Cb
(100) (100) (93,29) (13,32) (19,98) (19,98) (16,64)

A,B,C — hodnoty v jednom sloupci ozna¢ené stejnym velkym pismenem nejsou statisticky rozdilné, coz bylo zjisténo na zakladé ANOVA a Tukeyho HSD testu, 0<0,05

a,b,c - hodnoty v jednom fadku oznacené stejnym malym pismenem nejsou statisticky rozdilné, coz bylo zjisténo na zakladé ANOVA a Tukeyho HSD testu, 0<0,05

“Pramér dat (x + SE) vyjadienych jako @hlové hodnoty [arcsin V(pocet viech mrtvych a infikovanych larev/ celkovy pocet viech larev)]. Mortalita (%) je uvedena
v zavorkach

Pozn. U variant, které nejsou oznaceny zadnym pismenem nebyl dostatecny rozptyl dat umoznujici statistickou analyzu
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Tabulka 37 Vyvoj houby B. bassiana Bba 1101 na larvach T. molitor, spory ulozené
Vv tekutych a praskovych formulacich ve 22°C (biotest hodnoceny 8 dnti).

FDI na larvach T. molitor

Formulace Skladovani 1 den Skladovani 365 dnt
4. den 6.den 8. den 4. den 6. den 8. den

Tekuty parafin + spory 2,65+0,42 2,85+0,30 3,00+0,00 1,25+0,73 2,25+0,61 2,58+0,53
Repkovy olej + spory 2,65+0,46 2,87+0,26 2,92+0,23 1,20+0,65 2,37+0,52 2,77+0,31
Séjovy olej + spory 2,20+0,55 2,40+0,55 2,50+0,51 1,10+0,78 2,05+0,69 2,42+0,80
Neformulované konidie 2,60+0,55 2,85+0,37 3,00+0,00 0,10+0,19 0,17+0,29 0,25+0,36
Nutritivni nosi¢ 1,53+0,91 1,90+0,87 2,67+0,48 0,22+0,26 0,43+0,46 0,55+0,44
Inertni nosic ¢.1 2,68+0,35 2,98+0,05 3,00+0,00 0,18+0,29 0,32+0,47 0,45+0,57
Inertni nosic¢ ¢.2 1,78+1,08 2,63£0,76 2,65+0,62 0,12+0,20 0,35+0,35 0,47+0,47

Statistické vyhodnoceni provedeno na zékladé Kruskal-Wallisova testu

Graf 14 Srovnani ucinnosti houby B. bassiana kmen Bba 1101 na larvy T. molitor,
formulace skladované ve 22°C (hodnoty po 4 dnech biotestu).
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Pfi porovnani vyvoje houby B. bassiana kmen Bba 1101 v ramci hodnoceni virulence,
byly nalezeny prokazatelné rozdily mezi jednotlivymi pouZitymi formulacemi. Zatimco na
pocatku skladovani byly rozdily prakticky mezi vS§emi formulacemi, po 365 dnech skladovani
se jednoznacn€ oddélily varianty pouZivajici olejové formulace od variant pouZivajicich
praskové formulace. Na pocatku skladovani byly po 4 dnech biotestu prokazatelné nejvyssi
hodnoty zjistény u spor ulozenych v TP a RO, neformulovanych spor a spor v IN2 a mezi
témito variantami nebyly rozdily. Stejny stav byl i po 6 dnech biotestu (H, n=210y=51,19974;
p=0,0000; He N=210=65,78160; p=0,0000). Na konci biotestu byly prokazateln¢ nejnizsi
hodnoty zjistény v pfipadé pouziti imobilizace spor Bba 1101 v SO a IN2
(Hs, N=210=66,94554; p=0,0000). Po 1 roce skladovani doslo k vyraznému poklesu virulence
spor finalizovanych v praSkovych nosicich, nejvyssi hodnota FDI zjisténd s variantou
uloZenou v NN byla 0,55 oproti nejvyssi hodnoté zjisténé u spor ulozenych v RO a to 2,77
(H(G, N=21o):111,8928; p:0,0000; H(G, N=210):15215433; p=0,0000; H(G, N=210)2147,5567;
p=0,0000).
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5.2.4. Porovnani vitality a virulence neformulovanych konidii v pribéhu skladovani
Vv ruznych teplotach

V nasledujici casti je uvedeno pouze kratké shrnuti vlivu skladovaci teploty v ramci
jedné formulace, aby bylo mozné ud¢€lat si komplexni piedstavu o tom, jak se vitalita a
virulence skladovanych spor ménila v zévislosti na formulaci.

Tabulka 38 Klicivosti spor houby B. bassiana kmen Bba 1101 v prubé¢hu skladovani
(neformulované konidie, 24 hodin).

Délka skladovani Skladovaci teplota (°C)
(dny) -20 4 22
1 96,67+0,47 Aa 96,67+0,47 Aa 96,67+0,47 Aa
30 91,33+0,47 Ba 88,33+0,47 BCa 58,67+1,70 Bb
60 91,67+0,47 Ba 85,67+1,25 CDb 36,33+2,05 Cc
90 90,67+1,70 Ba 89,67+£0,47 Ba 12,33£0,47 Db
120 81,33+0,94 Ca 87,67£1,25 BCa 10,00+4,32 Db
365 81,67+0,47 Cb 83,33+0,47 Da 5,33+0,47 Dc

A,B,C — hodnoty Vv jednom sloupci oznacené stejnym velkym pismenem nejsou statisticky rozdilné na zakladé
ANOVA a Tukeyho HSD testu, 0<0,05
a,b,c - hodnoty v jednom fadku oznadené stejnym malym pismenem nejsou statisticky rozdilné na zakladé
ANOVA a Tukeyho HSD testu, a<0,05

Mezi kli¢ivostmi NK nebyl na pocatku skladovani statisticky prokazatelny rozdil.
Nejvyraznéjsi odliSnost byla zjisténa u NK Bba 1101 ulozenych v teploté 22°C, které dosahly
nejniz§ich hodnot kli¢ivosti po 30, 90 a 120 dnech skladovani (F(, ¢=586,87; p=0,0000;
F(, 6=3635,3; p=0,0000; F,, §=528,66; p=0,00000). Po 60 a 365 dnech skladovani se od sebe
lisily vSechny zjiSténé hodnoty, nejvyssi mmnozstvi kli¢ivych konidii bylo ve vétSiné
hodnoceni zjisténo ve variantach skladovanych v teploté -20°C (F, 6=921,93; p=0,00000;
F(, 6=17870; p=0,0000).

Tabulka 39 Vliv teploty skladovani na vyvoj houby B. bassiana kmen Bba 1101
(neformulované konidie, GI 24+SE).

Délka skladovani Teplota skladovéani (°C)
(dny) 20 4 22
1 1,73+0,58 1,73+0,58 1,73+0,58
30 1,45+0,70 1,60+0,72 0,65+0,73
60 1,77£0,78 1,44+0,77 0,52+0,79
90 1,80+0,65 1,74+0,65 0,14+0,44
120 1,52+0,80 1,52+0,77 0,10+0,33
365 1,68+0,72 1,65+ 0,75 0,03+0,11

Statistické vyhodnoceni probéhlo na zakladé neparametrického Kruskal-Wallisova testu

Na pocatku skladovani nebyly prokazatelné rozdily mezi GI u konidii vstupujicich do
testu. Po 30, 90, 120 a 365 dnech se vyrazné odliSovala rychlost vyvoje houby u varianty
skladované v teploté 22°C (H (2, N= 900) =224,5941, p=0,000; H (2, N= 900) =521,4367; p=0,000;
H (2, N=900) =454,3057; p=0,000; H (2, n= 900) =517,2788; p=0,000). Jedinou vyjimkou byl ¢as
60, kde se vzajemné liSily vSechny varianty, nejvyssi hodnoty GI byly zjistény po aktivaci

v

=302,1936, p=0,000).
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Tabulka 40 Vliv teploty skladovani na virulenci houby B. bassiana kmen Bba 1101 proti
larvam T. molitor (neformulované spory, FDI£SE).

Délka skladovani Délka biotestu Teplota skladovani (°C)
(dny) (dny) -20 4 22
4 2,60+0,55 2,60+0,55 2,60+0,55
1 6 2,85+0,37 2,85+0,37 2,85+0,37
8 3,00 3,00 3,00
4 1,63+0,71 2,224+0,68 0,52+0,45
60 6 1,55+0,78 2,55+0,70 0,58+0,56
8 2,38+0,49 2,65+0,58 0,85+0,76
4 0,58+0,45 0,70+0,60 0,15+0,31
90 6 0,98+0,71 1,87+0,69 0,15+0,31
8 2,27+0,93 2,78+0,40 0,53+0,65
4 1,57+0,44 1,30+0,70 0,10+0,19
120 6 1,83+0,47 1,88+0,61 0,13+0,24
8 2,85+0,45 2,63+0,47 0,20+0,23
4 2,08+0,36 1,63+0,62 0,10+0,19
365 6 2,20+0,29 2,03+0,33 0,17+0,29
8 3,00 2,38+0,42 0,25+0,36

Statistické vyhodnoceni probéhlo na zakladé neparametrického Kruskal-Wallisova testu

Tabulka 41 Statistické vyhodnoceni virulence houby B. bassiana kmen Bba 1101 proti
larvam T. molitor (neformulované spory, FDI biotest).

Den  skladovani Délka biotestu (dny)
(dny) 4 6 8
1 y y y
60 Ostatni /22 4/-20; 22 Ostatni/22
(p=0,0001) (p=0,0028): (p=0,002) (p=0,0000)
-20/22
(p=0,0000)
H (2, N=90) :41,40350 H (2, N=90) :46,78183 H (2, N=90) :49,61150
p =0,0000 p =0,0000 p =0,0000
90 4; -20 /22 4/-20; 22 Ostatni/22
(p=0,0011); (p=0,0008) (p=0,0464); (p=0,0000) (p=0,0000)
-20/22
(p=0,0000)
H (2, N=90) 219,56216 H (2, N=90) :50,50045 H (2, N=90) :55,77619
p =0,0001 p =0,0000 p =0,0000
120 Ostatni/22 Ostatni/22 Ostatni/22
(p=0,0000) (p=0,0000) (p=0,0000)
H (2, N=90) =58,65063 H (2, N=90) =60,79287 H (2, N=90) =70,33702
p =0,0000 p =0,0000 p =0,0000
365 Ostatni/22 Ostatni/22 -20/4; 22
(p=0,0000) (p=0,0000) (p=0,0020): (p=0,0000)
4/22
(p=0,0000)
H (2, N=90) :64,15046 H (2, N=90) :65,75332 H (2, N=90) :77,51133
p =0,0000 p =0,0000 p =0,0000

Formulace uvedené pred lomitkem dosahly v biotestu vy$sich hodnot nez varianty uvedené za lomitkem.
Hodnoty byly posouzeny na zakladé Kruskal — Wallisova testu.

Y Mezi jednotlivymi variantami nebyly nalezeny statisticky prokazatelné rozdily
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Graf 15 Porovnani ucinnosti houby B. bassiana kmen Bba 1101 na larvy T. molitor
(neformulované spory, hodnoty po 8 dnech biotestu).
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Tabulka 42 Statistické vyhodnoceni u¢innosti houby B. bassiana kmen Bba 1101 na larvy T.
molitor.

Délka Délka skladovani (dny)

biotestu 1 60 90 120 365

(dny) df=2, 6

4 F=0,0000 F=9,5275 F=8,2497 F=135,94 F=133,00
p=1,0000 p=0,1373 p=0,01896 p=0,0000 p=0,00001

6 F=0,0000 F=7,5992 F=14,516 F=86,785 F=159,92
p=1,0000 p=0,02267 p=0,00502 p=0,0000 p=0,0000

8 F=23,665 F=475,97 F=86,785 F=57,405

p=0,00142 p=0,0000 p=0,0000 p=0,00012

Vyhodnoceni provedeno na zakladé ANOVA a Tukeyho HSD testu, 0<0,05

Virulence spor Bba 1101 byla posuzovana na zéklad€ rychlosti vyvoje houby na
larvach T. molitor. Do 90 dnti od pocatku skladovani byl nejrychlejsi vyvoj infekce iniciovan
sporami ulozenymi v teploté¢ 4°C, poté doslo k vyrovnani hodnot v teplotaich 4 a -20°C.
Jednoznacné nejpomalejsi pribeéh méla infekce vyvoland sporami Bba 1101 ulozenymi
Vv teploté 22°C, jak naznacuje i statistické vyhodnoceni. RovnéZ mortalita larev vyvolana
sporami Bba 1101 uloZenymi v teploté 22°C méla rychle klesajici trend, oproti zbylym dvéma
variantam, které se v pribéhu celého pokusu drZely blizko nebo piimo na hranici 100% po 8
dnech biotestu.

Pii hodnoceni NK byly hodnoceny ¢tyfi zakladni parametry. Prvnim byla kli¢ivost,
dale vyvoj houby na 2% agaru, vyvoj houby na Zivém hostiteli T. molitor a mortalita, kterou
spory Bba 1101 vyvolavaly po aplikaci na hostitele. Ve vSech ¢astech mély vysledky ziskané
ze skladovani v teplotach -20 a 4°C velmi podobny pribéh a v téchto teplotach nedoslo ani
k vyrazné redukci kvalitativnich vlastnosti béhem skladovani. Co se tyka teploty 22°C, byl
jasné patrny klesajici trend vSech ukazatelll v priibéhu skladovani, po 365 dnech vykazovaly
konidie skladované v této teploté velmi nizkou vitalitu.
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5.2.5. Porovnani vitality a virulence Kkonidii formulovanych v nutritivnim nosici
v prubéhu skladovani v riiznych teplotach

Jako dalsi typ formulace byl pouzit NN. Biotesty hodnotici kvalitu spor v pribéhu
skladovani byly shodné jako pti hodnoceni NK.

Tabulka 43 Vliv teploty skladovani na vitalitu spor houby B. bassiana kmen Bba 1101 (spory
V nutritivnim nosici, kli¢ivost % po 24 hodinach+=SE).

Délka skladovéani Teplota skladovéni (°C)
(dny) -20 4 22
1 97,33+0,47 ABa 97,33+0,47 Aa 97,33+0,47 Aa
30 97,67+0,94 ABa 97,00+0,00 Aa 96,33+0,47 Aa
60 96,67+0,47 ABa 97,67+0,47 Aa 87,33+0,94 Bb
90 98.,67+0,47 Aa 97,67+0,47 Aa 56,00+2,16 Cb
120 93,67+0,47 Ca 96,67+0,47 Aa 12,33£1,70 Db
365 94,67+0,94 BCa 96,67+0,47 Aa 9,33+0,94 Db

A,B,C — hodnoty v jednom sloupci oznacené stejnym velkym pismenem nejsou statisticky rozdilné na zakladeé
ANOVA a Tukeyho HSD testu, 0<0,05

a,b,c - hodnoty v jednom tadku oznacené stejnym malym pismenem nejsou statisticky na zakladé ANOVA a
Tukeyho HSD testu, 0<0,05

V prvnich dvou hodnocenich, tzn. po 1 a 30 dnech nebyly nalezeny statisticky
prokazatelné¢ rozdily v kli¢ivostech spor Bba 1101 formulovanych v NN. V ostatnich
terminech hodnoceni byly hodnoty dosazené v teplot¢ 22°C prokazatelné nejnizsi (Fe,
6=146,17; p=0,00001; Fp, =696,04; p=0,0000; F(, §=4120,9; p=0,0000; Fq, ¢=7456,4;
p=0,0000). Spory imobilizované v NN skladované v ostatnich dvou teplotach dosahovaly
velmi vyrovnanych hodnot.

Tabulka 44 Vyvoj houby B. bassiana kmen Bba 1101 v pribéhu skladovani (spory
Vv nutritivinim nosic¢i, GI 24+SE)

Délka skladovani Teplota skladovani (°C)
(dny) -20 4 22
1 1,78+0,48 1,78+0,48 1,78+0,48
30 1,89+0,40 1,89+0,39 1,84+0,45
60 2,10+0,47 2,06+0,41 1,55+0,73
90 2,05+0,57 1,92+0,40 0,59+0,70
120 2,21+0,66 1,87+0,54 0,12+0,36
365 1,86+0,47 1,91+0,38 0,09+0,35

Statistické vyhodnoceni probéhlo na zakladé neparametrického Kruskal-Wallisova testu

V piipadé GI 24 nebyl po 30 dnech prokazatelny rozdil mezi jednotlivymi teplotami u
konidii Bba 1101 skladovanych v NN. Po 60 a 365 dnech byly odlisnosti v rychlosti vyvoje
GI 24 zjistény u formulace uloZené v teplot¢ 22°C (Hp, n=900=203,0886; p=0,000
;H(2,n=900=705,4522; p=0,000). Rychlost vyvoje byla zjevné pozitivné ovlivnéna teplotou
skladovani -20°C a po 90 a 120 dnech se odliSovaly vzajemné vSechny varianty
(H(Z, N=900)=53512954; p=0,000; H(2, N:goo):635,9211; DZO,OOO).
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Tabulka 45 Virulence houby B. bassiana kmen Bba 1101 formulované v nutritivnim nosici
na larvy T. molitor (primérné FDIXSE).

Délka skladovani Délka biotestu Teplota skladovani (°C)
(dny) (dny) -20 4 22
4 1,53+0,91 1,53+0,91 1,53+0,91
1 6 1,90+0,87 1,90+0,87 1,90+0,87
8 2,67+0,48 2,67+0,48 2,67+0,48
4 1,60+0,92 1,62+0,13 0,80+0,09
60 6 1,88+0,93 1,90+0,15 0,83+0,16
8 2,65+0,52 2,53+0,15 1,87+0,10
4 0,80+0,66 1,05+0,72 0,33+0,36
90 6 1,62+0,99 1,60+0,96 0,42+0,47
8 2,37+0,87 2,73+0,61 0,82+0,99
4 1,70+0,54 1,47+0,50 0,30+0,44
120 6 1,9040,40 1,78+0,38 0,45+0,49
8 2,52+0,48 2,27+0,37 0,80+0,97
4 2,02+0,29 1,82+0,62 0,22+0,26
365 6 2,28+0,38 2,12+0,39 0,43+0,46
8 3,00 2,58+0,40 0,55+0,44

Statistické vyhodnoceni probéhlo na zakladé neparametrického Kruskal-Wallisova testu

Tabulka 46 Statistické vyhodnoceni FDI u konidii Bba 1101 formulovanych v nutritivnim
nosici skladovanych po dobu 1 roku v riznych teplotach.

Den  skladovani Délka biotestu (dny)
(dny) Z 6 8
1 y y y
60 4;-20 /22 4;-20/ 22 -20; 4/ 22
(p=0,0012): (p=0,0022) (p=0,00006): (p=0,0001) (p=0,0069); (p=0,0036)
H (2, N=90) :16,52531 H (2, N=90) :23,79945 H (2, N=90) :15,43715
p =0,0003 p =0,0000 p =0,0004
90 4;-20 /22 -20;4/ 22 4;-20 /22
(p=0,0002); (p=0,0199) (p=0,0000) (p=0,0000)
H (2, N=90) 217,70726 H (2, N=90) :28,22277 H (2, N=90) :41,19143
p =0,0001 p =0,0000 p =0,0000
120 -20;4/ 22 -20;4/ 22 -20;4/ 22
(p=0,0000) (p=0,0000) (p=0,0000)
H (2, N=90) :54,13545 H (2, N=90) :52,81207 H (2, N=90) :37,67942
p =0,0000 p =0,0000 p =0,0000
365 -20;4/ 22 -20;4/ 22 -20/4; 22
(p=0,0000) (p=0,0000) (p=0,01942): (p=0,0000)
4/22
(p=0,0000)
H (2, N=90) =59,45029 H (2, N=90) =60,71073 H (2, N=90) =73,36471
p =0,0000 p =0,0000 p =0,0000

Formulace uvedené pted lomitkem dosahly v biotestu vysSich hodnot nez varianty uvedené za lomitkem.
Hodnoty byly posouzeny na zékladé Kruskal — Wallisova testu.
¥ Mezi jednotlivymi variantami nebyly nalezeny statisticky prokazatelné rozdily

Tendence uvadéné u rychlosti vyvoje houby Bba 1101 na vodnim agaru tak uplné
neplatily u rychlosti vyvoje na zivém hostiteli. V tomto pifipad¢ byly hodnoty FDI zjisténé u
variant zalozenych se sporami skladovanymi v teplotach 4 a -20°C velmi vyrovnané a
prakticky v pribéhu celého hodnoceni nezaznamenaly statisticky prokazatelné odlisnosti.
Stejné jako u obou ptedchozich ukazatell i v rychlosti vyvoje na larvach T. molitor byly

v

uloZenych v teploté 22°C.
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Graf 16 Uginnost houby B. bassiana kmen Bba 1101 na larvy T. molitor v pribghu
skladovani (spory Vv nutritivnim nosic¢i, hodnoty po 8 dnech biotestu).
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Tabulka 47 Statistické vyhodnoceni u¢innosti houby B. bassiana kmen Bba 1101 na larvy
T. molitor v pribéhu skladovani v nutritivnim nosici.

Délka Délka skladovani (dny)

biotestu 1 60 90 120 365

(dny) df=2, 6

4 F=0,0000 F=8,9758 F=7,4710 F=58,170 F=28,764
p=1,0000 p=0,01572 p=0,02352 p=0,00012 p=0,00084

6 F=0,0000 F=14,688 F=28,164 F=66,622 F=223,88
p=1,0000 p=0,00488 p=0,00089 p=0,00008 p=0,0000

8 F=7,8691 F=22,947 F=223,24 F=223,88

p=0,02103 p=0,00155 p=0,0000 p=0,0000

Vyhodnoceni provedeno na zakladé ANOVA a Tukeyho HSD testu, 0<0,05

Kfivka poklesu mortality nebyla tak strma jako tomu bylo u neformulovanych konidii,
presto 1 v pfipadé¢ hodnoceni formulace spor v NN byl pokles virulence spor uloZzenych ve
22°C velmi vyrazny, jak je patrné z grafu.

Vitalita u konidii formulovanych v NN byla vyrazn¢ vyssi v nizkych skladovacich
teplotach (-20 a 4°C). Hodnoty kli¢ivosti se pohybovaly nad hranici 93% v pribéhu celého
skladovani. Ostatni hodnoceni se mezi témito dvéma teplotami pfili§ nelisila. Odlisnost byla
vyrazné po 365 dnech skladovani ve 22°C, kde doslo k poklesu kli¢ivosti na troven 9,33% a
indexu vyvoje houby (GI) na hodnotu 0,09. Zatimco u teplot -20 a 4°C byly hodnoty 1,86 a
1,91. Podobny stav nastal i pfi hodnoceni vyvoje spor Bba 1101 na larvach T. molitor, kdy
formulace v NN skladovana ve 22°C dosahla maximalni hodnoty FDI 0,55 po 8 dnech
biotestu. Mortalita larev pak klesla na 19,98% oproti 100% u dalSich dvou teplot. VSechny
hodnocené parametry mély klesajici tendenci v prubéhu skladovani ve 22°C.
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5.2.6. Porovnani vitality a virulence Kkonidii formulovanych v inertnich nosicich
v prubéhu skladovani v riiznych teplotach

Formulace v inertnich nosicich byla souéasti hodnoceni praskovych formulaci. IN1
mél mensi velikost Castic oproti IN2. Mezi obéma nosi¢i se projevily vV ramci skladovani
urcité odlisSnosti ve vitalit¢ a virulenci imobilizovanych konidii.

5.2.6.1. Porovnani vitality a virulence spor formulovanych v inertnim nosi¢i €.1

Tabulka 48 Vliv teploty skladovani na vitalitu houby B. bassiana kmen Bba 1101
formulované v inertnim nosici ¢.1 (kli¢ivost % +SE, 24 hodin).

Délka skladovani Teplota skladovéni (°C)
(dny) -20 4 22
1 97,33+0,47 Aa 97,33+0,47 Aa 97,33+0,47 Aa
30 95,33+2,87 Aa 94,33+0,47 Ba 93,00+0,82 Aa
60 94,00+0,82 ABa 93,67+1,25 Ba 45,33+2,63 Bb
90 90,33+0,47 BCa 89,33+0,47 Ca 44,334+1,70 Bb
120 88,00+1,63 Ca 88,67+1,25 Ca 44,67+1,25 Bb
365 89,33+0,47 BCa 84,67+0,47 Db 8,00+1,41 Cc

A,B,C — hodnoty v jednom sloupci oznagené stejnym velkym pismenem nejsou statisticky rozdilné na zakladé
ANOVA a Tukeyho HSD testu, 0<0,05
a,b,c - hodnoty v jednom fadku oznadené stejnym malym pismenem nejsou statisticky rozdilné na zakladé
ANOVA a Tukeyho HSD testu, 0<0,05

Prvni rozdily v kli¢ivosti konidii Bba 1101 skladovanych v IN1 se objevily po 60
dnech skladovani. V rozmezi 60 a 120 dnl byly statisticky prokazatelné odlisné hodnoty
zjisténé v teploté 22°C, ve které doslo k poklesu mnozstvi kli¢ivych konidii zhruba na
polovinu mnozstvi zji§t€éného v ostatnich dvou teplotich (Fp, ¢=516,37; p=0,0000; F,
6)=1242,6; p=0,0000; F(;, §=660,15; p=0,0000). Po 365 dnech skladovéani byly prokazatelné
odli$nosti mezi v§emi skladovacimi teplotami (F2, 6=5119,6; p=0,0000).

Tabulka 49 Vliv teploty skladovani na vyvoj houby B. bassiana kmen Bba 1101 v prubéhu
skladovani v inertnim nosici €. 1 (GI 24+£SE).

Délka skladovani Teplota skladovani (°C)
(dny) -20 4 22
1 1,74+0,50 1,74+0,50 1,74+0,50
30 1,76+0,59 1,84+0,51 1,23+0,71
60 1,82+0,53 1,79+0,54 0,66+0,81
90 1,63+0,70 1,44+0,73 0,57+0,73
120 1,45+0,72 1,47+0,72 0,55+0,73
365 1,79+0,62 1,69+0,72 0,06+0,21

Statistické vyhodnoceni probéhlo na zakladé neparametrického Kruskal-Wallisova testu

Ze statistického hodnoceni GI 24 u konidii Bba 1101 skladovanych v IN1 je zfetelna
odliSnost hodnot zjisténych v teploté¢ 22°C, s vyjimkou hodnoceni po 90 dnech skladovani.
V tomto intervalu byly statisticky odlisné hodnoty zjiSténé ve vSech teplotach, nejvyssi
rychlost vyvoje byla zaznamenana v piipad¢ formulace spor skladované v teploté -20°C (H,
N:goo):186,5109; p:0,000; H(2, N:goo):406,4860; pZO,OOO; H(2, N=900):231,4705; pZO,OOO; H(zy
N=000=596,5992; p=0,000).
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Tabulka 50 Virulence houby B. bassiana kmen Bba 1101 na larvach T. molitor v pribéhu
skladovéni spor v inertnim nosici ¢.1 (FDIESE).

Délka skladovani Délka biotestu Teplota skladovani (°C)
(dny) (dny) -20 4 22
4 2,68+0,35 2,68+0,35 2,68+0,35
1 6 2,98+0,05 2,98+0,05 2,98+0,05
8 3,00 3,00 3,00
4 1,83+0,77 2,03+0,56 0,78+0,47
60 6 2,38+0,59 2,63+0,53 1,62+0,53
8 2,68+0,49 2,87+0,28 2,52+0,56
4 0,53+0,40 0,68+0,58 0,12+0,25
90 6 1,22+0,83 1,58+0,88 0,15+0,23
8 2,46+0,86 2,55+0,83 0,45+0,42
4 1,33+0,78 1,30+0,54 0,18+0,27
120 6 1,73+0,73 1,57+0,72 0,25+0,36
8 2,30+0,80 2,27+0,87 0,35+0,45
4 1,72+0,40 1,78+0,29 0,18+0,29
365 6 1,98+0,50 2,23+0,32 0,32+0,47
8 3,00 2,47+0,42 0,45+0,57

Statistické vyhodnoceni probéhlo na zakladé neparametrického Kruskal-Wallisova testu

Tabulka 51 Statistické vyhodnoceni vyvoje houby B. bassiana kmen Bba 1101 na larvach T.
molitor v prib¢hu skladovani spor v inertnim nosici ¢.1.

Den  skladovani Délka biotestu (dny)
(dny) 4 6 8
1 y y y
60 4; -20 /22 4;-20/ 22 4/ 22
(p=0,0000) (p=0,0000); (p=0,0002) (p=0,0301)
H (2, N=90) :36,21475 H (2, N=90) :33,63558 H (2, N=90) :8,93078
p =0,0000 p =0,0000 p =0,0115
90 4;-20 /22 4;-20/22 4;-20 /22
(p=0,0000); (p=0,0008) (p=0,0000) (p=0,0000)
H (2, N=90) :29,88753 H (2, N=90) :38,32328 H (2, N=90) :47,92201
p =0,000 p =0,0000 p =0,0000
120 -20;4/ 22 -20;4/ 22 -20;4/ 22
(p=0,0000) (p=0,0000) (p=0,0000)
H (2, N=90) :56,73318 H (2, N=90) :43,10321 H (2, N=90) :45,51329
p =0,0000 p =0,0000 p =0,0000
365 4;-20/22 4;-20/22 -20/4; 22
(p=0,0000) (p=0,0000) (p=0,0060); (p=0,0000)
4/22
(p=0,0000)
H (2, N=90) 262,71848 H (2, N=90) 264,20917 H (2, N=90) =72,46006
p =0,0000 p =0,0000 p =0,0000

Formulace uvedené pted lomitkem dosahly v biotestu vysSich hodnot nez varianty uvedené za lomitkem.
Hodnoty byly posouzeny na zékladé Kruskal — Wallisova testu.
Y Mezi jednotlivymi variantami nebyly nalezeny statisticky prokazatelné rozdily

Do 90 dnti skladovani byly nejvyssi hodnoty rychlosti vyvoje FDI sledované v teploté
4°C. Po uplynuti 120 dnti byly vyssi hodnoty FDI zji§tované u variant zalozenych se sporami
skladovanymi v IN1 v teploté¢ -20°C, piesto ve vétSin€ piipadl nebyl mezi variantami
ulozenymi v nizkych teplotach nalezen statisticky prokazatelny rozdil.
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Graf 17 Vliv skladovaci teploty a formulace na u¢innost houby B. bassiana na larvy

T. molitor (inertni nosi¢ ¢.1, hodnoty po 8 dnech biotestu).
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Tabulka 52 Statistické vyhodnoceni mortality larev T. molitor vyvolané houbou B.

bassiana kmen Bba [101 formulované v inertnim nosici ¢.1.

Délka Délka skladovani (dny)

biotestu 1 60 90 120 365

(dny) df=2, 6

4 F=0,0000 F=18,464 F=7,3707 F=21,341 F=28,764
p=1,0000 p=0,00273 p=0,02421 p=0,00187 p=0,00084

6 F=0,0000 F=0,5000 F=33,459 F=18,005 F=96,567
p=1,0000 p=0,62974 p=0,00056 p=0,00291 p=0,00003

8 F=0,5000 F=16,202 F=12,889 F=98,929

p=0,62974 p=0,00381 p=0,00673 p=0,00004

Vyhodnoceni provedeno na zakladé ANOVA a Tukeyho HSD testu, a<0,05

V mortalité vyvolané u larev T. molitor byl zjistén mirny pokles hodnot po 90 dnech
skladovani, pokles nebyl pfili§ vyrazny a neliSil se vyznamné mezi variantami uloZenymi
Vv teplotach 4 a -20°C. V ptipadé pribéhu mortality vyvolané sporami finalizovanymi v IN1
ulozenymi v teploté 22°C doSlo v pribéhu skladovani k vyraznému poklesu.

V ptipadé¢ formulace spor Bba 1101 v IN1 doslo k poklesu kli¢ivosti i u nizkych
skladovacich teplot, hodnoty poklesly na uroven 89,33% (-20°C) a 84,67% (4°C). Ukazatele
vitality v teplotach -20 a 4°C prakticky kopiruji sviij prub¢h. U skladovaci teploty 22°C je
zaznamenana vyrazné klesajici tendence. Nepatrné odliSné situace nastala u mortality, kde je
mezi variantami ulozenymi v nizkych skladovacich teplotach vidét vyssi rozdil.
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5.2.6.2.Porovnani vitality a virulence spor formulovanych v inertnim nosici ¢.2

Imobilizace konidii Bba 1101 v IN2 byla posledni hodnocenou formulaci. U této
formulace byl zaznamenan jiny trend vyvoje kvalitativnich ukazateli nez tomu bylo u
ptedchozich nosicu.

Tabulka 53 Vliv teploty skladovani na vitalitu houby B. bassiana kmen Bba 1101 po
imobilizaci spor do inertniho nosice €.2 (kli¢ivost %+SE, 24 hod).

Délka skladovéani Teplota skladovani (°C)
(dny) -20 4 22
1 96,33+0,47 Aa 96,33+0,47 Aa 96,33+0,47 Aa
30 93,33+0,47 ABa 94,33+0,94 ABa 73,67+1,25 Bb
60 93,67+0,47 ABa 91,33+0,47 Ba 43,33+1,89 Cbh
90 92,67+0,47 Ba 41,67+£0,47 Db 15,00+1,41 Dc
120 87,33+£2,06 Ca 40,67+2,36 Db 22.334+0,94 Dc
365 74,33£1,25 Da 50,33£1,25 Cb 1,33+£0,47 Ec

A,B,C — hodnoty v jednom sloupci oznacené stejnym velkym pismenem nejsou statisticky rozdilné na zakladé
ANOVA a Tukeyho HSD testu, 0<0,05
a,b,c - hodnoty v jednom fadku oznadené stejnym malym pismenem nejsou statisticky rozdilné na zakladé
ANOVA a Tukeyho HSD testu, a<0,05

Na pocatku hodnoceni kli¢ivosti nebyly statisticky prokazatelné rozdily mezi
jednotlivymi variantami skladovani konidii Bba 1101 v IN2. Po 30 a 60 dnech byly
prokazateln€ odlisné hodnoty v poctu kli¢ivych spor ve 22°C (F(, §=305,58; p=0,0000;
Fe, 6=1210,7; p=0,0000). Do konce pokusu pak byly prokazateln¢ odliSné hodnoty kli¢ivosti
mezi vSemi teplotami (Fp, =3339,9; p=0,0000; F(, §=631,77; p=0,0000; F(, =2491,8;
p=0,0000).

Tabulka 54 Vyvoj houby B. bassiana kmen Bba 1101 formulované v inertnim nosici ¢.2
Vv pribéhu skladovani (GI 24+SE).

Délka skladovani Teplota skladovani (°C)
(dny) -20 4 22
1 1,74+0,52 1,74+0,52 1,74+0,52
30 1,84+0,51 1,76+0,57 1,11+0,86
60 1,87+0,49 1,71+0,63 0,55+0,74
90 1,76+0,59 0,90+0,87 0,19+0,42
120 1,55+0,72 0,71+0,89 0,22+0,49
365 1,41+0,87 0,98+0,98 0,01+0,06

Statistické vyhodnoceni provedeno na zakladé neparametrického Kruskal-Wallisova testu

Z hlediska GI 24 u konidii Bba 1101 formulovanych v IN2 byly rozdily ve stejnych
variantach jako u kli¢ivosti. Po 30 a 60 dnech se odliSoval vyvoj u varianty skladované v IN2
v teplot¢ 22°C od zbyvajicich dvou variant (Hgn=900=178,6966; p=0,0000;
H2,N=000)=448,9598; p=0,0000). Vzajemné odliSnosti mezi vSemi variantami byly zjiStény po
90, 120 a 365 dnech skladovani, nejvyssi hodnoty byly stabilné zjistované u spor ulozenych
Vv teploté -20°C (H(zszgoo):424,4509; p:0,0000; H(Z’N:900)=327,9321; p=0,0000;
H 2,n=900=338,1890; p=0,0000).
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Tabulka 55 Vliv teploty skladovani na virulenci houby B. bassiana kmen Bba 1101
hodnocené na larvach T. molitor, spory formulované v inertnim nosici ¢.2 (FDI£SE).

Dé¢lka skladovani Délka biotestu Teplota skladovani (°C)
(dny) (dny) -20 4 22
4 1,78+1,08 1,78+1,08 1,78+1,08
1 6 2,63+0,76 2,63+0,76 2,63+0,76
8 2,65+0,62 2,65+0,62 2,65+0,62
4 1,50+0,96 1,78+1,03 0,47+0,46
60 6 1,58+0,95 1,98+0,89 1,37+0,79
8 1,90+0,92 2,324+0,69 1,83£0,96
4 0,60+0,44 0,77+0,40 0,224+0,33
90 6 1,32+0,97 1,334£0,91 0,38+0,50
8 2,10+1,11 2,7540,04 0,80+1,04
4 1,35+0,54 0,5340,48 0,224+0,29
120 6 1,68+0,71 1,45+0,45 0,32+0,34
8 2,03+0,74 1,8320,55 0,58+0,53
4 1,38+0,65 1,7540,38 0,12+0,20
365 6 1,90+0,43 2,024+0,40 0,35+0,35
8 2,98+0,05 2,384+0,44 0,47+0,47

Statistické vyhodnoceni provedeno na zakladé neparametrického Kruskal-Wallisova testu

Tabulka 56 Statistické vyhodnoceni vyvoje houby B. bassiana kmen Bba 1101 na larvach
T. molitor v priabéhu skladovani v inertnim nosici ¢.2.

Den  skladovani Délka biotestu (dny)
(dny) 4 6 8
1 y y v
60 4;-20 /22 y y

(p=0,0000); (p=0,0008)
H (2, N=90) =26,79417

p =0,000
90 4;-20 /22 4;-20/22 4; -20 /22
(p=0,0000); (p=0,0079) (p=0,0001): (p=0,0002) (p=0,0000)
H (2, N=90) :21,77947 H (2, N=90) :23,57998 H (2, N=90) :39,25160
p =0,000 p =0,0000 p =0,0000
120 -20/4; 22 -20;4/ 22 -20;4/ 22
(p=0,0001); (p=0,0000) (p=0,0000) (p=0,0000)
H (2, N=90) :44,92245 H (2, N=90) :50,00303 H (2, N=90) :44,65212
p =0,0000 p =0,0000 p =0,0000
365 4;-20/22 4;-20/22 -20/4;22
(p=0,0000) (p=0,0000) (p=0,0023): (p=0,0000)
4/22
(p=0,0000)
H (2, N=90) 256,87575 H (2, N=90) 261,84586 H (2, N=90) =75,00652
p =0,0000 p =0,0000 p =0,0000

Formulace uvedené pted lomitkem dosahly v biotestu vysSich hodnot nez varianty uvedené za lomitkem.
Hodnoty byly posouzeny na zékladé Kruskal — Wallisova testu.
¥ Mezi jednotlivymi variantami nebyly nalezeny statisticky prokazatelné rozdily

V rychlosti vyvoje houby Bba 1101 na larvach T. molitor byl zaznamenan stejny
pribéh jako u predchozich formulaci. Na poc¢atku skladovéani byl rychlej$i vyvoj zaznamenan
u variant uloZzenych v teploté 4°C, po uplynuti 120 dnti bylo vyssi rychlosti vyvoje dosazeno u
variant uloZenych v teploté -20°C. Mezi obéma variantami vSak nebyly nalezeny statistické
odli$nosti, s vyjimkou 8. dne biotestu provadéného po 365 dnech skladovani, kde byly
hodnoty rychlosti vyvoje zjisténé v teploté -20°C prokazateln€ nejvyssi.
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Graf 18 Vyvoj mortality larev T. molitor vyvolané houbou B. bassiana kmen Bba 1101
Vv pribéhu skladovani v riznych teplotach (inertni nosic ¢.2, hodnoty po 8 dnech biotestu).
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V pribéhu mortality byly rozdily mezi v§emi variantami, nejvyssi mortalita v pribéhu
hodnoceni byla zjiStovana pii pouziti spor imobilizovanych v IN2 a ulozenych v teploté 4°C.

Tabulka 57 Statistické vyhodnoceni mortality larev T. molitor vyvolané houbou B. bassiana

kmen Bba 1101 v pribéhu skladovani v inertnim nosiéi ¢.2.

Délka Délka skladovani (dny)

Biotestu 1 60 90 120 365

(dny) df=2, 6

4 F=0,01697 F=30,380 F=4,1862 F=16,688 F=68,052

p=0,98322 p=0,00073 p=0,07275 p=0,00354 p=0,00008

6 N F=1,1641 F=48,872 F=19,669 F=35,951
p=0,37393 p=0,00022 p=0,00232 p=0,00046

8 N F=2,0161 F=22,067 F=64,664 F=595,72
p=0,21393 p=0,00171 p=0,00009 p=0,0000

Vyhodnoceni provedeno na zakladé ANOVA a Tukeyho HSD testu, a<0,05

U spor formulovanych v IN2 nastala v pribéhu hodnoceni ¢astecné odliSna situace
V porovnani s pfedchozimi hodnocenymi formulacemi. Na rozdil od nich totiZ u spor
uloZenych v IN2 doslo k poklesu kli¢ivosti 1 GI po 365 dnech skladovani konidii 1 v teploté
4°C. V rychlosti vyvoje Bba 1101 na larvach T. molitor byl pokles méné vyrazny nez v ramci
hodnoceni GI. Vys§§i mortalita byla dosaZena po pouziti spor Bba 1101 skladovanych v teploté

4°C, maximalni rozdil dosahoval 13,36%.
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5.2.7. Porovnani vitality a virulence riiznych kment houby B. bassiana formulovanych
V inertnim nosici

Jak bylo naznaceno v kapitole tykajici se produkce spor, byly patrné rozdily i v ramci
preparati vytvotenych zrtznych kment jednoho druhu houby, v naSem piipadé houby
B. bassiana. V testech vitality a virulence byly pouzity spory kmenu houby B. bassiana
vyprodukované na pfirozeném substratu (kroupy), které byly finalizovany do INI.
S formulacemi byly nasledn¢ provedeny testy zahrnujici hodnoceni vitality (klicivost a GI) a
virulence vici cilovému organismu T. molitor. V ptipad¢ tohoto testu nebyla pouzita metoda
dip testu, ale ke 20 larvam po povrchové sterilaci bylo piidano 0,1g preparatu, ktery v urcitém
mnozstvi na larvach ulpél, jak uvadi nasledujici tabulka.

Tabulka 58 Kvantitativni ukazatele praskové formulace u riznych kmenti houby B. bassiana.

Kvantitativni ukazatele formulace

Kmen CFU/g preparatu Spor/larvu*
Bba | 101 2,56+0,04x10° b 7,81x10*
NP 0004 4,2340,17x10° a 1,10x10°
NP 0005 1,59+0,08x10° c 5,58x10°
NP 0007 3,89+0,09x108 a 1,13x10°
NP 0028 2,72+0,17x108 b 6,39x10*

a,b,c — hodnoty v jednom sloupci oznacené stejnym malym pismenem nejsou statisticky rozdilné na zakladé
ANOVA a Tukeyho HSD testu, 0<0,05
* mnozstvi spor na larvu bylo stanoveno na zaklad¢ zjisténé hodnoty CFU/g preparatu

Mezi hodnotami CFU byl statisticky prokazatelny rozdil F, 10=151,14; p=0,0000.

Tabulka 59 Porovnani vyvoje riznych kment houby B. bassiana na larvach T. molitor po
imobilizaci spor do inertniho nosice ¢.1 (FDI+SE).

Délka biotestu (dny)
Kmen 1 6 8
Bbal 101 0,68+0,46 1,65+0,53 2,3340,64
NP 0004 1,45+0,55 2,20+0,46 2,85+0,28
NP 0005 1,56+0,51 2,30+0,46 2,83+0,36
NP 0007 1,45+0,55 2,40+0,26 2,80+0,37
NP 0028 1,68+0,43 2,33+0,33 2,85+0,36

*Statistické vyhodnoceni provedeno na zakladé neparametrického Kruskal-Wallisova testu

V prub¢hu testu virulence se statisticky prukazné odlisil pouze kmen Bba 1101, u
které¢ho byly dosahovany niz§i hodnoty FDI neZ u ostatnich kmenii (po 4 dnech H (4, n= 100)
=30,22352 p =0,0000; po 6 dnech H (4, n= 100) =30,27502 p =0,0000). Po 8 dnech biotestu
doslo k vyrovnani hodnot a odliSnost ziistala pouze mezi kmenem Bba 1101 a NP 0004, u
které¢ho byl naopak vyvoj nejrychlejsi (H (4, n= 100 =18,42006 p =0,0010). V piipadé mortality
byly odlisnosti po 4 dnech (Fu, 5=6,9167; p=0,0286). Prokazatelné¢ nejvyssich hodnot bylo
dosazeno s kmeny NP 0005 a NP 0028, nejnizsi pak s kmenem Bba 1101, v dal$im pribéhu
biotestu nebyly mezi hodnotami statisticky prokazatelné rozdily.
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Graf 19 Porovnani mortality larev T. molitor vyvolané riznymi kmeny houby B. bassiana,
spory formulované v inertnim nosici ¢.1.

100,0

80,0
S

= 60,0
ke

5 40,0
=

20,0 8. den
0,0 4. den

Kontrola Bbal101 NP 0004 NPO0OO5 NPO007 NP 0028

H4.den M6.den L18.den

Graf 20 Porovnani vitality vybranych kment houby B. bassiana po formulaci spor do
inertniho nosice ¢.1 (GI 24).
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Mezi zjisténymi hodnotami GI 24 nebyly vyrazné rozdily, hodnoty v rozmezi 1,95-
2,00 nevykazaly ani statistickou odliSnost. Stejné tomu bylo i u kli¢ivosti, jejichz hodnoty se
pohybovaly v rozmezi 98 az 100%.
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5.3. Predaplikacni priprava postiikové jichy z praskové formulace spor houby
B. bassiana

Konidie houby B. bassiana maji siln¢ hydrofobni povrch, tudiz je k jejich
rovnomérnému rozmichani do postiikové jichy potieba pouzit smacedlo. Zakladni pozadavky
pro vybér vhodného smacedla jsou ditkladna homogenizace prasku piipadné tekutiny ve vodé
s co nejmensim negativnim vlivem na kvalitu aplikovanych spor. V nasledujici ¢asti prace
byly hodnoceny rozdily v ovlivnéni zadanych kritérii jednotlivymi komeréné produkovanymi
smacedly. V prvni fazi bylo hodnoceno 6 smacedel (Mero, Adigor, Istroekol, AT Plus,
Agrovital a Tween 80), které byly aplikovany v davce predepsané vyrobcem. Na zdkladé
zjisténych 0daji byla vybrana 3 smécedla (Istroekol, AT Plus a Tween 80), u kterych se
hodnotil vliv na vitalitu spor v dal$ich koncentracich a nakonec u finalniho zvoleného
piipravku Istroekol byla hodnocena schopnost vytvotit homogenni smés prasku s vodou.

Tabulka 60 Vliv smacedla na rozpustnost preparatu na bazi houby B. bassiana kmen Bba
1101.

Smacedlo Rozpustnost preparatu Pfitomnost nerozpusténych shlukt
Mero faled sporadicky

Adigor ol sporadicky

Istroekol falale nejsou

AT Plus falele nejsou

Agrovital * plavou na hladiné

Tween 80 ** sporadicky

***yyborna rozpustnost preparatu, **dobra rozpustnost, *$patna rozpustnost, nerozpusténé shluky

Graf 21 Vliv riznych koncentraci smacedla na kli¢ivost spor B. bassiana kmen Bba 1101
(24 hod).
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Tabulka 61 Vyvoj houby B. bassiana kmen Bba 1101 po 2 hodinach smacéeni preparatu v
ruznych ptipravcich (GI 244+SE).

Varianta Mero Adigor Istroekol AT Plus Agrovital Tween 80 (1%)
Konidie 1,92+0,25 1,54+0,54 1,73+0,43 2,00+0,00 1,88+0,33 1,75+0,47
Preparat 1,98+0,20 2,00=+0,00 1,99+0,07 2,00+0,00 1,96+0,17 2,00+0,00

Vyhodnoceni provedeno na zakladé Kruskal- Wallisova testu

Rozpustnost preparatu byla v jednotlivych sméacedlech dobra, ve dvou ptipadech
vyborna. Jednalo se o smacedla Istroekol a AT Plus. Ta byla na zakladé¢ tohoto testu, vybrana
pro dalsi hodnoceni. U vétSiny variant byly na povrchu suspenze nerozpusténé shluky konidii,
ve tfech ptipadech byl jejich vyskyt pouze sporadicky, v ptipadé¢ smacedla Agrovital byl
pocet shlukii o néco vyssi.Nejnizsi kli¢ivost spor byla zaznamenana pii pouziti piipravku
Adigor, kdy zjisténd hodnota byla 90%, u vSech ostatnich variant byla kli¢ivost 100%.
V piipadé hodnoceni vlivu smacedla na vitalitu spor formulovanych v NN nebyl zjistén zadny
statisticky prukazny rozdil, v pfipadé¢ NK jich bylo hned n¢kolik. Po pouziti ptipravku Adigor
se hodnoty kli¢ivosti spor odliSovaly od varianty pouZzivajici pfipravek Mero, AT Plus a
Agrovital. Mnozstvi kli¢ivych spor po pouziti pfipravku AT Plus se dale odlisovalo od
piipravku Istroekol a TW 80 (H (5 n= 600) =90,75134; p=0,0000). Vyvoj hodnot GI byl
v rozmezi 1,54 (Adigor) a 2,00 (AT Plus).

Tabulka 62 Vliv smacedla a jeho koncentrace na vyvoj houby B. bassiana kmen Bba
1101 (GI 24+SE).
(Sﬁg S;em Kontrola nggg:gfﬁ?)z) Istroekol AT Plus Tween 80
1 1,91 £0,33 1,88 £ 0,40 1,92+ 0,33
1 2,09+0,38 3 1,93 £ 0,35 1,91+ 0,37 1,95+ 0,29
5 1,92 +£0,35 1,92 £0,35 1,91 £ 0,40
1 1,95+ 0,29 1,92+ 0,41 1,92+ 0,41
2 2,14+0,22 3 2,00+ 0,22 1,84 £ 0,45 1,90 £ 0,40
5 1,98 £0,29 1,76 £ 0,47 1,86 +£0,48
1 1,96 + 0,30 1,90 + 0,35 1,99 £ 0,21
4 2,12+0,38 3 1,99 +0,21 1,93 +£0,33 1,94 £ 0,34
5 1,96 +£0,28 1,94 + 0,30 1,93 +£0,35
1 1,71 £ 0,66 1,60 + 0,61 1,84 £ 0,51
24 1,88+0,61 3 1,73 £ 0,65 1,52 + 0,65 1,75 + 0,60
5 1,66 + 0,75 1,33+ 0,65 1,67 £ 0,69

Statistické vyhodnoceni provedeno na zakladé neparametrického Kruskal-Wallisova testu

Tabulka 63 Statistické vyhodnoceni vlivu smacedla na vyvoj houby B. bassiana kmen Bba
1101 (vliv délky smoceni).

Pouzité smacedlo Koncentrace smacedla (%)

1 3 5

2, 4124
(p=0,0426; p=0,0269)
H (3 ne 400 =15,90051; p =0,0012

Kontrola

Ostatni/24 Ostatni/24 Ostatni/24
AT Plus (p=0,0000-0,0001) (p=0,0000) 232:0,0000)
(p=0,0494)
H (3, N= 400) =63,74888; H (3, N= 400) =83,33890; H (3, N= 400) =141,0806;
0 =0,0000 0 =0,0000 0 =0,000

Casy uvedené pied lomitkem dosahly v biotestu vyssich hodnot nez varianty uvedené za lomitkem. Hodnoty
byly posouzeny na zakladé Kruskal — Wallisova testu.

Pozn. U ptipravku Istroekol a TW 80 nebyly nalezeny statisticky prokazatelné rozdily v rizné dob&é namaceni
spor
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Tabulka 64 Statistické porovnani vlivu smacedla na vyvoj houby B. bassiana kmen Bba 1101

(vliv smacedla).

Délka smoceni

(hod)

Koncentrace smacedla (%)

1

3

5

Kontrola/Ostatni

Kontrola/Ostatni

Kontrola/Ostatni

1 (p=0,0005-0,0019) (p=0,0019-0,0068) (p=0,0022-0,0023)
H (3, N=400) =56,62973; H (3, N=400) =57,21375; H (3, N=400) =56,51223;
p =0,0000 p =0,0000 p =0,0000
Kontrola/Ostatni Kontrola/Ostatni Kontrola/Ostatni
) (p=0,0007-0,0018) (p=0,0000-0,0158) (p=0,0000-0,0160)
Istroekol/AT Plus
(p=0,0122)
H (3, N= 400) =65,83158; H (3, N= 400) =76,86117; H (3, N= 400) =89,75092;
p =0,0000 p =0,0000 p =0,000
4 Kontrola/Ostatni Kontrola/Ostatni Kontrola/Ostatni
(p=0,0000-0,0066) (p=0,0003-0,0037) (p=0,0003-0,0016)
H (3, N= 400) =68,61892; H (3, N= 400) =68,05349; H (3, N= 400) =72,22528;
p =0,0000 p =0,0000 p =0,0000
24 Kontrola; TW 80/AT Plus Ostatni/AT Plus Ostatni/AT Plus
(p=0,0000; p=0,0016) (p=0,0000-0,0012) (p=0,0000)
H (3, N=400) :37,25774, H (3, N=400) :48,67457, H (3, N=400) :80,75232,
p =0,0000 p =0,0000 p =0,0000

Varianty uvedené pied lomitkem dosdhly v biotestu vy$sich hodnot nez varianty uvedené za lomitkem. Hodnoty
byly posouzeny na zakladé Kruskal — Wallisova testu.

Na zaklad¢ statistického vyhodnoceni prostfednictvim Kruskal-Wallisova testu byly
zaznamenany prikazné rozdily mezi kontrolou a ostatnimi vzorky. Po 24 hodindch sméceni
se projevil pokles rychlosti vyvoje spor kmene Bba 1101 smacenych v piipravku AT Plus a
tim doslo k jeho statistickému odliSeni od ostatnich variant v¢etné kontroly. Vezmeme-li
v tvahu koncentrace jednotlivych smacedel v zavislosti na délce namaceni, pak u smacedel
Istrockol a TW 80 nebyl prokazatelny vliv na spory Bba 1101 mezi Zzadnou z variant, u
smacedla AT Plus nastal pokles po 24 hodinach u vSech koncentraci.

Tabulka 65 Vizualni hodnoceni rozpustnosti preparatu B. bassiana kmen Bba 1101.

MnozZstvi Koncentrace

, R Mow o7
preparatu (%) Ozpousteéni

Hodnoceni rozpusténé suspenze

1g 1 *%x
preparatu

Po protfepani zlstavaji na sténach shluky nesmocenych konidii,
na hladiné se po odstani oddéluje od suspenze tenka vrstva
nerozpusténych castecek.

Neékolik nerozpusténych shlukli ¢asteCek ulpiva na sténach, na
hladiné se netvofi souvisla vrstva, po obvodu nadoby se tvorfi
kruh.

Po protiepani je na sténach malé mnozstvi nerozpusténych
castecek, méné nez v predchozi varianté, po obvodu nadoby se
tvofi nesouvisly kruh.

Po protiepani je na povrchu suspenze nékolik nerozpusténych
shlukd, kruh po obvodu nadoby neni patrny.

2 **

3 *k*k

5 *k*k

109 2 ikl
preparatu

Pii rozpousténi 10 g preparatu ve 2% roztoku smacedla doslo
témeét k uplnému rozpusténi, na povrchu bylo patrno nékolik
nerozpusténych ¢astic, netvorily souvislou vrstvu.

Po smichani 10g preparatu se 150 ml vody a 3ml smacedla doslo
k uplnému rozpu$téni preparatu, v suspenzi nebyly zadné
nerozpusténé Castice

3 *k*%

1009 3 il
preparatu

Po smichani 100g preparatu s 300 ml 3% roztokem smacedla
doslo k témét uplnému rozpusténi preparatu, na dné bylo patrné
usazovani malého mnozstvi nerozpusténych Castic.

***yyborna rozpustnost preparatu, **dobra rozpustnost
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Pfi hodnoceni se vyskytly odliSnosti mezi jednotlivymi komeréné¢ dostupnymi
smacedly jiz pfi hodnoceni rozpustnosti, které byly nasledné podpofeny mirné negativnim
vlivem na kli¢ivost spor a vyvoj houby B. bassiana. Bylo zjisténo, Ze ani po 24 hodinach
zaznamenana kli¢ivost byla 84% a to po pouziti piipravku AT Plus. Smacedlo TW 80
vykazovalo na 2% agaru mirn¢ lepsi vysledky kli¢ivosti spor i rychlosti vyvoje kmene Bba
I101. Pripravek Istroekol vykazal lepsi schopnost homogenizovat suspenzi.

5.4.  Sledovani kvalitativnich a kvantitativnich parametri v souvislosti s produkéni
teplotou inokula houby B. bassiana

Hlavnim cilem nasledujici ¢asti prace bylo sledovani vyvoje kvalitativnich a
kvantitativnich parametrti houby B. bassiana kmen Bba 1101 v zavislosti na teploté produkce.
Pokusy byly provadény v teplotach 10, 15, 20, 25 a 30°C. Pribéh vyvoje byl hodnocen na
zaklade testu klic¢ivost, se kterym souviselo i hodnoceni vyvoje houby pomoci indexové
stupnice (GI). Dale na porovnavani parametri stfedovych kultur a testu virulence provadéném
na larvach cilového organismu T. molitor. Do testli vstupovalo inokulum ziskané z rozmezi
teplot 10-30°C podle postupu popsaného v metodice. U kazdé kategorie bylo dosazeno
odlisnych vysledku. V nékterych ptipadech se projevil velky vliv teploty produkce inokula na
nasledny projev V jednotlivych biotestech.

5.4.1. Vliv teploty produkce inokula na zménu kvalitativnich a kvantitativnich
ukazateli sledovanych v teploté 10°C

Jednalo se o prvni sérii testl, které nasledné probihaly v dalSich 4 teplotach. Pti
pouziti vSech produkénich teplot bylo dosazeno 100% klic¢ivosti, ov§em u spor ziskanych z
vyssich teplot byl potiebny delsi ¢as pro jejich aktivaci. Zakladni rozdil byl v kli¢ivosti po 24
hodinach (Fy, 5=189,80; p=0,0000). V tabulce 66 jsou uvedeny rozdily v hodnotich a
statistické rozdily na zakladé Tukeyho testu. Zatimco u spor ziskanych z teplot 10 a 15°C
bylo dosazeno kli¢ivosti >90% jiz po 48 hodinach, u ostatnich teplot tomu bylo az po 96
hodinach. Rozdily vradmci jednoho kontrolniho dne vystihuje 1 statistické vyjadieni
(F2,5=241,95; p=0,0000 po 48 hod, F(us5=22,389; p=0,0022 po 72 hod a F4s5=16,849;
p=0,0042 po 96 hod). U variant zaloZenych s inokulem vyprodukovanym v teploté 10 a 15°C
(krome 10°C po 24 hod), nebyly v pribéhu biotestu nalezeny statisticky vyznamné rozdily.

Tabulka 66 Vliv teploty produkce inokula na prubéh kli¢ivosti spor B. bassiana kmen Bba
1101 v 10°C (kli¢ivost %=+SE).

Délka Teplota produkce inokula (°C)

biotestu(hod) 10 15 20 25 30
24 20,70+£2,07 b 41,71+0,36 a 7,80+0,94 cd 3,97+0,43 d 13,82+0,60 c
48 91,46+0,25 a 99,00£1,00 a  3228+1,72 b  43,16+3,33 b  40,88+2,26 b
72 100 a 99,52+0,48 a  72,60£337 b 76,25+4,58 b 79,90+2,45 b
96 100 a  9426+0,99 b  9437+0,51 b 97,32+1,09 ab
120 99,52+0,49 Y  96,08+0,28 7 100 y
144 100 y 100 y

a,b,c — hodnoty v jednom fadku ozna¢ené stejnym malym pismenem nejsou statisticky rozdilné na zakladé
ANOVA a Tukeyho HSD testu, 0<0,05
¥ hodnoceni nebylo mono provést z diivodu malého rozptylu mnoziny
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U varianty zaloZené se sporami produkovanymi v 15°C byl po 24 hodinach kultivace
zjistén statisticky priikazny rozdil v rychlosti vyvoje houby od vSech ostatnich variant (10°C:
p=0,00078; 20, 25 a 30°C: p=0,0000). Rozdily ve vyvoji se téméi vyrovnaly az po 96
hodinach kultivace. PIné sporulace pak bylo dosazeno spoleéné¢ u variant zaloZenych se
sporami z teplot 10, 15 a 25°C po 168 hodinach, z 20°C po 216 hodinach a u varianty z 30°C
nebylo hodnoty GI 3 dosazeno vibec.

Tabulka 67 Vliv teploty produkce inokula na vyvoj houby B. bassiana kmen Bba 1101
v teploté 10°C (GI 24+SE).

Délka  biotestu Teplota produkce inokula (°C)
(hod) 10 15 20 25 30
24 0,14+0,30 0,33+0,46 0,04+0,13 0,02+0,10 0,09+0,24
48 1,67+0,59 1,90+0,29 0,19+0,30 0,39+0,51 0,35+0,48
12 1,90+0,37 1,99+0,10 0,74+0,58 1,21+0,78 1,31+0,79
96 2,01+0,11 2,02+0,10 1,64+0,58 1,91+0,40 1,90+0,37
120 2,44+0,30 2,34+0,24 1,93+0,22 2,65+0,12 1,99+0,06
144 2,59+0,39 2,74+0,78 1,97+0,17 2,97+0,11 2,00+0,00
168 3,00 3,00 2,284+0,30 3,00 2,17+0,28
192 2,72+0,33 2,55+0,34
216 3,00 2,84+0,28

Statistické vyhodnoceni probéhlo na zakladé neparametrického Kruskal-Wallisova testu

Mortalita larev vykazovala pomérné jednoznacny trend. Nejvyssi hodnoty byly
dosahovany pii pouziti spor Bba 1101 ziskanych z 10°C, nasledovala varianta vychazejici z
produkce spor ziskanych z 15°C. Nejpomalejsi byl priabéh mortality s pouzitim inokula
z 20°C, kdy nedoslo k dosazeni 100% mortality ani po 20 dnech biotestu.

Graf 22 Uginnost houby B. bassiana kmen Bba 1101 produkované v riiznych teplotich na
larvy T. molitor v teploté 10°C.
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*Mortalita v kontrolnich variantach se pohybovala v rozmezi 0-5%.

Vyvoj houby na larvach T. molitor byl nejrychlejsi pii pouziti spor vyprodukovanych
v 10°C. Na mrtvych larvach se projevila plnéd sporulace po pouziti spor Bba 1101 ziskanych
Vv teplotdch 10 a 15°C. To se ukézalo vyrazné i pii provedeni statistické analyzy, ktera
potvrdila odlisnost variant z téchto dvou produk¢nich teplot od vSech ostatnich, nikoliv vSak
mezi sebou. U ostatnich variant byl zaznamenan povrchovy riist mycelia na hostitelskych
larvach, ne vSak jeho sporulace. Provedeme-li statistické zhodnoceni priitbé¢hu vyvoje po 6
dnech trvani biotestu zjistime, ze v pfipadé pouziti spor z 10 a 15°C nebyly nalezeny
statisticky vyznamné rozdily. To ovSem neplati u ostatnich teplot, kde se varianta z 20°C
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odliSovala od varianty z 25°C a 30°C (p=0,0227) (H, n=100=22,5432; p=0,0002). Pokud se
podivame zhruba do poloviny prubéhu testu, na 12. den, tak dojde k vétSimu rozdéleni
vysledktl (Hn=100=32,6052; p=0,0000), hlavné u variant zalozenych s inokulem ze 30°C.
Zde jsou prikazné rozdily u vSech teplot, s vyjimkou 20°C (10°C: p=0,0000; 15°C: p=0,0011
a25°C: p=0,0211).

Tabulka 68 Vyvoj houby B. bassiana kmen Bba 1101 v prubéhu testu virulence na larvach
T. molitor v teploté 10°C (FDI£SE).

Délka biotestu Teplota produkce inokula (°C)
(dny) 10 15 20 25 30
4 0,25+0,30 0,08+0,18 0,35+0,29 0,10+0,21 0,10+0,21
6 0,48+0,47 0,40+0,31 0,48+0,34 0,13+0,22 0,13+0,22
8 0,90+0,55 0,65+0,52 0,68+0,47 0,31+0,26 0,13+0,22
10 1,38+0,78 0,68+0,49 0,68+0,47 0,60+0,50 0,25+0,26
12 1,70+1,02 1,15+0,33 0,70+0,50 1,00+0,46 0,65+1,13
14 1,88+1,01 1,53+0,70 0,93+0,52 1,23+0,60 0,98+0,68
16 2,23+0,82 1,95+0,72 1,23+0,72 1,45+0,28 1,45+0,65
18 2,83+0,37 2,48+0,66 1,40+0,79 1,70+0,30 1,53+0,66
20 2,88+0,32 3,00 1,68+0,71 2,28+0,55 1,95+0,48

Statistické vyhodnoceni probéhlo na zakladé neparametrického Kruskal-Wallisova testu

Prabéh hodnot FDI byl nasledné vyjadien pomoci polynomickych regresnich kiivek.
Z grafu 23 lze vy¢ist, ze nejrychlejsiho prubéhu bylo dosaZeno u varianty zalozené se sporami
ziskanymi z 10°C. Pomoci regresnich rovnic vyplyvajicich z uvedeného grafu byl vypocten
Cas, za ktery dosahl vyvoj houby hodnoty 1,5. Tato hodnota je velmi dulezitd, nebot’
podminuje nevratnou infekci patogenem.

Graf 23 Regresni kiivky vyjadiujici pribéh virulence houby B. bassiana kmen Bba 1101
v teploté 10°C, spory produkované v riznych teplotach.
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V piipad¢ pribehu biotestu v 10°C bylo nejrychlejSiho pribehu infekce dosazeno
s pouzitim spor ziskanych z 10°C. Rozdil v délce intervalu od zahajeni biotestu az po
dosazeni hodnoty FDI 1,5 je pomérné¢ vyrazny, vzhledem k tomu ze u zminované teploty
10°C bylo potieba 11,18 dnti, zatimco nejdelsi interval byl 18,70 dnd v pfipadé inokula
pochézejiciho z 20°C. Dale je patrna kratSi doba, oproti ostatnim variantam, i u varianty
zakladané s inokulem vyprodukovanym v 15°C.

Tabulka 69 Vyjadreni délky prubéhu biotestu virulence houby B. bassiana kmen Bba 1101
na larvach T. molitor potiebné k dosazeni hodnoty FDI 1,5.

Teplota produkce inokula (°C) Polynomické regresni rovnice R? da*
10 y=-0,001x*+0,1971-0,5791 0,9887 11,18
15 y=0,0068x°+0,0156-0,0208 0,9943 13,85
20 y=0,0036x%-0,0073x+0,378 0,9773 18,70
25 y=0,0038x?+0,0443x-0,2103 0,9868 16,17
30 y=0,0061x°-0,0215x+0,012 0,9735 17,48

*pocet dnii potiebny pro dosazeni hodnoty FDI 1,5
(R?)-koeficient spolehlivosti

Radialni rist stfedovych kultur v teplot¢ 10°C byl hodnocen tfemi zékladnimi
parametry (pramér kultury, plocha kultury a vytéznost). Pramér kultur se pohyboval
vrozmezi 20,00 (inokulum z 10°C) az 25,50mm (inokulum z 15°C). Mezi kazdym
jednotlivym rozmérem byly nalezeny statisticky vyznamné rozdily (F ,75=243,22; p=0,0000).
Od priméru kultur se samoziejmé odviji 1 plocha celé kultury. U této kategorie se hodnoty
pohybovaly v rozmezi 314,16-510,71mm?. A&koli byly prikazné rozdily ve velikosti kultur,
co se tykalo vyt&Znosti spor/mm? nebyl mezi jednotlivymi variantami nalezen statisticky
vyznamny rozdil (F4 5 =1,6814; p=0,2885). V piipadé vytéznosti z 1 mm?® kultury se
neprojevil vliv teploty produkce inokula na vyslednou hodnotu. Mnozstvi ziskanych spor
piepodtené na 1mm? se pohybovalo od 1,11x10° (30°C) do 1,82x10° (20°C).

Tabulka 70 Porovnani radialniho ristu a produk¢nich parametri stfedovych kultur houby
B. bassiana kmen Bba 1101 po kultivaci v teploté¢ 10°C (21 dnt).

gfé)(}ﬁtkie °C) Pramér kultury (mm) Plocha kultury (mm?) Vytéznost spor/mm?
10 20,00+0,00 e 314,16+0,00 6,23+4,49 (1,73x10°) a
15 25,50+0,52 a 510,71+0,00 6,13%0,00 (1,35x10°) a
20 21,56+0,73 c 365,19+6,35 6,26+4,18 (1,82x10°) a
25 20,63+0,62 d 334,1548,10 6,18+3,66 (1,50x10°) a
30 22,2540,58 b 388,82+0,00 6,02+5,56 (1,11x10°) a

o

a,b,c — hodnoty v jednom sloupci oznaCené stejnym malym pismenem nejsou statisticky rozdilné na zakladé

ANOVA a Tukeyho HSD testu, 0<0,05

Na nasledujicim grafu je zndzornén vztah plochy sttedové kultury (mm?) a vytéZnosti
spor z Imm?. V piipadé tohoto parametru byly zvyhodnény vétsi kultury, které v celkovém
mnozstvi spor dosahly vySSich absolutnich hodnot. Hodnoty se pohybuji od
5,02x10%por/kulturu u inokula ziskaného z 25°C po 6,91x10%por/kulturu u inokula
vyprodukovaného v 15°C.
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Graf 24  Plocha kultur a vytéznost spor houby B. bassiana kmen Bba 1101 po kultivaci
Vv teploté 10°C (21 dnu).
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5.4.2. Vliv teploty produkce inokula na zménu kvalitativnich a kvantitativnich
ukazateli sledovanych v teploté 15°C

V teploté 15°C byl patrny vliv zvySujici se teploty, ktera ovliviiuje vSechny provadéné
testy. Je to patrné jiz na prvnich testech, které se tykaly hodnoceni kli¢ivosti. Pfi hodnoceni
po 24 hodinach bylo dosazeno 100% kli¢ivosti u spor ziskanych z 10°C a kli¢ivost vys$si nez
90%, konkrétn¢ 92,82% u varianty vychazejici z inokula ziskaného z 15°C. U variant
zalozenych se sporami z teplot 20-30°C bylo k dosazeni 100% kli¢ivosti potieba 72 hodin.
V ramci statistického hodnoceni byly po 24 hodinach jednotlivé hodnoty prokazatelné odlisné
F,5=593,53; p=0,0000. Po 48 hodinach se hodnoty vyrovnaly F5=2,0921; p=0,21944).

Tabulka 71 Vliv teploty produkce inokula na kli¢ivosti spor houby B. bassiana kmen Bba
1101 v pribehu testu v teploté 15°C (klic¢ivost % +SE).

Délka biotestu Teplota produkce inokula (°C)

(hod) 10 15 20 25 30
24 100 a 92,82+147 b 36,24+039 d 60,34+0,34 ¢ 63,93x1,79 c
48 100 a 94,57+2,49 a  95,75+0,05 a 97,12+2,88 a
72 100 y 100 Y 100 y

a,b,c — hodnoty v jednom tadku oznaCené stejnym malym pismenem nejsou statisticky rozdilné na zakladé
ANOVA a Tukeyho HSD testu, 0<0,05
y hodnoceni nebylo mozno provést z divodu malého rozptylu mnoziny

U rychlosti vyvoje houby B. bassiana kmen Bba 1101 na vodnim agaru nebyly po 24
hodinach biotestu vyrazné rozdily mezi variantami zaloZenymi se sporami vyprodukovanymi
v 10 a 15°C, coz potvrzuje i statistické vyhodnoceni H, n=1058)=392,5462; p=0,0000). Rovnéz
mezi sporami z produkénich teplot 25 a 30°C nebyl statisticky prukazny rozdil. U vsech
ostatnich variant byl tento rozdil statisticky prokazatelny (p=0,0000). Po 48 hodinach biotestu
se hodnoty u spor ziskanych z 20°C odlisovaly od vsech ostatnich (p Vv rozmezi 0,0000-
0,0061) a hodnoty u spor ziskanych z 25°C se rovnéz odliSovaly od vSech ostatnich
s vyjimkou hodnot ziskanych u spor z teploty 30°C H 4, n=1046)=172,2539; p=0,0000.
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Tabulka 72 Ovlivnéni vyvoje houby B. bassiana kmen Bba 1101 teplotou produkce inokula,
biotest probihajici v teploté 15°C (GI 24+£SE).

Délka biotestu Teplota produkce inokula (°C)
(hod) 10 15 20 25 30
24 1,49+0,45 1,30+0,63 0,27+0,41 0,65+0,62 0,74+0,69
48 2,00+0,00 2,00£0,00 1,66+0,57 1,82+0,49 1,91+0,34
72 2,11+0,21 2,56+0,16 1,98+0,11 2,08+0,20 2,34+0,23
96 3,00 3,00 2,00+0,00 3,00 3,00
120 2,25+0,27
144 3,00

Statistické vyhodnoceni probg&hlo na zakladé neparametrického Kruskal-Wallisova testu

Po 4 dnech biotestu provadéného na larvach T. molitor byly statisticky prukazné
rozdily mezi pokusy zalozenymi s inokulem z teploty 10°C a ostatnimi teplotami (H(s, n=100);
p=0,0002), s vyjimkou varianty z teploty 25°C. U variant z téchto dvou teplot byly hodnoty
témet shodné (0,80 z 10°C a 0,78 z 25°C). Ostatni hodnoty byly vyrazné nizsi. Po 8 dnech
biotestu bylo u variant z teplot 10 a 15°C dosazeno shodnych hodnot (1,90), které se vSak
vyrazné¢ odliSovaly od vsSech ostatnich, coz bylo opét potvrzeno i statistickym hodnocenim
(H (4 n=100); P=0,0000). V dalsim prubéhu biotestu se pak vyraznéji odlisily hodnoty rychlosti
vyvoje u variant, ve kterych byly spor vyprodukované v teploté¢ 15°C (2,65 po 10 dnech,
p v rozmezi 0,0000-0,0074) a dalsi tendence dospély k tomu, Ze po 14 dnech uz se vyznamné
odliSovaly pouze vysledky ziskané u variant pochazejicich z teploty 20°C (p=0,0002-0,0043)
(H (4n=100=44,7767; p=0,0000). To platilo jest¢ po 16 dnech, po 18 dnech nebyly mezi
variantami prokazatelné odlisnosti.

Tabulka 73 Vliv teploty produkce inokula na vyvoj houby B. bassiana kmen Bba 1101 na
larvach T. molitor v prubéhu biotesti v 15°C (FDI+SE).

Délka biotestu Teplota produkce inokula (°C)
(dny) 10 15 20 25 30
4 0,80+0,47 0,33+0,24 0,28+0,26 0,78+0,55 0,23+0,26
6 1,75+0,50 1,23+0,57 0,45+0,48 0,98+0,48 0,58+0,52
8 1,90+0,53 1,90+0,50 0,83+0.,41 1,15+0,40 0,73%0,60
10 2,2040,66 2,65+0,63 1,28+0,80 1,78+0,41 1,78+0,91
12 3,00 2,75+0,47 1,63+0,92 2,80+0,44 2,10+0,74
14 3,00 1,90+0,88 2,88+0,32 2,73+0,47
16 2,25+0,77 3,00 3,00
18 2,68+0,49
20 2,85+0,40

Statistické vyhodnoceni probéhlo na zakladé neparametrického Kruskal-Wallisova testu

Pti porovnani FDI u variant z produkénich teplot 10 a 20°C, u kterych byl rozdil
v rychlosti vyvoje nejzietelngjsi zjistime, ze se vV dosazeni hodnoty FDI 1,5 lisily o 5,36 dne
(6,18 u 10°C a 11,54 u 20°C). Mortalita larev T. molitor se opét odvijela od produkéni teploty
spor. Nejrychleji bylo 100% mrtvych larev dosazeno pi#i pouziti inokula z 15°C (8 dnu).
Nejdelsi interval vyzadovaly varianty ze spor vyprodukovanych ve 20°C (16 dnti). V tomto
ptipadé tedy nebyly hodnoty mortality pfimo ovlivnény teplotou produkce inokula. Ostatni
varianty se pohybovaly v rozmezi 10 (25°C) az 12 dna (10 a 30°C). V kontrolnich vzorcich
byla zaznamenana mortalita maximalné 10%.
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Tabulka 74 Vyjadieni dosazeni hodnoty vyvoje (FDI 1,5) houby B. bassiana kmen Bba 1101
pomoci regresnich rovnic.

Teplota produkee inokula (°C) Polynomické regresni rovnice R® d*
10 y=-0,0027x°+0,2854x-0,16 0,9311 6,18
15 y=-0,0248x*+0,7131x-2,1471 0,9935 6,65
20 y=-0,0005x?+0,1817x-0,5302 0,9948 11,54
25 y=0,0038x%+0,1882x-0,2086 0,8500 7,84
30 y=0,0016x%+0,2174x-0,7731 0,9712 9,76

*pocet dnii potiebny pro dosazeni hodnoty FDI 1,5
(R?)-koeficient spolehlivosti

Graf 25 Porovnani prubéhu vyvoje houby B. bassiana kmen Bba 1101 na larvach T. molitor,
znazornéni tendence vyvoje pomoci polynomické regresni kiivky.
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Tabulka 75 Porovnani vlivu teploty produkce inokula na rustové a vynosové parametry
sttedovych kultur houby B. bassiana kmen Bba 1101 v teploté 15°C.

gf(f’(:ﬁfie ey Pramér kulury (mm) Plocha kultury (mm?) Vyt&znost spor/mm?
10 32,75£0,68 c 842,40:6,43 6,6124.83 (4,09x109) a
15 41.13£0,96 a 1328.62+40,37 6,13:4.99 (134x10%) c
20 39.0741,07 b 12010241408 6.49+5.57 (3.09x10%) ab
25 38.94+1 24 b 11907941147 6.38+5.34 (2.42x109) ab
30 39.93:1.90  ab 1258.27440.60 6.29+5.47 (1.95x10%) be

a,b,c — hodnoty v jednom sloupci oznaéené stejnym malym pismenem nejsou statisticky rozdilné na zakladé
ANOVA a Tukeyho HSD testu, 0<0,05

Vynosové parametry byly pozitivné ovlivnény produkei spor v teploté 10°C, kde byl
primér kultury a tedy i jeji plocha Vporovnani s ostatnimi variantami nejmensi
(Fa71=113,10; p=0,0000), oviem vyt&znost ziskana z 1Imm? byla nejvy3si a dosahla hodnoty
4,09x10°% spor. Opacény trend byl zjitén u spor vyprodukovanych v teploté 15°C, V této
varianté bylo dosaZeno nejvétsi plochy kultury, avSak nejniz§iho vynosu spor/mm?, coz bylo
prokazano i statisticky (F(, 5=17,843; p=0,0037). U vSech variant se jednalo o rozptyl v ramci
jednoho ¥adu, hodnoty se pohybovaly v rozmezi 1,34-4,09x10° spor/mm?.

Graf 27 Vliv teploty produkce na vytéznost spor houby B. bassiana kmen Bba 1101
kultivovanych v 15°C.
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5.4.3. Vliv teploty produkce inokula na zménu Kkvalitativnich a kvantitativnich
ukazateli sledovanych v teploté 20°C

Biotesty v této teploté probihaly vétsinou rychleji a ziskané vynosové hodnoty byly
v nékterych ptipadech nejvyssi ze vSech variant. Doslo k vyraznému ovlivnéni kvalitativnich
a kvantitativnich parametrii spor Bba 1101 v zavislosti na produkéni teploté spor. U kli€ivosti
bylo 100% hodnoty dosazeno jiz po 24 hodinach a to u varianty zakladané s inokulem
ziskanym v 10°C. U ostatnich variant byla potfebnd dvojnasobna doba k dosaZeni stejného
vysledku. OvSem i zde byla jiz po 24 hodindch nejniz§i hodnota 91,65% u teploty 25°C,
ostatni se pohybovaly v rozmezi 98,57-99,56% (graf 37).

Graf 28  Vliv teploty produkce inokula na kli¢ivost spor houby B. bassiana kmen Bba 1101
v prubehu kultivace v teploté 20°C.
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hranici GI 1,5. Nejrychlejsi vyvoj byl, stejné jako tomu bylo u kliivosti, u spor
produkovanych Vv 10°C. Podle statistickych parametri se po 24 hodindch vyznamné
odlisovaly hodnoty ziskané u variant zakladanych z inokulem z teplot 20 a 25°C od vSech
ostatnich (p=0,0000-0,0134) (H, n=1066; P=0,0000). Po 48 hodinach byl vyznamny rozdil
mezi viemi zjisténymi hodnotami H, n=1008)=750; p=0,0000).

Tabulka 76 Ovlivnéni vyvoje houby B. bassiana kmen Bba 1101 teplotou produkce inokula,

biotesty probihaly v teploté 20°C (GI 24+SE).
Teplota produkce inokula (°C)

Délka biotestu (hod) 10 15 20 55 30
24 1,94+0,24 1,96+0,19 1,60+0,49 1,64+0,64 1,93+0,29
48 3,00 2,50+0,00 2,01+0,07 2,61£0,21 2,65+0,23
72 3,00 3,00 3,00 3,00

Statistické vyhodnoceni probg&hlo na zakladé neparametrického Kruskal-Wallisova testu

93



Experimentalni cast

V teploté 20°C se vyrazné¢ zkratila doba potfebna pro cely vyvojovy cyklus houby
B. bassiana na larvach T. molitor. V ramci biotestt bylo dosazeno plné sporulace u vsech
variant v rozmezi 10 az 14 dnt. U nizkych produk¢nich teplot bylo dosazeno hodnoty FDI 3
(plna sporulace) po 10 dnech. Nejdelsi dobu potiebovala houba k plné sporulaci u varianty
zalozené se sporami ziskanymi z 25°C. Rychlejsi vyvojovy trend dokazuji i vysledky
statistického hodnoceni, ze kterych je patrné, ze po 4 dnech biotestu byly hodnoty u houby
vyprodukované v 10°C vyznamné odlisné od vSech ostatnich H, n=100)=34,7765; p=0,0000).
Po 6 dnech se srovnaly hodnoty u variant ze spor ziskanych z 10 a 15°C a po produkci spor
v 15°C byla zjisténa odlisnost od produkce ve 25 a 30°C (p=0,0011 a p=0,0095). Ostatni
hodnoty zlstaly stdle bez vyraznych rozdild (Hgu, n=100); P=0,0000). V nasledujicich dnech
prabéhu biotestu se hodnoty zacaly vzajemné ptiblizovat, po 8 dnech se odliSovaly jiz pouze
spory pochazejici z teploty 15 a 30°C (p=0,0408) a po 10 dnech nebyl mezi jednotlivymi
variantami zadny statisticky prokazatelny rozdil.

Tabulka 77 Vliv teploty produkce spor houby B. bassiana kmen Bba 1101 na jejich nasledny
vyvoj na larvach T. molitor v teploté 20°C (FDI+SE).

Teplota produkce inokula (°C)

Délka biotestu (dny) 10 15 20 5 30
4 1,63+0,46 1,08+0,47 0,88+0,60 0,83+0,41 0,53+0,50
6 2,83+0,29 2,28+0,68 1,83+0,65 1,33+£0,34 1,35+0,76
8 2,90+0,21 2,90+0,26 2,50+0,58 2,53+0,53 2,33+0,71
10 3,00 3,00 2,95+0,15 2,80+0,30 2,88+0,22
12 3,00 2,93+0,18 3,00
14 3,00

Statistické vyhodnoceni probéhlo na zakladé neparametrického Kruskal-Wallisova testu

Rychlejsi nastup infekce se projevil i vyssi mortalitou larev T. molitor, ktera byla po
pouziti spor ziskanych z 10 a 15°C 100% jiz po 4, respektive 6 dnech. Nejdelsi interval se
projevil po produkci spor ve 20°C, kdy se doba prodlouzila na 10 dnd, ov§em i zde byla jiz po
6 dnech mortalita vyssi nez 90%. V kontrolnich variantach se projevila nizka mortalita, ktera
dosahovala maximalné 10% mrtvych larev potemnika moué¢ného.

Graf29  Vliv rizné teploty produkce spor na mortalitu larev T. molitor vyvolanou houbou
B. bassiana kmen Bba 1101 v teploté 20°C.
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Délka casového intervalu nutna pro dosazeni hodnoty FDI 1,5 V porovnani
s predchozimi testy znateln¢ poklesla. Nejkratsi vypocteny cas byl 3,72 dnt zjistén po pouziti
spor ziskanych v 10°C, nejdelsi pak 6,01 dne po pouziti spor ziskanych ve 30°C. V piipadé
biotestti probihajicich ve 20°C byla vidét tendence postupného nartstani ¢asu nezbytného pro
zahajeni saprotrofni faze vyvojového cyklu. Na grafu 30 je pomoci trendovych kiivek
(polynomické regrese) znazornén prabéh vyvojového cyklu. Tyto kfivky postupné protinaji
hodnotu oznacujici FDI 1,5 ve vzestupném potadi teplot produkce inokula od 10 do 30°C.

Graf 30 Prabéh vyvoje houby B. bassiana kmen Bba 1101 na larvach T. molitor vyjadieny
pomoci regresnich kiivek, v riznych ¢asech protinaji hodnotu FDI 1,5.

3,0
* /-%
2,5

o ///l/ /
- T
Ny 7

Ny \ \

2 4 6

Primérny FD Index

0o

10

Délka biotestu (dny)

e 10°C W 15°C A 20°C = 25°C @ 30°C e=ssFD|1,5

Pfi vyjadieni doby potiebné pro dosazeni hodnoty FDI 1,5 pomoci polynomické
regrese byl zjistén vysoky koeficientu spolehlivosti, ktery se pohyboval minimalné na
hodnoté 0,9471.

Tabulka 78 Vyjadieni doby potiebné pro zahdjeni saprotrofni faze vyvojového cyklu spor
houby B. bassiana kmen Bba 1101 v teploté 20°C.

Teplota produkce inokula (°C) Polynomické regresni rovnice R® d*

10 y=-0,0688x"+1,1725x-1,9075 0,9471 3,72
15 y=-0,0687x%+1,2825x-2,9525 0,9999 4,46
20 y=-0,0362x%+0,8473x-1,945 0,9993 5,24
25 y=-0,0287x%+0,7442x-1,8061 0,9638 5,69
30 y=-0,0326x%+0,8448x-2.3985 0,9915 6,01

*pocet dnii potiebny pro dosazeni hodnoty FDI 1,5
(R?)-koeficient spolehlivosti
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Tabulka 79 Zhodnoceni vlivu teploty produkce na kvantitativni parametry stiedovych kultur
kultivovanych v teploté 20°C.

gf(ﬁ:ﬂrie °C) Primér kultury (mm) Plocha kultury (mm?) Vyt&Znost spor/mm®

10 43,43+0,94 c 1479,10+15,62 6,72+5,45 (5,23x10°) a
15 45,25+0,77 b 1608,16+8,88 6,58+5,30 (3,77x10°) a
20 42,88+1,86 c 1444,21+50,51 6,61+5,89 (4,11x10°) a
25 36,94+0,93 d 1071,61+10,88 6,76+5,27 (5,73x10°) a
30 50,94+1,48 a 2038,34+65,01 6,33+5,11 (2,11x10°%) b

a,b,c — hodnoty v jednom sloupci oznaéené stejnym malym pismenem nejsou statisticky rozdilné na zakladé
ANOVA a Tukey HSD testu , a < 0,05

Graf 31 Vytéznost spor houby B. bassiana kmen Bba 1101 v zavislosti na teploté produkce
inokula (testy ve 20°C).
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Ze spor vyprodukovanych v teplotich 10 a 20°C vznikly prakticky stejné velké
kultury, u ostatnich variant byly nalezeny statisticky prikazné rozdily (Fa, 73=249,99;
p=0,0000). Pfesto nejmensiho priméru dosahly kultury zaloZené s inokulem ziskanym z 15°C
(36,94mm), nejvyssiho pak kultury vzniklé s pouzitim spor ze 30°C (50,94mm). Nicméné je
tieba zdUraznit, ze ackoli ze spor vyprodukovanych ve 25°C vznikla kultura o nejmensi plose,
bylo u této varianty dosaZeno nejvyssi vyt&Znosti spor na lmm? (5,73x10°). Ziskané hodnoty
vytéznosti z jednotlivych teplot produkce sice dosdhly statisticky prikazné odliSnosti
(F@a, 5=16,473; p=0,0044), ta se vSak tykala pouze produkéni teploty 30°C. Hodnoty se
pohybovaly v rozmezi 2,11-5,73x10° spor/mm?. Velikosti stfedovych kultur v ramci jedné
produkéni teploty byly pomérné vyrovnané. V priitbéhu méteni nebyly zaznamenany vyrazné
rozdily mezi velikostmi ploch Kultur. Nejvétsi plochy, u kterych bylo zaznamenano nejnizsi
mnozstvi vyprodukovanych spor, byly u kultur vzniklych pfi pouZiti suspenze spor ziskané ze

30°C.
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5.4.4. Vliv teploty produkce inokula na zménu Kkvalitativnich a kvantitativnich
ukazateli sledovanych v teploté 25°C

Testy provadéné v teploté 25°C mély v nékterych fazich velmi podobny prubéh jako
tomu bylo ve 20°C. Obdobny pribéh se tykal predevsim testu kli¢ivost, mezi jejimiz
hodnotami nebyly nalezeny Zzadné statisticky vyznamné rozdily. Nejniz$i hodnota po 24
hodinach biotestu byla zjisténa po pouziti spor z produkéni teploty 25°C (96,76%), ostatni
hodnoty se pohybovaly nad hranici 99%.

Co se tyka vyvoje houby vramci tohoto biotestu lze fici, Ze byl rychlejsi nez
Vv ptedchozich piipadech. PIné sporulace mycelia bylo dosazeno jiz po 48 hodinach kultivace
u vsech testovanych produkénich teplot a nebyly zde zaznamenany vyrazné rozdily ani mezi
jednotlivymi variantami po 24 hodinach biotestu. Hodnoty se nachazely v rozpéti 1,88-2,00
(H (4, N=1049) =50,90188 p :0,0000).

Tabulka 80 Vyvoj houby B. bassiana kmen Bba 1101 ovlivnény teplotou produkce, testy
hodnocené v teploté 25°C (Gl 24+SE).

Délka biotestu Teplota produkce inokula (°C)

(hod) 10 15 20 25 30

24 2,00+£0,00 1,98+0,11 1,97+0,14 1,88+0,40 1,99+0,10
48 3,00 3,00 3,00 3,00 3,00

Statistické vyhodnoceni probéhlo na zakladé neparametrického Kruskal-Wallisova testu

Mortalita larev hostitelského organismu vyvolana sporami kmene Bba 1101 byla
vysokd, jiz po 6 dnech biotestu dosdhla hranice 100% s pouzitim spor Vyprodukovanych
Vv teplotach 10 a 15°C, u spor ziskanych z teplot 20 a 30°C bylo této hodnoty dosazeno po 8
dnech biotestu. Vyjimku zde tvofily pouze spory ziskané z 25°C. | v tomto piipad¢ se ale
hodnoty pohybovaly nad hranici 85% mortality po 8 dnech biotestu.

Graf 32  Vliv teploty produkce inokula na Gi¢innost houby B. bassiana kmen Bba 1101 na
larvy T. molitor v teploté 25°C.
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Pii hodnoceni vyvoje houby B. bassiana na larvach T. molitor byl zjistén rychly
pribéh. Cely vyvojovy cyklus byl ukonéen plnou sporulaci mycelia po 10 resp. 12 dnech
biotestu, pouze u spor ziskanych z teploty 25°C byl vyvoj pomalejsi. Pfesto, ze bylo dosazeno
zahdjeni ristu kompaktniho mycelia na povrchu tél larev, nebylo v této varianté dosazeno
plné sporulace. V pribéhu 20 dnt, po které trval biotest doslo k objeveni spor na myceliu
pouze na nékolika hodnocenych larvach. Pro tento jev bohuzel neméme vysvétleni.

Na pocatku biotestu byl vyvoj houby po produkci v 10 a 15°C prokazatelné odlisny od
variant vyprodukovanych v teplotach 25 a 30°C (Hs, n=100)=37,3293; p=0,0000). Po 10 dnech
se hodnoty vyrovnaly a zlstala pouze odliSnost mezi variantami ziskanymi z 25°C a ostatnimi
variantami H, n=100=78,7603; p=0,0000.

Tabulka 81 Vliv teploty produkce inokula na vyvoj houby B. bassiana kmen Bba 1101 na
larvach T. molitor pii kultivaci v teploté 25°C (FDI+SE).

Teplota produkce inokula (°C)

Délka biotestu (dny)

10 15 20 25 30
4 1.45+0.,58 1.45+0.46 1,0520.69 0,40=0.38 0,75+0,57
6 2,65+0,37 2.60+0,45 2.00+0,76 1,00+0,46 1,650,80
8 2.85+0,24 2.93+0,24 2.,53+0,60 1,65+0.78 2.3540,59
10 3,00 3,00 2,95+0,15 1,68+0,61 2,88+0,22
12 3,00 1,7340,72 3,00
14 1.80+0,52
16 1,80+0,52
18 1,85+0,54
20 1,90+0,39

Statistické vyhodnoceni probéhlo na zakladé neparametrického Kruskal-Wallisova testu

S pomalejsim vyvojem houby B. bassiana kmen Bba 1101 ziskané z 25°C samoziejmé
souvisi i prodlouzeni doby, ve které bylo dosazeno klicové hodnoty FDI 1,5. K oddéleni
tohoto terminu doSlo v priméru téméf o dvojnasobek doby Vv porovnani s variantami z
ostatnich teplot. Jeho hodnota byla 9,15 dne. U ostatnich variant bylo této hodnoty dosazeno
ve velmi kratkém casovém useku, nejkratsi byl 3,78 dnt u variant ziskanych z teploty 10°C,
ostatni se pohybovaly v rozmezi 4,03-5,58 dne. Pii vypoctu téchto hodnot bylo dosazeno
vysoké spolehlivosti vysledkt, koeficient se pohyboval nad hranici 0,90 coz znamena, ze
hodnoty jsou velmi piesné.

Tabulka 82 Vliv teploty produkce inokula na dobu potfebnou pro dosazeni hodnoty vyvoje
houby B. bassiana kmen Bba 1101 1,5 v teploté 25°C.

Teplota produkce inokula (°C) Polynomické regresni rovnice R® d*

10 y=-0,0656x"+1,1613x-2,0975 0,9699 3,78
15 y=-0,0672x%+1,1894x-2,2038 0,9893 4,03
20 y=-0,0339x%+0,7854x-1,535 0,9979 4,90
25 y=-0,0098x%+0,3102x-0,5182 0,9058 9,15
30 y=-0,0308x°+0,7791x-1,89 0,9986 5,58

*pocet dnii potiebny pro dosazeni hodnoty FDI 1,5
(R?)-koeficient spolehlivosti
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Graf 33 Doba potiebna pro dosazeni hodnoty vyvoje houby B. bassiana kmen Bba 1101 na
larvach T. molitor 1,5.
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Tabulka 83 Produk¢éni parametry stfedovych kultur ziskané v teploté 25°C zinokula
vyprodukovaného v rtiznych teplotach.

;fc?dlﬁtkie Q) Pramér kultury (mm) Plocha kultury (mm?) Vyt&znost spor/mm?
10 44,25+0,77 b 1537,91£17,38 6,68+5,07 (4,74x10°) ab
15 45,31+0,48 b 1612,63+13,35 6,66+5,50 (4,54x10°) ab
20 45,64+2,10 b 1642,68+43,40 6,72+5,28 (5,25x10°) a
25 40,13+2,28 c 1264,95+47,27 6,71+4.,43 (5,10x10°) a
30 54,00+1,96 a 2283,43+49,40 6,59+5,16 (3,86x10°) b

a,b,c — hodnoty v jednom sloupci oznaCené stejnym malym pismenem nejsou statisticky rozdilné na zakladé
ANOVA a Tukey HSD testu , a < 0,05

V radialnim ristu sttedovych kultur byly zjistény vyrazné rozdily oproti predchozim
testim. Priméry stfedovych kultur dosahovaly nejvysSich hodnot ze vsech hodnocenych
variant. Nejvétsi primér byl zaznamenan po pouziti spor ziskanych z teploty 30°C, nejnizsi
naopak po pouziti spor vyprodukovanych v teploté¢ 25°C. Mezi hodnotami byly statisticky
prikazné rozdily F71y=134,67; p=0,0000. Z nejvétsi plochy bylo ziskdno vyznamné niz$i
mnozstvi spor na Imm® neZ tomu bylo u nejmensi kultury. U vétSiny pfipadi je toto mnozstvi
kompenzovano pravé velikosti kultury. V tomto piipadé je patrné, Ze ackoli u variant
zaloZzenych se sporami ziskanymi z teploty 30°C bylo mnoZstvi spor na Imm? kultury nizké,
z hlediska absolutni vytéznosti pfepoctené na plochu celé kultury bylo dosazeno nejvyssi
hodnoty (8,81x10° spor/kulturu). Vyt&znosti spor na Imm? u variant zaloZenych se sporami
pochazejicimi z 20 a 25°C se prakticky vubec neliSily. Hodnoty ziskané u variant ze spor
vyprodukovanych v 10 a 15°C vykazovaly ¢astecnou statistickou odliSnost F45=8,7944;
p=0,0174.
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Graf 34 Vytéznost spor houby B. bassiana kmen Bba 1101 v teploté 25°C, inokulum
ziskané v riiznych teplotach.
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5.4.5. Vliv teploty produkce inokula na zménu kvalitativnich a kvantitativnich
ukazateli sledovanych v teploté 30°C

V teplot¢ 30°C nastala plnd sporulace u vSech variant jiz po 72 hodinéch.
Vyhodnocovani kli¢ivosti po 24 hodinach ukazalo, ze ve 2 variantich jiz byly vykliceny
vSechny spory (10 a 15°C), v dal$ich pozorovanich, po 48 hodinach ptibyly dalsi 2 varianty
(20 a 30°C) a nakonec u spor ziskanych z teploty 25°C byla zjisténa 100% kli¢ivost po 72
hodinach testu. U posledni jmenované varianty byla vSak kli¢ivost po 48 hodinach jiz
99,13%, varianty tedy neprojevily vyraznou odlisnost.

Graf 35 Vliv teploty produkce inokula na kli¢ivost spor houby B. bassiana kmen Bba 1101
Vv pritbéhu testu ve 30°C.
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Az na odchylku u varianty zalozené ze spor ziskanych z 25°C (1,32) byl i vyvoj houby
B. bassiana na vodnim agaru velmi vyrovnany. Hodnoty se pohybovaly v rozmezi 1,81-1,96
po 24 hodinach (Han=1074=241,5402; p=0,000). Test byl ukonfen po 72 hodinach kdy
vSechny varianty dosahly plné sporulace mycelia. Vitalita spor zdstala i pfes vyssi teplotu
neovlivnéna. V piipadé vyvoje houby nebyl rovnéz zaznamenan ani vliv teploty produkce
spor na jejich nasledny riist a vyvoj v teploté 30°C.

Tabulka 84 Vliv teploty produkce inokula na vyvoj houby B. bassiana kmen Bba 1101
Vv teploté 30°C (GI 24+SE).

Délka biotestu Teplota produkce inokula (°C)

(hod) 10 15 20 25 30

24 1,81+0,38 1,88+0,27 1,96+0,16 1,32+0,69 1,87+0,33
48 2,12+0,21 2,02+0,10 2,12+0,25 2,12+0,32 2,00+0,03
72 3,00 3,00 3,00 3,00 3,00

Statistické vyhodnoceni probé&hlo na zakladé neparametrického Kruskal-Wallisova testu

Pfi hodnoceni vyvoje kmene Bba 1101 na larvach T. molitor byly zvyhodnény varianty
zalozené ze spor z nizsi teploty produkce oproti variantdm z vysSich teplot. Z pocatku
prabéhu biotestu byly hodnoty vyrovnané a nebyl mezi nimi nalezen prokazatelny rozdil ve
prospéch zadné zteplot. Po 8 dnech se projevily prvni rozdily a to mezi variantami
pochazejicimi z teplot 20 a 25°C (p=0,0370) (Han=100=16,9041; p=0,0020). Po 10 dnech se
k tomuto rozdilu piidaly dal$i odli$nosti u spor vyprodukovanych v teploté 25°C, které
zustaly na stejné urovni jako spory ze 30°C a od vSech ostatnich se vyznamné odliSovaly
(HaN=100=29,1979; p=0,0000). V dalsim pozorovani se hodnoty sjednotily a rychlejsi pribéh
vyvoje oproti variantam ziskanym z 25 a 30°C vykazovala pouze varianta zalozenad se
sporami vyprodukovanymi v teploté 10°C, coz platilo az do konce biotestu. V zavéru testu se
odlisily navic jest¢ hodnoty ziskané po pouzitim inokula z20°C (H@n=100=23,9647;
p=0,0001).

Tabulka 85 Prubéh vyvoje houby B. bassiana kmen Bba 1101 na larvach T. molitor v teploté
30°C s pouzitim inokula vyprodukovaného v riznych teplotich (FDI£SE).

Délka biotestu Teplota produkce inokula (°C)
(dny) 10 15 20 25 30
4 0,65+0,40 0,48+0,20 0,70+0,64 0,40+0,35 0,48+0,53
6 1,23+0,55 0,88+0,46 1,10+0,62 0,80+0,38 0,93+0,59
8 1,33+0,59 1,33+0,47 1,50+0,69 0,95+0,28 0,93+0,59
10 1,75+0,77 1,60+0,38 1,90+0,64 0,98+0,26 1,13+0,70
12 2,28+0,83 1,6340,39 1,93+0,63 1,35+0,49 1,35+0,71
14 2,30+0,80 1,78+0,60 1,95+0,61 1,35+0,49 1,35+0,71
16 2,30+0,80 1,93+0,71 1,98+0,55 1,38+0,46 1,40+0,62
18 2,30+0,80 2,03+0,70 1,98+0,55 1,45+0,46 1,43+0,59
20 2,30+0,80 2,13+0,65 2,20+0,70 1,50+0,51 1,50+0,46

Statistické vyhodnoceni probéhlo na zakladé neparametrického Kruskal-Wallisova testu

Pribéh mortality byl pozvoln€jsi nez tomu bylo u predchozich kultivaénich teplot.
Doba potiebna pro dosazeni 100% mortality se prodlouzila na 20 dnt a pii pouziti spor
ziskanych Vv teploté 25°C nebylo ani po ukonceni biotestu dosazeno 100% mortality (max.
95%). Presto byly hodnoty opét vyrovnané, u teploty produkce 15°C byla zjisténa vyssi
pocatecni mortalita neZ u ostatnich variant, v pribéhu casu se vSak rozdily castecné
vyrovnaly.

U biotesti provadénych v teploté 30°C byla zjisténa vys$si mortalita larev T. molitor
Vv kontrolnich variantdch nez tomu bylo u ptedeslych pokusii. Po 10, resp. 12 dnech byla
mortalita v kontrole 15% ve vSech variantach.
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Graf 36  Vyvoj mortality larev T. molitor vyvolané houbou B. bassiana kmen Bba 1101
Vv teploté 30°C, spory produkované v rtiznych teplotach.
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V souvislosti s pomalej$im vyvojem houby na téle mrtvych larev doslo i k prodlouZeni
Casu potifebného pro dosazeni hodnoty FDI 1,5. V nékterych piipadech se tento interval
prodlouZil az na vice nez 18 dnti (18,15 u produkéni teploty 30°C a 18,20 u produkéni teploty
25°C). Nizsi hodnoty zlstavaly u variant zaloZzenych ze spor vyprodukovanych v teplotach 10
a 20°C (7,91 a 8,35 dne), u spor ziskanych z teploty 15°C se hodnota nachazela zhruba
V poloviné hodnotici doby, tedy 10,23 dnf.

Tabulka 86 Vliv teploty produkce inokula na rychlost vyvoje houby B. bassiana kmen Bba
1101 v teplote 30°C.

Teplota produkce inokula (°C) Polynomické regresni rovnice R® d*

10 y=-0,0098x%+0,337x-0,5527 0,9678 7,91
15 y=-0,0062x°+0,2431x-0,3377 0,9791 10,23
20 y=-0,0079x%+0,2687x-0,1923 0,9458 8,35
25 y=-0,0039x%+0,1577x-0,1075 0,9624 18,20
30 y=-0,0035x%+0,1433x+0,0521 0,9543 18,15

*pocet dnii potiebny pro dosazeni hodnoty FDI 1,5
(R?)-koeficient spolehlivosti

Tabulka 87 Radialni rast kultur a vytéznosti spor houby B. bassiana kmen Bba 1101 ziskané
Vv teploté€ 30°C z inokula vyprodukovaného v riiznych teplotach.

;f(?(}ﬁtkie 0) Pramér kultury (mm) Plocha kultury (mm?) Vytéznost spor/mm?

10 21,4410.89 a 361,02£10,52 4,69+3,74 (4,92x10%) c
15 20,06+0,57 bc 316,13+1,97 5,29+3,79 (1,97x10°) a
20 18,63+1,20 d 272,75+18,29 4714354 (5,13x10%) c
25 20,63+0,96 ab 334,1548,10 5,03+3,69 (1,08X105) b
30 19,56+0,51 c 300,57+1,92 4,833,065 (6,71x10%) c

a,b,c — hodnoty v jednom sloupci oznaCené stejnym malym pismenem nejsou statisticky rozdilné na zakladé
ANOVA a Tukey HSD testu, o < 0,05
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Po 21 dnech byl vyhodnocen ristovy potencial houby B. bassiana v teploté 30°C.
Kultury mély v nékterych ptipadech srovnatelnou velikost s kulturami péstovanymi v teploté
10°C, ovSem z hlediska vytéznosti se hodnoty pohybovaly ha mnohem niz$i trovni. Pramér
kultur byl v rozmezi 18,63 a 21,44mm (nejvétsi kultury byly ziskané u varianty produkce
inokula v 10°C) a mezi jednotlivymi hodnotami byly prokazatelné rozdily (F75=24,098;
p=0,0000). Co se tyka hodnot vytéznosti, tak ty se v tomto biotestu pohybovaly jiz na Grovni
dvou ftada, rozpéti hodnot bylo 5,13x10%-1,97x10° spor/mmz. Tento rozdil samoziejmé
znamend statisticky prikazné odliSnosti mezi jednotlivymi variantami (F5=84,910;
p=0,0000). Nejnizs$i hodnota vytéznosti a zaroven i nejmensi pramér kultury vznikly ze
suspenze spor vyprodukovanych v teplot¢ 20°C. Podobna situace je i u spor ziskanych z
teploty 30°C.

Produkéni teplota inokula shodna s teplotou kultivace 30°C neprokazala vyhody
v zadném z parametrti. U biotesti probihajicich v této teploté se znateln¢ prodlouzila doba
pottebnd pro usmrceni hostitele a ukonceni vyvojového cyklu houby.

5.4.6. Porovnani vlivu teploty produkce inokula na nasledné parametry ve vsech
kultivaénich teplotach

Vzhledem Kk tomu, Ze v testech byla pouzivana Siroka $kala teplot, tak se jednotlivé
varianty mezi sebou vyrazné liSily. Pro piehlednost bude v nasledujici ¢asti uvedeno
porovnani vlivu produkénich teplot na vlastnosti houby Bba 1101 ve vSech kultiva¢nich
teplotach zéaroven, aby byly zdiraznény jednotlivé rozdily. Z hlediska klic¢ivosti po 24
hodinach lze shrnout, ze teplota produkce inokula méla vyrazny vliv pro naslednou kultivaci v
teplotach 10 a 15°C, zvlasté pak u prvni jmenované. U ostatnich teplot se neprojevil vliv
produkce inokula na nasledné kliceni spor v biotestu.

Pfi statistickém porovnani v ramci jednotlivych kultivacnich teplot byly rozdily
vyjadieny nasledovné : 10°C — F45=189,80; p=0,0000, 15°C — F(5=589,53; p=0,0000, 30°C
— F@5=140,51; p=0,0000, u produkénich teplot 10°C — F=45=1467,6; p=0,0000, 15°C —
F@5=1170,0; p=0,0000, 20°C — F@45=2896,3; p=0,0000, 25°C — F(5=625,96; p=0,0000,
30°C — Fs,5=4,3432; p=0,0685.

Tabulka 88 Vitalita spor houby B. bassiana kmen Bba 1101 v riznych teplotach (klicivost

%+SE).

Produkce Teplota priubéhu biotestu (°C)

Inokula (°C) 10 15 20 25 30
10 20,70+2,07 Bb 100 Aa 100 Aa 100 Aa 100 Aa
15 41,71£0,36 Ac 92,82+1,47 Bb 99,56+0,47 Aa 99,51+0,49 Aa 100 Aa
20 7,80+0,94 CDc 36,24+0,39 Db 98,57+1,43 Aa 100 Aa 99,56+0.49 Aa
25 3,97+0,43 Dc 60,34+0,34 Cb 91,65+£3,05 Aa 96,76x1,52 Aa 90,26+0,43 Ba
30 13,82+0,60 Cc 63,93£1,79 Cb 98,60+1,40 Aa 99,52+049 Aa 98,54+0,50 Aa

A,B,C - hodnoty v jednom sloupci oznacené stejnym velkym pismenem nejsou statisticky rozdilné na zakladé
ANOVA a Tukeyho HSD testu, a < 0,05

a,b,c — hodnoty v jednom tadku oznacené stejnym malym pismenem nejsou statisticky rozdilné na zéklade
ANOVA a Tukey HSD testu, o < 0,05
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Graf 37 Vyvoj houby B. bassiana kmen Bba I101 ve v§ech hodnocenych teplotach.
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Pti hodnoceni teplot kultivace 10 a 30°C byly zjistény prokazatelné nejdelsi intervaly
pro dosazeni FDI 1,5. V téchto teplotach se interval protahl aZ na 18,70 dne. Délka intervalu
vyrazné zavisela na teploté produkce spor pouzitych pro zakladani testu. Volbou vhodné
produkce inokula lze zkratit tuto dobu az o 7,52 dne.

Tabulka 89 Cas potiebny pro dosazeni hodnoty vyvoje houby B. bassiana kmen Bba 1101 na
larvach T. molitor 1,5 (R?).

Produkce Teplota priubéhu biotestu (°C)

inokula(°C) 10 15 20 25 30
10 11,18 (0,9887) 6,18 (0,9311) 3,72 (0,9471) 3,78 (0,9699) 7,91 (0,9678)
15 13,85 (0,9943) 6,65 (0,9935) 4,46 (0,9999) 4,03 (0,9893) 10,23 (0,9791)
20 18,70 (0,9773) 11,54 (0,9948) 5,24 (0,9993) 4,90 (0,9979) 8,35 (0,9458)
25 16,17 (0,9868) 7,84 (0,8500) 5,69 (0,9638) 9,15 (0,9058) 18,20 (0,9588)
30 17,48 (0,9735) 9,76 (0,9712) 6,01 (0,9915) 5,58 (0,9986) 18,15 (0,9543)

*pocet dnii potiebny pro dosazeni hodnoty FDI 1,5
(R?)-koeficient spolehlivosti

Rozméry stfedovych kultur byly ohrani¢ené hodnotami ziskanymi pii kultivaci v 10 a
30°C. Vradidlnim rastu byly sice prokazatelné rozdily, nicméné v 10°C se primeéry
pohybovaly v rozmezi 20,00-25,50mm, ve 30°C mezi 18,63-21,44mm. V ramci zbylych
tiech teplot se pruméry kultur ve vét$ing ptipadt zvySovaly se stoupajici produkéni teplotou.
Nejvétsi kultura byla vytvotena s inokulem vyprodukovanym ve 30°C pfi nasledné kultivaci
Vv teploté 25°C a dosahovala primeéru 54,00mm. Mezi vSemi variantami at’ uz v rdmci jedné
kultivacni nebo produkéni teploty byly nalezeny statisticky prikazné rozdily. Statistické
hodnoceni v rdmci produkéni teploty: 10°C — F473=3860; p=0,0000, 15°C — F4,75=4794,0;
p=0,0000, 20°C — F@71)=1122,6; p=0,0000, 25°C — F475=891,93; p=0,0000, 30°C —
F(,71=1997,2; p=0,0000. V ramci kultivacni teploty 10°C — F475=243,22; p=0,0000, 15°C —
F(s71)=113,10; p=0,0000, 20°C — F(73=249,99; p=0,0000, 25°C — F¢471)=134,67; p=0,0000,
30°C — F,75=24,098; p=0,0000.
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Tabulka 90 Statistické vyhodnoceni vlivu produkéni teploty inokula na pramér kultury houby
B. bassiana kmen Bba 1101 v jednotlivych teplotach biotestu.

Produkce Teplota prubéhu biotestu (°C)

inokula (°C) 10 15 20 25 30

10 20,00+0,00 Ee 32,75+0,68 Cc  43,43+0,94 Cb  44,25+0,77 Ba 21,44+0,89 Ad
15 25,50+0,52 Ac 41,1320,96 Ab  4525+0,77 Ba 45,31+0,48 Ba 20,06+0,57 BCd
20 21,56+0,73 Cd 39,07£1,07 Bc 42,88+1,86 Cb  45,64+2,10 Ba 18,63+1,20 Ee
25 20,63+0,62 Dc  38,94+1,24 Ba 36,94+0,93 Db 40,13£2,28 Ca 20,63+0,96 ABc
30 22,25+0,58 Bd  39,93+1,90 ABc 50,94+1,48 Ab  54,00£1,96 Aa 19,56+0,51 De

A,B,C - hodnoty v jednom sloupci oznacené stejnym velkym pismenem nejsou statisticky rozdilné na zakladé
ANOVA a Tukeyho HSD testu, o < 0,05
a,b,c- hodnoty v jednom fadku oznadené stejnym malym pismenem nejsou statisticky rozdilné na zakladé
ANOVA a Tukeyho HSD testu, a < 0,05

Vytéznosti spor piepoctené na Imm? se vé&t§inou v rémci jedné kultivacni teploty
nelisily. Rozdily byly nalezeny napfi¢ vSemi variantami v rdmci jedné produkéni teploty.
Nejvyssiho vynosu spor na Imm? zde dosahovaly kultury péstované v teplotach 20 a 25°C.
Nejvétsi rozkolisanost hodnot byla zaznamenana v teploté 30°C, kde se mnozstvi spor
pohybovalo v rozmezi 4,92x10%-1,08x10°/mm? a to byly zaroveii i nejniZsi hodnoty v prib&hu
celého biotestu. Ackoli byly rozméry kultur ziskané v 10°C velikostné srovnatelné s teplotou
30°C, byl zde nesrovnatelné vyssi vynosovy potencial. V této teploté se mnozstvi ziskanych

spor pohybovalo v rozmezi 1,11-1,82x10° /mm?.

Graf 38 Velikost ploch stiedovych kultur houby B. bassiana kmen Bba 1101 v souvislosti
s teplotou produkce a nasledné kultivace.

Plocha stfedové kultury (mm?)

10°C _ 15
30°Cqq Produkce inokula (°C)

Teplota kultivace (°C)

* Z diivodu prehlednosti byl graf znazortiujici teplotu 30°C piesunut doptedu, ostatni grafy jsou fazeny od 10 do
25°C vzestupné
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Tabulka 91 Vytéznost spor houby B. bassiana kmen Bba 1101 ze stiedovych kultur, uvadéné
hodnoty jsou logaritmem ptivodnich hodnot.

Teplota Logaritmus vytéznosti (netransformovana hodnota)

produkce Teplota kultivace biotestu (°C)

inokula (°C) 10 15 20 25 30

10 6,234,499 Ac 6,61+4,83 Ab  6,72+545 Aa 6,68+507 ABab 4,69+3,74 Cd
(1,73x106) (4,09x10°) (5,23x10°) (4,74x10°) (4,92x10%

15 6,13£0,00 Ab 6,13+4,99 Ch  6,58+530 Aa 6,66+5,50 ABa 529+379 Ac
(1,35x106) (1,34x10°%) (3,77x10°%) (4,54x10°) (1,97x10°)

20 6,26+4,18 Ab 6,49+5,57 ABab 6,61£5,89 Aa 6,72+5,28 Aa 4,71£3,54 Cc
(1,82x106) (3,09x10°) (4,11x10°%) (5,25x10°) (5,13x10%

25 6,18+3,66 Ac 6,38+5,34 ABb 6,76+5,27 Aa 6,71+4,43 Aa 5,03£3,69 Bd
(1,50x106) (2,42x10°) (5,73x10°%) (5,10x10°) (1,08x10°)

30 6,02+5,56 Ab 6,29+547 BCab 6,33+£5,11 Bab6,59+5,16 Ba 4,83+£3,05 Cc
(1,11x106) (1,95x10°) (2,11x10°) (3,86x10°) (6,71x10%

A,B,C — hodnoty Vv jednom sloupci oznagené stejnym velkym pismenem nejsou statisticky rozdilné na zakladé
ANOVA a Tukeyho HSD testu, a < 0,05
a,b,c - hodnoty v jednom fadku oznadené stejnym malym pismenem nejsou statisticky rozdilné na zakladé
ANOVA a Tukeyho HSD testu, a < 0,05

V ramci jedné produkéni teploty lze statistickou vyznamnost charakterizovat jako:
10°C — Fu5=1201,3; p=0,0000, 15°C — Fus5=552,94; p=0,0000, 20°C — Fu5=321,74,
p=0,0000, 25°C — F5=1153,5; p=0,0000, 30°C — F45=79,255; p=0,0001, v ramci jedné
kultivaéni teploty pak: 10°C - F, 5 =1,6814; p=0,2885,15°C - F 5=17,843; p=0,0037, 20°C
- Fu,5=16,473; p=0,0044, 25°C - F45=8,7944; p=0,0174 a 30°C - F(15=84,910; p=0,0000.
20 a 25°C byly hodnoty prakticky vyrovnané, mnozstvi spor na kulturu v teploté¢ 15°C
zaznamenalo ¢asteény pokles oproti vys$§im teplotam.

Graf 39 Vytéznost spor houby B. bassiana kmen Bba 1101 ziskana z 1 kultury, uvadéné
hodnoty jsou dekadickym logaritmem zjisténych vytéznosti.
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5.4.7. Porovniani dvou kmeni houby B. bassiana pochazejicich z odliSnych
klimatickych oblasti

V nasledujici ¢asti byly pouzity dva kmeny houby B. bassiana - Bba 1101 a USA Bba
01, které pochazi z naprosto odliSnych klimatickych oblasti. Byly u nich sledovany zmény
parametri vV ramci jednotlivych teplot. Spory, které poslouzily pro piipravu pocatecni
suspenze byly produkovany v teploté¢ 20°C a hodnoceni nasledné probihala v teplotach od 10
do 30°C jako ve vSech predchozich piipadech. Cilem bylo zjistit, zda dojde K vyraznému
odliSeni nékterych kvalitativnich nebo kvantitativnich ukazatelti. S obéma kmeny byla
provedena kompletni série pokusti hodnoticich vitalitu a virulenci.

Pii porovnavani kli¢ivosti nebyl pozorovan rozdil mezi obéma kmeny v teplotich
20-30°C. V teplotaich 10 a 15°C byly v prabéhu testu zaznamenany mirné odliSnosti,
nejvyrazngj$i rozdil byl v teploté 15°C po 24 hodinach kultivace, kdy hodnota kli¢ivosti u
Bba 1101 byla 36,24%, zatimco u kmene USA Bba 01 68,66%. V prib&hu dalsi 24 hodin se
vSak tento rozdil vyrovnal. Podobna situace nastala i v 10°C po 48 hodinach, ovSem i zde
bylo 100% klic¢ivosti dosazeno po 120 hodinach u obou kmeni.

Graf 40 Porovnani kli¢ivosti spor dvou kmenti houby B. bassiana.
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USA 01 Bba 1101 | USAO01 Bba 1101
10°C 15°C

Teplota kultivace

24448672 896120

Co se tyka vyvoje houby hodnoceného spole¢né s testem klicivosti na 2% agaru, bylo
v n¢kterych pfipadech dosazeno vyraznéjSich odlisnosti. Délka intervalu potiebného
k dosaZeni plné sporulace mycelia se ve vét§iné ptipadi neliSila. Jedinou vyrazné&jsi odlisnosti
byl vyvoj ve 20°C, kde kmen Bba 1101 dosahl hodnoty GI 3 po 72 hodinéach, zatimco kmen
USA Bba 01 az po 96 hodinach. U ostatnich variant byl celkovy cas stejny, odliSoval se pouze
prubéh vyvoje. V teplotach 15 a 20°C byl u kmene Bba 1101 pomalej$i vyvoj na pocatku
biotestu a i v dal$im prib&hu vyvoje byly drobné odli$nosti.
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Tabulka 92 Vliv teploty kultivace na vyvoj dvou kmeni houby B. bassiana.

Kmen Délka biotestu Teplota kultivace (°C)
(hod) 10 15 20 25 30
Bba 1101 24 0,04+0,13 0,27+0,41 1,60+0,49 1,97+0,14 1,96+0,16
48 0,19+0,30 1,66+0,57 2,01+0,07 3,00 2,1240,25
72 0,7440,58 1,98+0,11 3,00 3,00
96 1,64+0,58 2,00+0,00
120 1,93+0,22 2,2540,27
144 1,97+0,17 3,00
168 2,28+0,30
192 2,72+0,33
216 3,00
USA Bba 01 24 0,03+0,11 0,66+0,60 1,83+0,41 1,99+0,07 1,91£0,28
48 0,5140,59 1,94+0,25 2,00+0,00 3,00 2,524+0,34
72 1,5340,59 2,00+0,00 2,934+0,18 3,00
96 1,93£0,25 2,09+0,23 3,00
120 1,98+011 2,61+£0,43
144 2,00+0,00 3,00
168 2,12+0,21
192 3,00

Statistické vyhodnoceni probé&hlo na zakladé neparametrického Kruskal-Wallisova testu

Byl nalezen statisticky pritkazny rozdil prakticky mezi vSemi variantami na zékladé
Mann-Whitneyho U testu na hladiné vyznamnosti 0=0,05. Bez rozdilu byly pouze varianty
v 10 a 25°C po 24 hodinach kultivace a 20 a 30°C po 72 hodinach testu. Mezi vSemi ostatnimi
variantami byly vice ¢i mén¢ prikazné rozdily.

Tabulka 93 Zhodnoceni statistické odlisnosti ve vyvoji dvou kment houby B. bassiana na

zaklad¢ hodnoty p.

Teplota kultivace Délka biotestu (hod)

(°C) 24 48 72 96 120 144 168 192
10 y 0,0000 0,0000 0,0000 0,0066 0,0093 0,0000 0,0000
15 0,0000 0,0000 0,0281 0,0000 0,0000
20 0,0000 0,0450 y
25 y
30 0,0411 0,0000 Y

*Statistické vyhodnoceni prob&hlo na zakladé neparametrického Kruskal-Wallisova testu
Y Mezi jednotlivymi variantami nebyl nalezen dostatecny rozptyl

Test virulence provadény standardné na larvach T. molitor ukazal podstatné vyraznéjsi
odlisnosti v rychlosti vyvoje obou kmenti. Zatimco u kmene Bba 1101 nebylo v teploté 30°C
hodnoty FDI 3 dosazeno ani po ukonceni biotestu po 20 dnech, u kmene USA Bba 01 byl
tento index prokazatelny jiz po 12 dnech. Narist rychlosti vyvoje houby kmene USA Bba 01
byl v teplotach 25 a 30°C ziejmy jiz po 4 dnech od pocatku biotestu. V teploté 25°C doslo
Vv pritbéhu biotestu k vyrovnani indexti u obou kment. Naopak je tfeba zminit, Ze kmen Bba
[101 mél rychlejsi vyvoj v 10°C az do 10. dne, v dalsich dnech doslo k obracenému trendu
vyvoje. V ramci teplot 10, 20 a 25°C nebyla pouzitym kmenem ovlivnéna rychlost dosaZeni
plné sporulace houby na téle larvy, v teplot¢ 15°C byla o dva dny zkracena u varianty
pouzivajici kmen USA Bba 01.
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Graf 41

T. molitor.
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Graf 42
T. molitor.
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Vliv teploty kultivace na G¢innost houby B. bassiana kmen Bba 1101 na larvy
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Vliv teploty kultivace na G¢innost houby B. bassiana kmen USA Bba 01 na larvy

N A

=

Ny~

v/, /

/S e

S

4

6 8 10 12 14 16 18 20

Délka biotestu (dny)

——10°C —8—15°C —&—20°C —¢—25°C —%—30°C

Mortalita larev v kontrolnich variantach se pohybovala v rozmezi 0-10% v teplotach 10-25°C,
Vv teploté 30°C dosahla maximalné 15%.
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Tabulka 94 Prubéh testu virulence ve vSech sledovanych teplotach, inokulum houby
B. bassiana kmen Bba 1101 a USA 01 produkované ve 20°C.

Kmen Délka biotestu Teplota kultivace biotestu (°C)
(dny) 10 15 20 25 30
Bba 1101 4 0,35+0,29 0,28+0,26 0,88+0,60 1,05+0,69 0,70+0,64
6 0,48+0,34 0,45+0,48 1,83+0,65 2,00+0,76 1,10+0,62
8 0,68+0,47 0,83+0,41 2,50+0,58 2,53+0,60 1,50+0,69
10 0,68+0,47 1,28+0,80 2,95+0,15 2,95+0,15 1,90+0,64
12 0,70£0,50 1,63+0,92 3,00 3,00 1,93+0,63
14 0,9340,52 1,90+0,88 1,95+0,61
16 1,2340,72 2,254+0,77 1,98+0,55
18 1,40+0,79 2,68+0,49 1,98+0,55
20 1,68+0,71 2,85+0,40 2,20+0,70
USA Bba 01 4 0,23+0,34 0,15+0,29 0,70+0,54 1,28+0,73 1,48+0,55
6 0,2840,44 0,43+0,67 2,05+0,16 2,13+0,56 2,28+0,41
8 0,3540,54 1,55+0,56 2,48+0,30 2,83+0,29 2,83+0,29
10 0,38+0,53 1,98+0,26 2,88+0,22 2,98+0,11 2,90+0,26
12 0,7840,50 2,18+0,34 3,00 3,00 3,00
14 1,48+0,50 2,75+0,30
16 1,83+0,41 2,98+0,11
18 2,23+0,34 3,00
20 2,35+0,29

Statistické vyhodnoceni probéhlo na zakladé neparametrického Kruskal-Wallisova testu

Tabulka 95 Statistické zhodnoceni priubéhu virulence houby B. bassiana, kmeny Bba 1101 a
USA Bba 01, vyjadieno pomoci hodnoty p.

Teplota Délka biotestu (dny)

kultivace (°C) 4 6 8 10 12 14 16 18 20
10 Y 0,0460 y 0,0095 y 0,0018 0,0043 0,0001 0,0003
15 Y y 0,0001  0,0039 y 0,0022  0,0014 y

20 y y y y y

25 y y y y y

30 0,0007 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000

Statistické vyhodnoceni probéhlo na zakladé neparametrického Kruskal-Wallisova testu
Y Mezi variantami nebyl nalezen dostateény rozptyl

V ramci statistického vyhodnoceni jsou patrné rozdily mezi ob&éma variantami.
Nejprokazatelnéjsi odlisnosti byly v piipadé teploty kultivace 30°C. Zde se pohybovaly
hodnoty na hranici nebo v blizkosti p=0,0000. V teplotach 20 a 25°C pak nebyly nalezeny

zadné statistické rozdily, vyvoj FDI byl velmi vyrovnany.

U nizkych teplot byly prokazany odliSnosti, vétSinou vSak ve prospéch kmene USA
Bba 01, coz se odrazilo nasledné 1 pfi vyhodnocovani €asu potfebného pro dosazeni vyvojové
faze FDI 1,5. Délka useku byla velmi vyrovnana v teplotach 20 a 25°C, kde se hodnoty lisily
pouze o desetiny dne. V ostatnich teplotach byly nékteré rozdily velmi vyrazné. Pokud se
jednalo o teplotu 10°C, byl rozdil 3,34 dne, u teploty 15°C pak 2,99 dne. V obou piipadech ve
prospéch kmene USA Bba 01. Nejvyraznéjsi rozdil byl v teploté 30°C, kde se jednalo o 4,28

dne.
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Tabulka 96 Vyjadieni doby potiebné pro dosazeni indexu vyvoje 1,5 u houby B. bassiana,
kmen Bba 1101 a USA Bba 01.

Teplota Bba 1101 USA Bba 01
kultivace (°C) Polynomické regresni rovnice d* (R Polynomické regresni rovnice d* (R
10 y=0,0036x°-0,0073x+0,378 18,70 y=0,0068x>-0,0106x+0,0588 15,36
(0,9773) (0,9573)
15 y=-0,0005x2+0,1817x-0,5302 11,54 y=0,0456x-0,5549x+2,1961 8,55
(0,9948) (0,8212)
20 y=-0,0362x2+0,8473x-1,945 5,24 y=-0,0594x%+1,1788x-3,02 5,19
(0,9993) (0,9849)
25 y=-0,0339x2+0,7854x-1,535 4,90 y=-0,0438+0,9025-1,655 4,46
(0,9979) (0,9956)
30 y=-0,0079x2+0,2687x-0,1923 8,35 y=-0,0453x*+0,8756-1,3138 4,07
(0,9458) (0,998)

* doba potiebna pro dosazeni indexu FDI 1,5
(R?)-koeficient spolehlivosti

U kmene USA Bba 01 byl biotest na larvach T. molitor provadény ve 30°C ukoncen
po dosazeni plné sporulace po 12 dnech, u kmene Bba 1101 probihal po celych 20 dnt a ani
po uplynuti této doby nedosédhlo mycelium na povrchu téla larev plné sporulace.

Graf 43  Porovnani prub¢hu virulence na larvach T. molitor u dvou kmenit houby
B. bassiana ve 30°C .
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Zatimco u kmene Bba 1101 bylo nejvétsich kultur dosahovano ve 20 a 25°C, u kmene
USA Bba 01 tomu bylo v teplotach 25 a 30°C. Ve 30°C se pramér kultury lisil dokonce téméf
0 30mm, coz je velmi vyrazny rozdil vezmeme-li v tvahu, ze niz$i z hodnot byla 18,63mm,
vyssi pak 47,81mm. Od praméra stiedovych kultur se odviji i plocha kultury, ktera byla
v ptipad¢ kmene Bba 1101 vymezena dvéma hrani¢nimi teplotami (10 a 30°C), v pfipadé
kmene USA Bba 01 pak vykazovala stale stoupajici tendenci, kterd méla vrchol ve 30°C.
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Tabulka 97 Porovnani praméri a ploch stfedovych kultur dvou kment houby B. bassiana.

Kultivace  Pramér kultury (mm) Plocha kultury (mm?)*

(°C) Bba 1101 USA Bba 01 Bba 1101 USA Bba 01

10 21,56+0,73 Da 12,00+0,73 Db 365,19+6,35 Da 113,10+0,00 Cbh
15 39,07+1,07 Ca 21,88+0,62 Cb 1201,02+14,08 Ca 375,83+0,00 Ch
20 42.88+1,86 Ba 37,56+2,48 Bb 1444,214+50,51 Ba 1108,30+25,81 Bb
25 45,64+2,10 Aa 47,81+1,22 Aa 1642,68+43,40 Aa 1795,48+14,08 Aa
30 18,63+1,20 Eb 48,50+2,13  Aa 272,75+18,29 Db 1849,25+1424 Aa

A,B,C — hodnoty Vv jednom sloupci oznaéené stejnym velkym pismenem nejsou statisticky rozdilné na zakladé
ANOVA a Tukeyho HSD testu, a < 0,05

a,b,c - hodnoty v jednom fadku oznadené stejnym malym pismenem nejsou statisticky rozdilné na zakladé
ANOVA a Tukeyho HSD testu, a < 0,05

% spole¢né hodnoceni parametrii v ramci plochy kultury

Velikosti ploch stfedovych kultur ziskané u obou kmend mély naprosto odlisny pribeh
zavisly na jednotlivych teplotich kultivace. Rozdily v ramci jednoho kmene byly
prokazatelné u obou variant (F@, 5=394,79; p=0,0000 u kmene Bba 1101 a F45=226,97;
p=0,0000 u kmene USA Bba 01). Je ziejmé, ze kmen Bba 1101 byl schopen vytvofit vyrazné
veétsi kultury v nizkych teplotach nez kmen USA Bba 01 a naopak. Druhy jmenovany kmen
tvofil nepomérné vétsi kultury ve 30°C. Hodnoty radidlniho riistu a celkové plochy kultury
byly srovnatelné pouze v teploté 25°C, coz dokazuje i statistické hodnoceni F(12=11,216;
p=0,0788.

Graf 44  Plocha stiedovych kultur dvou kment houby B. bassiana.
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Z hodnocenych parametri byla poslednim vytéznost spor ziskand z jednotlivych
sttedovych kultur. Vytéznosti byly po spocitani mnozstvi spor piepocteny na jednotku plochy
(mm?) a pro sjednoceni vysledkil byl pouzit dekadicky logaritmus. Z hodnot se ukazalo, e
jednoznacéné vyssi vytéznosti na Imm® dosahovaly kultury zalozené se sporami kmene Bba
1101. Ovsem s vyjimkou teploty 30°C, kde byla u kmene Bba 1101 zjisténa vytéznost
6,71x10%, u kmene USA Bba 01 pak 1,28x10° spor/mm?. V ostatnich teplotach byly hodnoty
u Bba 1101 v rozmezi 1,82-5,25x10° spor/mm?, u kmene USA Bba 01 v rozmezi 2,99x10%
1,39x10° spor/mm?® Z hlediska vyt&Znosti spor v teplotach 10-25°C je tedy jednoznatné
vyhodnéjsi kultivovat kmen Bba 1101.
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Graf 45 Porovnani vytéznosti dvou kmend houby B. bassiana pti kultivaci v raznych
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6. DISKUSE

Entomopatogenni houby (dale EH) jsou povazovany za velmi slibny prostiedek v
biologické ochrané rostlin. PiedurCuje je ktomu nejen Siroké spektrum hostitelskych
organismi a schopnost infikovat riiznd vyvojova stadia, ale pfedevsim jejich kosmopolitni
charakter. Houba B. bassiana je celosvétové rozSifena a patii mezi druhy, které jsou
Snejvyssi Cetnosti izolovany z hmyzu a pudnich vzorkd (Alves, 1998). Mimo jiné bylo
prokazano, ze se bézn¢ nachazi 1 v nadzemnich castech rostlin, kde je systemicky aktivni a
podili se na ochrané proti rostlinnym patogenum (Meyling, Eilenberg 2007, Pell 2007, Vega
et al. 2009, Ownley et al. 2010). EH ¢asto vyvolavaji pfirozené epizootie v populacich hmyzu
(Butt, Goettel 2000). Je dobfe zdokumentovano, ze mohou vzejit az dramatické epizootie,
které vedou k rapidnimu snizeni Cetnosti populaci hostitele (Pell, Hannam, Steinkraus 2010).
Napt. Townsend et al. (1995) ve své praci uvadi, ze populace vrubounovitych broukt
Costelytra zealandica byla houbou B. bassiana zredukovana az o 99%. Zajem o vyuzivani
houbovych organismi V ochrané rostlin se Vv poslednich letech zvysuje. V oblasti vyvoje
biopreparatl je zainteresovano stale vice firem, které se snazi vytvotit produkty odolavajici
nepiiznivym podminkam prostiedi a zajist'ujici spolehlivou ochranu. V roce 2006 byly EH
vyuzity jako ucinnd slozka vice nez 100 komercné dostupnych mykoinsekticidnich piipravka
v fad¢ zemi svéta (Jaronski 2010). Faria a Wraight (2007) dokonce uvadeji 171 produktd na
bazi EH.

Pti pripravé mykoinsekticidii na bazi mitosporickych hub je nutné respektovat naroky
jednotlivych druhli EH s diirazem na kmen a jeho plivod, stejné jako registracni podminky.
Predevsim jde o to, Ze kazdy kmen si s sebou nese jistou informaci souvisejici s adaptaci na
puvodni prostiedi, ze kterého pochazi a prostedi, do kterého je introdukovan nemusi svymi
atributy splnovat optimalni podminky pro jeho rist, mnozeni a pfezivani na stanovisti. Pfi
foliarni aplikaci je okamzitd u¢innost EH a jejich persistence na rostliné ovlivnéna slune¢nim
zatenim, vlhkosti, teplotou a dalSimi faktory souvisejicimi s fyloplanem. Pfi aplikaci do pudy
muze byt ucinnost mykoinsekticidu ovlivnéna piidni texturou, vlhkosti, teplotou a fadou
biotickych faktord (Jaronski 2010). Z toho diivodu byla velkd pozornost vénovana vybéru a
hodnoceni kmene urc¢eného pro praktické aplikace s ohledem na lokalitu jeho planovaného
vyuziti. Registrované mykoinsekticidy jsou zalozeny vzdy na jednom konkrétnim kmeni.
V fad¢ zemi existuji problémy s registraci takovychto preparatl, zvlast€¢ v Evropé jsou
omezeni velmi striktni. Kvali legislativé a obtizim souvisejicim s registraci novych
biopreparatii je v Evropé v porovnani se staty Jizni Ameriky registrovano nesrovnatelné
menSi mnozstvi pfipravkli na bazi EH. Registrovany piipravek mize byt nasledné
kment. Avsak Gaitan et al. (2002) uvadi, Ze u tak Siroce rozsifenych druhd patiicich mezi
EH, nedochazi k vyraznému ovlivnéni stavajici diverzity introdukci cizich kment (Gaitan et
al. 2002).

Vaznym problémem vsak stale zistava odstup mezi védeckym vyzkumem Vv laboratofi
a praktickym pouzitim, vcéetné ucelnosti vyvoje v agrochemickych spole¢nostech
(Zimmermann 1997). Aplikace biopreparatii na bazi EH mohou mit $iroké pouziti v polnich
nebo sklenikovych podminkach, stejné jako pfi ochrané skladovanych produktt. Jejich pouziti
je velmi nadéjnou metodou ochrany proti hmyzim skudctim (Moore et al. 1996). V literatuie
se uvadi, ze ucinnost a spolehlivost pfipravkli na bazi EH je srovnatelna s chemickymi
prostiedky a technologie pouzivané pro produkci, finalizaci a aplikaci entomopatogennich
hub je Casto srovnatelnd s tou, ktera se pouziva pro produkci chemickych pesticidi. Je vSak
tieba mit na paméti, ze houby se chovaji jinak nez chemické substance a jsou vice nez
syntetické pesticidy ovliviiovany riznymi biotickymi a abiotickymi pfirodnimi faktory, jako
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je teplota, relativni vzdusnd vlhkost nebo UV zafeni (Zimmermann 1997). To muze
zpusobovat problémy, napf. s nevhodnym nacasovanim aplikace. Pfi pouzivani
mykopesticidll je potieba, vice nez u chemickych pesticidi, sledovat a hodnotit prostredi a
mit urCitou miru znalosti a povédomi o jejich vlastnostech. | z toho divodu je jednou
z dulezitych soucasti zavadéni biologickych ptipravkt do praxe poskytnuti doporuceni pro
spravné pouziti (Faria et al. 2010).

Jak jiz bylo naznaceno, snaha o vyuziti EH v biointenzivni integrované ochrané musi
zacinat u samotné houby, resp. jejiho kmene. Je zndma tada modeli podpory paraziti a
predatort v prostiedi, ale modely na podporu mikroorganismui nejsou dosud bézné. Proto je
dilezité nejprve spravné charakterizovat kmen. Pro komer¢ni produkci jsou pak dilezita i
dalsi kritéria, kterd zahrnuji schopnost pfezivani na daném stanovisti, schopnost ristu a
sporulace, genetickou stabilitu a patogenitu (Tarocco et al. 2005).

VétSina mitosporickych hub je schopna tvofit vice rozmnozovacich struktur. U EH
pouzivanych v praktické biologické ochran¢ se jednd hlavné o konidie nebo blastospory.
Produkce obou forem se lisi zptisobem kultivace a rovnéZ jeji naroc¢nosti a ekonomickou
rentabilitou. Pro pokusy v hlavni ¢asti predkladané dizertacni prace byly zvoleny vzdus$né
konidie, které jsou silnosténné se schopnosti vydrzet v Sirokém rozpéti podminek prostiedi
(Daoust, Roberts 1983). Pti produkci infekénich jednotek hub bylo vyuzivano jejich
schopnosti stfidat paraziticky a saprotrofni vyvojovy cyklus.

Projekt byl zaméfen na vyuzivani EH v konceptu lokalnich kmenti a stabilizaci
ekosystému s dirazem na prevenci. Nem¢l ambice davat ndvod na vyvoj biopreparatl, ale
spiSe ukdzat moznosti vyuzivani lokalnich kmend v §ir§im méfitku. Prace spocivala
V podrobném popsani vybraného kmene houby B. bassiana, jeho schopnosti saprotrofniho
rustu na riznych substratech, uchovavani v rozdilnych podminkach prostiedi bez vyrazného
ovlivnéni jeho vlastnosti a v posledni ¢asti 1 stimulaci rychlosti vyvoje prostfednictvim rizné
teploty produkce. Pro poskytnuti uceleného pohledu na danou problematiku bylo provedeno
kratké srovnani s dal$imi kmeny houby B. bassiana a dvéma kmeny hub |. fumosorosea a
M. anisopliae. Vzhledem k ptedpokladanému moznému vyuziti v polnich podminkach byla
provedena studie tykajici se pfedaplikacni ptipravy.

Hodnoceni vitality a virulence vin vitro podminkach prostfednictvim standardnich
laboratornich testi

Pii hodnoceni vitality a virulence houby B. bassiana byla vénovana velka pozornost
vyvoji houby, ktery mohl mit znacnou vypovidaci hodnotu o postupu vyvoje a potencidlni
moznosti §ifeni infekce. Pfi praci byly vyuzivany dva velice dilezité testy. Jednim z nich bylo
hodnoceni vyvoje houby na vodnim agaru, ktery je hodnocen pomoci indexové stupnice GI
(Growth Index), druhym pak vyvoj houby v a na larvach potemnika mouc¢ného hodnoceny
rovnéz podle indexové stupnice, v tomto ptipadé¢ FDI (Fungus development index). Obé&
stupnice jsou tvofeny 7 stupni, rozliSenymi po pullstupnich v rozmezi od 0 do 3. Index 0
znamena, ze houba nejevi zadné znamky vitality, respektive virulence. Popis obou fenoménti
je velmi podobny. V zésad¢ jde o vyjadieni schopnosti houby iniciovat a nésledné realizovat
kompletni vyvojovy cyklus. Na pocatku hodnoceni GI stoji dormantni konidie, kterd
nevykazuje z4dné morfologické zmény v dobé pozorovani a je tudiZ oznacena indexem O.
Tésné pied klicenim zacina spora bobtnat diky absorpci vody a jeji objem se mutze zvétsit 2-6
krat, v zavislosti na druhu (Voelz, Niederpruem, 1964, Gottlieb, Tripathi, 1968). U druhu
B. bassiana je napadné bobtnani konidie znakem jeji vitality (Goettel et al. 2000) a pokud se
na jejim konci objevi klicek, ktery dosahuje maximalni délky '% spory, hodnoti se projev
indexem 0,5 a spora je oznacena za zivou (= kli¢ivou). OvSem to, Ze spora zacne Kklicit,
nemusi nutné znamenat, Ze realizuje cely vyvojovy cyklus. V pribéhu prodluzovani kli¢ni
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hyfy a jejiho vétveni bereme v potaz jeji délku, podle které pfifazujeme indexy 1,0; 1,5 a 2,0.
V piipadé, ze se kli¢ni hyfa zacind vétvit, je redlny predpoklad, Ze dojde k tvorb& konidioforti
a prvnich konidii. Pohybuje-li se pocet nové vytvorenych konidii od 1 do 3, je pfifazen index
2,5. Hodnota GI 3 odpovida plné vysporulovanému konidioforu. Diky vytvoieni sporulujiciho
mycelia je houba schopna §ifit se v prostiedi a vytvaret zdroj infekce.

Co se tyka hodnoceni virulence houby B. bassiana na larvach T. molitor, nelze ji
shrnout pouze tdajem o mortalité, ale znalost vyvoje houby ndm umoznuje Sir§i porozumeéni
pribéhu ndkazy. Vyznam jednotlivych stupiii v indexové stupnici je ponékud odlisny od
stupnice GI. Prvni zéasadni odliSnost spoc¢iva v tom, Ze indexy 0-1 jsou hodnoceny jako
projevy larvy, nikoli samotné spory. Stejné¢ jako v pfedchozim ptipad¢ znaci i FDI 0 necinnost
houby a larva zistava bez jakychkoli zndmek infekce. Hmyz napadeny houbou vykazuje jako
prvni pfiznaky drobné ¢erné melanizacni skvrny na povrchu kutikuly (Weiser 1991) a tento
projev je Vv pouzivané indexové stupnici charakterizovan indexem 0,5 a jedna se o prvni
znamky vitality konidii (Landa et al. 1994). Obecné houba penetruje tenci, nesklerotizované
¢asti kutikuly nebo prorista piirozenymi otvory (Zimmermann 2007). Pii objeveni skvrn, se
nutné nemusi jednat o diikkaz houbové infekce. Ten neni potvrzen jesté ani v dalSim stupni
FDI 1, kterym jsou oznacovany mrtvé larvy, nebo larvy vykazujici velmi nizkou vitalitu. Po
usmrceni hostitele za¢ina houba saprotrofni fazi svého vyvoje charakterizovanou objevenim
mycelia na povrchu téla hostitele (Zimmermann 2007). Tato faze znaci kolonizaci hostitele, je
nevratna a hmyz uz se nedokaze zotavit z infekce (Landa et al. 1994). V takové fazi je
ptitazovan FDI 1,5. Z divodu velkého vyznamu tohoto udaje byl v praci hodnocen cas
potiebny pro dosazeni hodnoty FDI 1,5. Snaha zajistit co nejrychlejsi priubeh infekce az do
faze objeveni mycelia je zfejma z divodu potlaceni populace hmyziho Skidce. Dalsi faze
vyvoje jsou sice rovnéz dulezité a znaci schopnost houby S§ifit se v prostfedi. Pokud je izolat
schopen efektivné usmrcovat dospélce, ale neprodukuje konidie, pak neni schopen zajistit
stabilni uroven infekce (McGuire et al. 2005). Saprofyticka faze patogena konéi jeho tiplnou
sporulaci (Osborne, Landa 1992). Cim vice spor je vytvofeno, tim je dosazeno vyssiho stupné
supresivity prostiedi.

Optimalizace produkce entomopatogennich hub pro vyuziti v biointenzivni integrované
ochrané rostlin

Kultivaéni médium a zpisob kultivace mohou vyznamné ovlivnit klicivost, mycelidlni
rist a virulenci hub pouzivanych jako mykoinsekticidy (Fargues, Robert 1983, Lane et al.
1991). Tato hypotéza stala na pocatku dil¢i ¢asti prace, kterd si nedavala za ukol masovou
produkei, ale pouze namnozeni biomasy 6 riznych kment houby B. bassiana se zvlastnim
dirazem na kmen Bba 1101, aniz by doslo k negativnimu ovlivnéni vitality a virulence spor a
a produkovat konidie na umélych médiich jednou z hlavnich vyhod pfi vyvoji komerénich
produktii na bazi této houby (Bidochka et al. 2000) bylo zaroven dil¢im cilem porovnat
vytéznost kmene Bba 1101 na bézné pouzivanych umélych zivnych pidach. Jako dikaz
univerzalnosti pouZivanych postupd bylo provedeno srovnani s dal§imi dvéma druhy
entomopatogennich hub (M. anisopliae a I. fumosorosea).

U mnoha druhti EH je rtst, produkce spor a jejich kli¢ivost velmi vyrazné ovlivnéna
médiem, teplotou a zaroven i izolatem (Ali-Shtayeh et al. 2002). V prvni fazi prace byl tedy
zkouman vliv pfirozenych substratl na kvantitativni a kvalitativni parametry spor houby
B. bassiana kmen Bba 1101, které byly nasledné porovnany s dal$imi péti kmeny této houby.
Produkce konidii je obvykle realizovana na substratech jako jsou obiloviny, ryze nebo jiné
substraty se Skrobovym zakladem (Goettel, Roberts 1992, Feng et al. 1994, Grimm 2001). Pro
vyhodnoceni schopnosti houby B. bassiana rist saprotrofné v in vitro podminkach bylo
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zvoleno pét obilovin (kroupy, ryze, jemen, pSenice a oves) a jedna olejnina (fepka).
Z hlediska vytéznosti, bylo nejniz§i mnozstvi ziskanych spor po 7 denni kultivaci
zaznamenéno po kultivaci na je¢meni a pSenici (1,56 a 1,62x10° spor/g), naopak nejvyssi
hodnoty vyt&Znosti byly zjistény u spor ziskanych z ryze a krup (3,89 a 2,27x10° spor/g). V
prabéhu 14 denni kultivace bylo u ovsa zjisténo snizeni produkce, u vSech ostatnich substratii
byl vyvoj opacny a produkce se zvysila, u nékterych témér na dvojnasobek hodnoty zjisténé
po 7 dnech (fepka, jeCmen, pSenice). Pfesto vSak je¢men ani pSenice nedosahli arovné 10°
spor/g substratu. To, ze je mozné obiloviny vyuzivat i pro produkci vétSiho objemu spor
dokazuji studie, které provedli Sahayaraj a Namasivayam (2008), ktefi ovSem dosahli pfi
svych pokusech ponékud odlisnych vysledki, kdy %iistily, ze nejvyssi produkce spor houby
B. bassiana byla dosazena na pSenici (1,18x10° spor/g substratu) a byla srovnatelna
s vyt&znosti spor zjisténou na ryzi (1,12x10° spor/g substratu). Sharma et al. (2002) dosli
k zavéru, ze ryze je nejvhodnéjsi obilninou pro produkci houby B. bassiana a da se pouzivat i
pro produkci dalSich deuteromycet. Ryze je zfejmé jednim z nejpouzivanéjSich substratii pro
produkci spor mitosporickych hub jak popisuje fada autor (Goettel, Roberts 1992, Ye et al.
2006, Posada-Florez 2008). Na téchto ptikladech se ukazuje, Ze houby B. bassiana je schopna
produkovat velké mnozstvi spor i pfi pouziti velmi levnych substratd, které je schopna
v nékterych ptipadech uplné rozkladat, jak popisuje Posada-Floréz (2008), ze pii pozdéjsim
sklizeni spor zryZze se snizovala efektivita ziskavéani, coz bylo déano prorGstanim houby
obilkami (spory byly sklizeny v rozmezi 15-45 dnd). Stejny jev se ukazal i v pokusech
ptedkladanych v této préaci, coz naznacuje velmi silny potencial EH vyuzivat a rozkladat
organické zbytky v puade.

Pro optimalizaci ristu houby B. bassiana je dilezité stanovit rovnéz teplotni limity
kultivace (Shimazu 2004). Jak bylo dfive uvedenou, jsou naroky kazdého kmene EH odlisné a
do jisté miry zavislé na podminkach prostfedi odkud kmen pochazi. S respektem k tomuto
faktu, byla provedena i studie rustu houby B. bassiana kmen Bba 1101 ve tfech riznych
teplotach. Teplota 20°C je obecné povazovana za optimalni pro rist houby B. bassiana a
teploty 10 a 30°C tvotily suboptimalni podminky. Pfesto bylo i v podminkach lezicich mimo
optimum pro dany druh houby zjisténa vysoka vytéznost kvalitnich spor kmene Bba 1101 a
jako nejvhodnéjsi substrat pro jejich produkci se projevily kroupy. O univerzalnosti vyuziti
krup jako kultivaéniho substratu svéd¢i i testy provadéné s dal§imi kmeny houby B. bassiana,
ve kterych byla zjisténa vytéznosti v rozmezi 6,8x10°-1,94x10™ spor/g substratu. Vysledky
pochézeji z hodnoceni 5 riznych kment. Z vysledki je patrné, Ze pii pouZiti méné 3 kg krup
je mozné vyprodukovat dostatecné mnozstvi biomasy na oSetfeni 1ha plochy. Stejné tak bylo
na tomto substratu mozné Uspésné vyprodukovat i dalsi mitosporické houby |. fumosorosea
(8,02x10° spor/g substratu) a M. anisopliae (9,61x10°® spor/g substratu). Vysoké produkce
spor houby B. bassiana jsou dosahovany c¢asteéné také proto, ze v porovnani s ostatnimi
entomopatogennimi houbami jsou jeji konidie mensi (Wraight, Carruthers 1999). Jak vSak
bylo ukazano, neplati toto tvrzeni doslova. Pro srovnani, Sahayaraj a Namasivayam (2008)
hodnotili 6 obilnin a doséhli vyt&Znosti u I. fumosorosea 8,76-10,37x10° spor/g, coZ jsou
hodnoty o tad niZsi, neZ jakych bylo dosaZzeno v prezentovanych hodnocenich.

Pti nizkoobjemové produkei spor v8ak neni vytéznost jedinym pozadavkem. ProtoZe
se jedna o produkci biomasy, kterd ma byt reintrodukovéana zpét do prostiedi s cilem slouzit
jako preventivni opatfeni proti vyskytu Skodlivého hmyzu, musi spory dosahovat urcité
kvality. V tomto ohledu se ukazala pSenice jako nejméné vhodny substrat, protoze u
klic¢ivost (81,8% po 7 dnech, po 14 dnech dokonce pouze 71,6%). Kli¢ivost spor ziskanych
z ostatnich substratii se po 7 dnech kultivace pohybovala nad 93%, po 14 dnech byla vyssi
nez 84%. Kvalita vyprodukovanych spor hodnocena z pohledu kli¢ivosti byla po 7 denni
kultivaci vyssi oproti sporam sklizenym az po 14 dnech. Podobné hodnoty kli¢ivosti zjistil 1
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Posada-Floréz (2008), v jehoz testech mély spory houby B. bassiana ziskané z ryze kli¢ivost
vice nez 80%, mirn¢ se lisila u jednotlivych pouzitych kmend. Hodnoceni kvality spor bylo
provedeno i z pohledu virulence proti larvam T. molitor. Pro jeji vyhodnoceni byly, vzhledem
k pfedchozim ukazateliim, pouzity pouze spory ziskané zryze, krup a fepky. V ramci
mortality nedoSlo K ovlivnéni schopnosti spor vyvolat mortalitu v populaci cilového
organismu. Zjisténé hodnoty se pohybovaly v rozmezi od 93,3% (pfi pouziti spor z ryze) do
100%. To, ze pouziti obilovin pro kultivaci houby B. bassiana nema negativni vliv na jejich
virulenci, prokazal i Posada-Floréz (2008), ktery hodnotil mortalitu broukt H. hampei
vyvolanou houbou B. bassiana, jejiz spory byly ziskany z ryze (mortalita 92,5%).

V piipadé¢ umélych zivnych médii jsou EH vyraznéji ovlivnény pouzitym médiem
(Derakhshan et al. 2008). Vlastnosti a vySe produkce spor zavisi pravé na vybéru vhodného
slozeni zivného média. V bézné laboratorni praxi je pouzivano nékolik standardnich
agarizovanych zivnych puad, které se ovSem mohou vyrazné liSit z hlediska vlivu na
fenotypovy projev kultur a na vlastnosti vyprodukovanych spor. Tento fakt prezentovany jako
radialni rtst kultury svéd¢i 1 o tom, ze EH jsou schopny v zévislosti na dostupnych Zivinach
odlisnou rychlosti kolonizovat prostiedi. V praci bylo hodnoceno 5 zékladnich umélych
zivnych pid. Mezi jednotlivymi pidami byly zjistény velmi vyrazné rozdily ve velikosti
kultur i v mnozstvi vyprodukovanych spor. Ali-Shtayeh et al. (2002) popsali vliv média na
radialni rast n€kolika druh entomopatogennich hub. Pfi pouziti médii PDA, CMA, CZ a
SDA byly zjistény vyrazné odliSnosti v rychlosti rustu. To se potvrdilo i v predkladané praci,
kde byl pramér kultur dosazeny s houbou B. bassiana kmen Bba 1101 nejmensi na zivné pudé
PDA (45,67mm) a nejvétsi na CZ (69,92mm). Naopak vyt&Znosti na lmm? kultury byly v
opaéném pofadi, nejvy$si na piadé PDA (7,84x10° spor/mm?®) a naopak nejniz§i na CZ
(4,07x10°spor/mm?). To sv&d&i o zavislosti ristu a sporulace EH na sloZeni média, potazmo
a zajisténi vyssi supresivity prostiedi. Produkce konidii houby a jejich velikost je vyrazné
ovlivnéna pouzitym kmenem, coz uvadi Safavi et al. (2007), ktefi zjiStovali vytéznost
riznych kment houby B. bassiana na rtiznych médiich. Aiuchi et al. (2008) dosli ke stejnému
zavéru i U houby L. lecanii.

Rychlost ristu mycelia, stejné€ jako kvalita a kvantita ziskanych spor, zavisi nejen na
pouzitém zivném médiu, ale i na kmenu EH. Z vyzkum, které provadéli Ali-Shtayeh et al.
(2002) vyplynulo, Ze za laboratornich podminek je optimalni radialni rist mycelia, produkce
konidii entomopatogennich hub a jejich kli¢ivost zavisly na kultivacnim médiu a teploté.
Radialni rist mycelia u vSech vybranych izolatd hub dosahl nejlepsich vysledkti na CMA a
PDA. Naopak Kamp a Bidochka (2002) zjistili, Ze na substratech chudych na dusik (CMA,
NA) byl velmi spory mycelialni rust a bylo vyprodukovano pouze malé mnozstvi konidii.
Schopnost deuteromycet, zvlasté B. bassiana a M. anisopliae rast na médiich obsahujicich
pouze sacharozu, dusik a mineralni komponenty uvadéji Iskandarov et al. (2006). Velikost
vytvotenych kolonii nesouvisi vzdy s mnoZstvim vyprodukovanych spor.

Co se tyka virulence spor, jsou podle Kryukova et al. (2010) kmeny tvofici hladké
moucné kolonie nejvice virulentni a nejslibnéjsi z hlediska masové kultivace, zatimco kultury
s povrchem plstnatym nebo podobnym baviné vykazaly niz§i virulenci a slabsi sporulaci.
Houba B. bassiana kmen Bba 1101 prokazala na piadé PDA vysokou vytéznost i vitalitu,
potazmo virulenci spor. Kli¢ivost spor B. bassiana kmen Bba 1101 ziskanych na jednotlivych
médiich se pohybovala v rozmezi 29-96,5% (na V8A, resp. CMA). Hodnoty Kkli¢ivosti
zjisténé u spor ziskanych z pidy V8A se velmi vyrazné odlisSovaly od ostatnich hodnot. Vliv
pudy se odlisn¢ projevuje u raznych kmeni téze EH. Naptiklad v testech provadénych s
kmenem Bba 1101 na Zivné padé CZ, byla zjisténa hodnota kli¢ivosti 92,5%, naopak u jiného
kmene hodnoceného Iskandarovem et al. (2006) byla klicivost 83,4%. Tudiz se opét vracime
K tomu, ze dosazené vysledky jsou charakteristické pro urcity konkrétni kmen a odrazeji
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potiebu blize se zabyvat strategii vyuzivani jednotlivych kmenti. Rzné nutritivni média maji
vliv i na naslednou virulenci vyprodukovanych spor k larvam T. molitor (Safavi et al. 2007,
Shah et al. 2005). Rodriguez-Goémez (2009) objevil zjevnou indukci vy$$i virulence houby
B. bassiana proti T. molitor pii pouziti zivného média SDA neZz u jinych mnohem
komplexnéjSich médii.

Zda se, ze kultivaéni média ovliviiuji i povrchové vlastnosti produkovanych konidii
(Ibrahim et al. 2002). Na zaklad¢ vSech shromazdénych informaci a dat zjisténych v prub&hu
prace bylo pro laboratorni hodnoceni houby B. bassiana kmen Bba 1101 jako nejvhodng;jsi
umélé Zivné médium vybrano PDA vzhledem k vysoké vytéznosti i vitalité ziskanych spor.

Jednou z nevyhod opakovanych kultivaci entomopatogennich mitosporickych hub na
umélych Zzivnych pudach je moznd nestabilita a ztrata virulence houbovych kultur
(Vandenberg, Cantone 2004, Shah et al. 2007). To se vSak nemusi projevit vzdy, nékteré
kmeny houby B. bassiana jsou schopny si svou virulenci udrzet i po dlouhodobé opakované
kultivaci in vitro (Inglis et al. 2001).

Hodnoceni formulaci na zakladé uchovani vitality a virulence houby B. bassiana
v pribéhu skladovani

Z pohledu kratkodobého respektive dlouhodobého skladovani biomasy EH je dulezité
vytvofit jednoduchou, ale u¢innou formulaci, kterd by uchovala vitalitu konidii. Protoze se
jedna o zivy organismus, je tieba zvolit takové podminky prostiedi, které umozni jeho preziti
V obdobi mezi pouzitim, ptipadné zajisti kratkodobé pteziti spor EH pfi neSetrném zachéazeni.
Ani v této ¢asti prace se nejednalo o vyvoj nakladnych a produkéné naro¢nych formulaci, ale
spiSe o ukazku metodického postupu, jakym lze nativni kmeny uchovavat az po dobu jednoho
roku. Jednim zkli¢ovych momenti hodnoceni formulace je jeji skladovatelnost. Z toho
divodu byly vSechny testy hodnotici vitalitu a virulenci zasazeny do casové osy, kterad
sledovala vyvoj kvalitativnich parametri spor v prubéhu jednoho roku. Z prubéznych
hodnoceni vyplynulo, Ze vitalita skladovanych konidii houby B. bassiana kmen Bba 1101 byla
zavisla stejné tak na teploté jako na pouzité formulaci. VSechny sledované ukazatele vykazaly
vice ¢i méné klesajici trend ukazateli vitality a virulence, kterd byla pomérné vyrazné
zmirnéna nizkymi skladovacimi teplotami, oproti laboratorni teplot¢.

Pfi finalizaci je jednou ze slibnych variant pouZivani inertnich nosi¢l, na jejichZ
zakladné jsou vytvoreny praskové formulace, aplikované prasenim. Muze se jednat napt. o
drté¢ vzniklé z fosilii z fytoplanktonu, které se skladaji vétSinou z amorfniho oxidu kfemiku,
ktery se adsorbuje na kutikulu hmyzu a zplsobuje tak usmrceni z duvodu kompletni
dehydratace (Korunic 1998, Subramanyam, Roesli 2000, Athanassiou, Steenberg 2007). Je
dobfe provéfeno, ze formulace obsahujici tyto nosice mohou byt velmi efektivni proti
skladovym hmyzim Skiddcim (Subramanyam, Roesli 2000, Fields, Korunic 2000,
Athanassiou et al. 2005). Nékteré inertni nosice obecné ztraci aktivitu pii vysoké vlhkosti
(Subramanyam, Roesli 2000, Vayias, Athanassiou 2004). Na druhé strané entomopatogenni
houby kli¢i a sporuluji pravé pii relativni vlhkosti kolem 90% (Roberts, Campbell 1977),
ackoliv bylo prokazano, ze houby jsou schopné pusobit i pfi nizs$i vlhkosti, zfejmé diky
vhodnému mikroklimatu v okoli hostitele (Ramoska 1984, Akbar et al. 2004). Uvadéné
kombinace mohou byt zajimavou alternativou diky svému doplikovému pulsobeni
(Athanassiou, Steenberg 2007).

Stejné jako zkouSeni praskovych formulaci, bylo opodstatnéné i hodnoceni olejovych
formulaci. Jiz diive se ukdzalo, Ze pouZzivani olejovych formulaci zvySuje G€innost v polnich
podminkach a stimuluje kli¢eni hub nezavisle na okolni vlhkosti (Prior et al. 1998, Batta
2003). Navic se zda, Ze viskdzni olejové nosice zlepSuji adhezi konidii na povrch rostlin a
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redukuji jejich smyv destém (Inyang et al. 2000). Vzhledem k lipofilnimu charakteru spor
mohou byt v olejich snadnéji suspendovany a dosahuji vyssi u¢innosti, nez kdyz se pouzivaji
ve vodni suspenzi (Bateman et al. 1993, David-Henriet et al. 1998). Zlep$eni t¢innosti EH po
pouziti olejovych formulaci bylo prezentovano pro Siroké mnozstvi hmyzich Skidct, véetné
sarancat (Lomer et al. 1993; Milner et al. 1994), tfasnének (Van der Pas et al. 1998) a brouku
(Ibrahim et al. 1999; Wraight, Ramos 2002). Predpokladd se, Ze olejové formulace
V porovnani s vodnimi suspenzemi prodluzuji piezivani konidii a snizuji citlivost k UV zareni
V porovnani s vodnimi suspenzemi (Inglis et al. 1995) a poskytuji zvySenou ochranu konidii
po aplikaci (Jenkins, Thomas 1996). Cisté oleje maji i repelentni efekt, jak uvadgji Luz a
Batagin (2005) v pokusech provadénych s plostici Triatoma infestans.

V ptedkladané praci byly spory pouzité do jednotlivych praSkovych formulaci velmi
vitalni, jejich kli¢ivost se pohybovala v rozmezi 96,3-97,3%. Hodnoty zjistované
v prubéznych testech se lisily podle formulace a zejména v zavislosti na skladovaci teploté.
V pribéhu skladovani se vSak jednotlivé formulace chovaly rizné. Napt. Kassa et al. (2003c)
hodnotili formulace spor v mastku nebo suSeném mléce skladované 4 meésice ve 4°C a u
nékterych doslo dokonce ke zvyseni CFU, naopak nékteré ztratily vyrazné vitalitu. Zivotnost
vzorku v pfedkladané studii skladovanych v nizkych teplotach (4 a -20°C) zlstala viceméné
nezménénd po celou dobu skladovani. Posileni pozitivniho vlivu na vitalitu spor kombinaci
nizké teploty a nutritivniho nosic¢e (dale NN) bylo ziejmé a potvrdily ho nejvyssi hodnoty
zjisténé klicivosti. V teplot¢ —20°C doslo ke zvyseni klicivosti konidii po 90 dnech
skladovani, ovSem ve vétSin€ ostatnich ukazatelli doslo v tomto hodnoceném useku spise
k poklesu hodnot. Mnoho autorit uvadi, ze pokles teploty zvysuje zivotnost konidii houby
B. bassiana (Stathers et al. 1993, Morley-Davies et al. 1995, Hong et al. 1997), coz se
potvrdilo i v pfedkladané praci. OvSem néktefi autofi, jako napi. Morley-Davies et al. (1995),
varuji pied pfili§ nizkymi teplotami a pro skladovani hub M. anisopliae a B. bassiana
doporucuji teploty v rozmezi 0-20°C. Nicméné, toto vymezeni skladovaci teploty se
neprokazalo jako opodstatnéné vzhledem k faktu, Ze v teploté -20°C byly dosazeny velmi
dobré vysledky (kli¢ivost se pohybovala nad hranici 80% u vSech formulaci, s vyjimkou
inertniho nosice 2 (dale IN2), po celou dobu hodnoceni). Consolo (2003) ve své praci zjistil,
ze zivotnost konidii ve formulacich skladovanych ve 4°C byla blizko 100% a stabilni po dobu
28 dnti. Alves et al. (1996) ale uvadéji, ze po dlouhodobém skladovani konidiového prasku
v teploté 6£2°C doslo po 30 mésicich ke zpozdéni kligeni u konidii houby B. bassiana kmen
Bb 447. Ani toto zjisténi vSak nebylo potvrzeno v mé praci. Vysledky se naopak shoduji se
zjisténim Statherse et al. (1993), ktefi prokazali, Ze Zivotnost konidii je mnohem leps$i pfi
nizkych teplotach skladovani. Hidalgo (1998) toto zjisténi potvrzuje a uvadi, Ze pti skladovani
konidii v praskovych formulacich (mastek) nedoslo k vyraznému poklesu zivotnosti. U spor
ulozenych v teploté 25°C byl po 30 dnech zaznamenan pokles z 90,7 na 83,3%, naopak u spor
ulozenych v teploté 4°C doslo k mirnému zvySeni kli¢ivosti na 91,3%. V této dil¢i studii bylo
zjisténo, zZe pii kratkodobém skladovani v laboratorni teploté (22°C) je velmi vyhodné vyuzit
jako hlavni soucast formulace NN, ve kterém byl pokles vitality imobilizovanych spor
pozvolngjsi. OvSem pii dlouhodobéjsim skladovani doSlo ke ztraté vitality spor postupné ve
vsech pouzitych formulacich. Nejrychlejsi pokles byl zaznamenan u neformulovanych konidii
(dale NK) a IN2. Obecné vsak konidie skladované ve 22°C ani zdaleka nedosahovaly hodnot
zjisténych v obou nizkych teplotach, nejdéle si vyssi hodnoty klic¢ivosti zachovaly spory
formulované v NN (jesté po 60 dnech byl GI 1,55). V nizkych teplotach se pii hodnoceni GI
projevil pozitivni vliv jakékoli formulace oproti NK témét ve vSech hodnocenych ¢asovych
usecich, zvlasté¢ vyrazny byl u NN. Lze tedy konstatovat, Zze pro konidie skladované
Vv teplotdch 4°C a niZSich je vyhodné pouzit nosi¢, ktery chrani spory pred vlivem nizké
teploty. OvSem je tfeba uvést, ze 1 u NK byla zachovana vysoka vitalita v prabehu celého
skladovani v teplotach 4 a -20°C.
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Na testy sledujici vliv skladovacich podminek na vitalitu spor B. bassiana kmen Bba
1101 navazovala studie virulence, v niz byl sledovan vyvoj houby B.bassiana a mortalita larev
T. molitor po aplikaci ruznych formulaci spor B. bassiana kmen Bba 1101. Kolonizace
hostitelského organismu houbou je indikovana dosazenim hodnoty 1,5, kdy houbové hyfy
prorustaji na povrch téla hostitele. V provadénych testech byl viditelny rozdil v G¢innosti spor
skladovanych ve 22°C a dalSich dvou teplotach. Piedevs§im V piipadé biotestu zalozeného s
NK nedosahl vyvoj houby hodnoty 1,5 v Zadném hodnoceni, coZz souviselo i se zjisténou
mortalitou larev T. molitor, ktera byla v tomto ptipadé velmi nizka (po 365 dnech skladovani
byla nizsi nez 20%). Obzvlast’ po skladovani ve 4°C byly zjisténé hodnoty FDI vyssi nez 1,8
po 8 dnech biotestu ve vSech hodnocenych intervalech skladovani. Toto zjisténi je velmi
dalezité pti vyhodnocovani schopnosti EH vyvolat infekci u hmyzu. Rychlejsi vyvoj houby
na hostitelském organismu byl zaznamenan u spor ulozenych ve formulacich s nutritivnim
nosi¢em, coz potvrzuje 1 zjisténi Landy et al. (1994), ktefi uvadéji, ze vétSina Zivin zvySuje
hodnoty FDI. Pti hodnoceni FDI a mortality larev T. molitor byl zaznamenan celkovy propad
hodnot po 90 dnech skladovani u vSech formulaci, zvlasté¢ pak pii hodnoceni po 4 a 6 dnech
biotestu. V dalSich intervalech uz opét hodnoty stoupaly a po 365 dnech skladovani byly po 8
dnech biotestu hodnoty na tirovni znacici plnou sporulaci na povrchu hostitele prakticky ve
vSech variantach. V této studii byl provadén biotest s pouzitim suspenze, ovSem jak uvadi
Lohmeyer et al. (2006) i pii pouziti formulace houby B. bassiana Vv podobé prasku lze
dosahnout vysoké mortality cilového organismu (moucha bodalka) jiz po 4 dnech.

Soucasti prace bylo i hodnoceni virulence riznych kmend houby B. bassiana
formulovanych Vv inertnim nosi¢i 1 (dale IN1). V téchto testech byl zaznamenan pomale;jsi
nastup infekce vyvolané sporami B. bassiana kmen Bba 1101, v dalsim prubéhu biotestu se
vSak hodnoty postupné vyrovnaly. Lord (2005) jako prvni popsal pisobeni houby B. bassiana
proti larvam mensSich zrnokazd, Rhyzopertha dominica (F.) (Coleoptera: Bruchidae), které
bylo znasobeno pfitomnosti kiemeliny. Dalsi pokusy, které provadél Akbar et al. (2004)
potvrdily tato zjisténi i na larvach potemnika hnédého, Tribolium castaneum (Herbst)
(Coleoptera: Tenebrionidae). Na zaklad¢ zjisténych vysledk lze shrnout, Zze v piipadé
hodnoceni mortality larev potemnika mouc¢ného T. molitor vyvolané jednotlivymi kmeny
houby B. bassiana, nebyly mezi zjisténymi hodnotami prokazatelné rozdily. Nejvyssiho
indexu vyvoje FDI bylo dosazeno u kment B. bassiana NP0005 a NP0028. Ukazatele vitality
byly u vSech kment srovnatelné.

Zjisténa data ukazuji na dulezitost vlivii formulace a skladovacich teplot na ptezivani
spor houby B. bassiana kmen Bba 1101. Je nezbytné védét, jak jsou spory ovliviiovany
podminkami skladovani. Pfi porovndni praskovych formulaci ulozenych ve vSech
skladovacich teplotach je mozné konstatovat, ze nejlepsi vliv na zachovani vitality a virulence
spor houby B. bassiana kmen Bba 1101 m¢l NN a vyrazné k tomu pfispivaly i ob& nizké
teploty (4 a -20°C), které byly prakticky srovnatelné co do udrzeni vitality (u teploty -20°C se
projevil mirné pozitivnéjsi vliv na hodnocené parametry). NejhorSich vysledka bylo u vétSiny
hodnoceni dosazeno s IN2, ktery do jisté miry koreloval s NK. Co se tyce skladovani ve
22°C, byl klesajici trend vSech hodnocenych ukazateld nejstrméjsi. To ¢asteéné potvrzuji i
Daoust a Roberts (1983), ktefi zjistili, Ze neformulované spory vykazovaly nizkou stabilitu
Vv laboratorni teploté. Pereira a Roberts (1990) uvadéji, ze blastospory a mycelium mnoha
druht entomopatogennich hub mohou pfezit vysouseni a formulovani do mikrobialnich
insekticidli, nicméné po nékolika mésicich zacnou pii pokojové teploté ztracet zivotnost.

Ponékud jina situace nastala u olejovych formulaci spor B. bassiana skladovanych v
teploté 22°C. Zde byla sice pocate¢ni kliGivost konidii o néco niz§i, nez tomu bylo u
praskovych formulaci, ale spory si dokézaly udrZet vyssi kli¢ivost i po 365 dnech skladovani.
Stejn¢ jako Kassa et al. (2003a) jsme nezjistili za&dné ovlivnéni vitality a rychlosti kliceni spor
thned po formulaci do olejli. Spory imobilizované v sdjovém oleji (ddle SO) mély na pocatku
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nizsi kli¢ivost v porovnani se sporami ve zbylych dvou olejich, ov§em Vv prub¢hu skladovani
v SO byly zjistény nejmensi poklesy v kli¢ivosti a po 365 dnech byla jeji hodnota nejvyssi
(51,5%). Stejné¢ tomu bylo 1 pfi hodnoceni GI, jehoZ hodnoty byly po ukonceni testl
v rozmezi 0,07 (RO) - 0,95 (SO). Mortalita larev T. molitor byla vysoka, po 365 dnech
skladovéani doséhla 93,3-100%, k ¢emuz vyrazné piispéla mortalita zplisobend samotnymi
oleji. Zjisténé FDI bylo minimalné 2,42 i po 365 dnech skladovani. V ramci zachovani
virulence se tudiz neprojevil vliv druhu pouzitého oleje. Consolo (2003) pouzival pro
formulaci spor 5% kerosen s kukufiénym, slune¢nicovym a fepkovym olejem a nezjistil zadné
statisticky prukazné rozdily v Zivotnosti konidii ve spojitosti s typem oleje nebo teplotou
skladovani, coz se potvrdilo i v pfedkladané praci.

Pii porovnani olejovych a praskovych formulaci skladovanych v teploté 22°C lze
jednoznacné konstatovat, ze pii dlouhodobém skladovani bez moznosti vyuziti snizené
teploty je vyhodnéjsi pouzit jako zaklad formulace olej. Vitalita po 365 dnech skladovani byla
srovnatelnd pouze u NN a fepkového oleje, ktery dosahl nejnizSich hodnot klicivosti v
ramci oleju. Vyvoj houby B. bassiana kmen Bba 1101 na larvach byl nesrovnateln¢ rychlejsi a
mortalita vyssi pfi pouziti olejovych formulaci, kde nejhorsi vysledek po 8 dnech biotestu byl
dosazen pii pouziti SO (93,3%), narozdil od praskovych nosict, kde byly nejvyssi hodnoty u
NN a IN1 a to pouze 19,98%. Brito et al. (2008) rovnéz uvadéji, ze pridavek slune¢nicového
oleje vyrazn¢ zvysil mortalitu broukid Conotrachelus psidii  (nosatcoviti) u tii ze 7
hodnocenych izolatu M. anisopliae a B. bassiana, v porovnani se sporami aplikovanymi
pouze v suspenzi se smacedlem Tween 80 (0,01%).

O univerzalnosti a vyuzitelnosti formulace spor v NN svéd¢i i moznost ji pouzit pro
dalsi druhy entomopatogennich hub jako je M. anisopliae a I. fumosorosea, které vykazaly
vyssi vitalitu v porovnani s komer¢né¢ dostupnymi preparaty. V pribéhu pokusi se tedy
jednoznacéné prokazalo, ze vytvotené formulace jsou zivotaschopné a tvoii jednoduchou cestu
Kk uchovani spor ptivodniho kmene houby B. bassiana.

Predaplikacni priprava postrikové jichy z praskové formulace spor houby B. bassiana

Konidie hub s hydrofobni bunéénou sténou, jako je B. bassiana, I. fumosorosea nebo
Nomuraea rileyi je slozité rovnomérné smacet ve vodé. Navic vétSina entomopatogennich hub
infikuje hostitele ptfes kutikulu, tudiz je pro uspé€$né oSetfeni nutné zasazeni cilového
organismu (Noma, Strickler 2000). Z tohoto diivodu byly provadény testy na mozné pouziti
smacedel pii piipravé konidiové suspenze houby B. bassiana, jejiz spory byly imobilizovany
V nutritivnim nosi¢i. Zdkladnim poZadavkem bylo vytvofeni homogenni suspenze spor, aniZ
by doslo k negativnimu ovlivnéni jejich vitality. Pro testy byla zvolena b&zné dostupna
smacedla pouzitelna v ekologickém zemé&d¢lstvi.

Toxicita surfaktantli pro mikroorganismy je spojena s procesem, pii kterém dochazi
k ni¢eni membran. Tato vlastnost muze zaviset na délce alkylovych fetézct. Kvalitativni a
kvantitativni sloZeni mastnych kyselin, které jsou soucasti rostlinnych oleji a surfaktanty,
stejné tak jako sloZzeni hmyzi epikutikuly, ovliviiuji vyvoj EH (Luz, Batagin 2005). Jak uvadi
Jaronski (2010), je ucinnost preparatu zavisla na poctu spor, které piijdou do kontaktu
s hostitelem. S timto faktem Uzce souvisi i rovnomérné rozptyleni spor v suspenzi. Mezi
jednotlivymi hodnocenymi smacedly existovaly rozdily jiz v pocatecnim hodnoceni
homogenity vytvoiené suspenze, coz vedlo k vyfazeni nékterych smacedel z dalSich test.
Pozadavky na tvorbu suspenze splnilo jedno smacedlo na bazi fepkového oleje a jedno na
bazi parafinového oleje. Ob¢ smacedla byla testovana az v 5% koncentraci a ani u jednoho
nedoslo k limitujicimu poskozeni spor. Z divodu zachovéani vys§iho poctu vitalnich spor a
z divodu vytvoreni dokonale homogenni suspenze bylo zvoleno smacedlo na bazi
metylesteru fepkového oleje s obchodnim nédzvem Istroekol.
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Sledovani kvalitativnich a kvantitativnich parametra v souvislosti s produkéni teplotou
inokula houby B. bassiana

Mezi houbovymi entomopatogeny i mezi izolaty t¢hoz druhu jsou vyrazné rozdily v
toleranci k teploté (Ying, Feng 2004, Rangel et al. 2005, Bugeme et al. 2009). Z tohoto
tvrzeni vychazely i cile posledni dil¢i Casti prace, jejimz ucelem bylo postihnout vliv
produk¢nich podminek na kmen houby B. bassiana Bba 1101. V prubéhu testd bylo
provadéno nékolik dil¢ich hodnoceni, ktera méla ukézat, zda kmen, ktery byl odizolovan
z oblasti s primérnou ro¢ni teplotou piiblizné¢ 4°C né&jakym zpusobem ovlivnén svym
geografickym puvodem. Produkce spor v ramci péti riznych konstantnich teplot méla
prokazat, zda lze ovlivnit kvalitativni nebo kvantitativni vlastnosti kultur. Pokud porovname
vitalitu zjisténou v jednotlivych variantach na zaklad¢ kli¢ivosti spor a Gl, lze konstatovat, ze
spory v teplotach 20, 25 a 30°C dosahly vice nez 90% kli¢ivosti po 24 hodinach bez ohledu
na teplotu, pfi které probéhla produkce inokula. Tyto vysledky viceméné potvrzuje i Ekesi et
al. (1999), ktery pracoval s kmeny pochazejicimi z Keni a USA.

Houba B. bassiana kmen Bba 1101 rostla i v nejnizsi testované teplot¢ 10°C, doslo
pouze ke zpomaleni vyvoje oproti ostatnim hodnocenym teplotam. To Zze spory houby
B. bassiana jsou aktivni i v nizkych teplotach potvrzuje i Fernandes et al. (2008), ktery
provadé¢l pozorovani v teploté¢ 5°C. V piipadé hodnoceni v 10°C vSak bylo i pfes delsi Cas
potiebny ke kli¢eni, dosazeno plné klicivosti stejné jako u dalS$ich variant. Dtlezitym bodem
této studie vSak bylo to, Ze byl pozorovan vliv teploty naprubéhu produkce inokula a
naslednou rychlost vyvoje spor. Spory produkované v 10°C dosdhly 100% klicivosti a
potazmo 100% sporulace po 72 hodinach od zahajeni testu, zatimco pii pouziti spor
vyprodukovanych v teploté 25°C se doba potiebna pro kli¢eni prodlouzila az na 192 hodin.
Rychlost vyvoje houby B. bassiana kmen Bba 1101 tedy prokazateln¢ zavisela na teploté
produkce spor.

Stejny jev se opakoval i v ptipadé GI hodnoceného v pribéhu kultivace v 10 a 15°C,
kde byla rychlost vyvoje houby opét pozitivné ovlivnéna nizkou teplotou produkce. Vyssi
rychlost kli¢eni je v nékterych ptipadech spojena s vyssi virulenci (Andersen et al. 2006).
Vliv teploty produkce na termotoleranci konidii houby B. bassiana byl studovan i dvojici
autort Ying a Feng (2006), ktefi tuto zavislost demonstrovali ve své praci, kde uvadi, ze
nejvice termotolerantni konidie byly ziskany produkci v teploté 25°C. Toto zjisténi se ovSem
uplné neshoduje s predkladanymi zaveéry, které ukazaly, Ze nejpozitivnéj§i vliv na rychlost
kliceni spor houby B. bassiana kmen Bba 1101 mély teploty 10 a 15°C. U vyssich
kultiva¢nich teplot, tedy 20, 25 a 30°C byly hodnoty ziskané s pouzitim spor produkovanych
Vv riznych teplotach vice vyrovnané, zvlasté pak v teploté 25°C nebyl zaznamenan prakticky
dopad teploty produkce inokula na nasledny rast a vyvoj. Zde se projevil fakt, ktery uvadi
Jaronski (2010), ze optimem pro kliceni a rist entomopatogennich hub je rozmezi 23 az 28°C,
obecné se rychle zpomaluje pfi teplotich nad 30°C a uplné ustava pti teploté 34-37°C.
Iskandarov et al. (2006) zaznamenali pii kultivaci V teplotach 15-35°C viditelny nardst
kli¢ivosti oproti kultivaci v 10°C, kde po 50 hodinach kli¢ilo pouze 5-10% spor. U hub
B. bassiana a M. anisopliae byla prokazatelna zavislost optimalni teploty pro kliceni na
izolatu houby (Kassa et al. 2003b). Tudiz i teplotni poméry vyhovujici kmeni Bba 1101
nemusi spliiovat naroky jinych kment stejného druhu.

Rozdily mezi jednotlivymi produkénimi teplotami byly nejvyraznéjsi u radialniho
ristu po 21 dnech kultivace ve 20 a 25°C. Pramér kultury se pohyboval mezi 36,9 a 50,9mm
ve 20°C a 40,1 a 54,0 ve 25°C (nejvétsi kultury byly ziskané po produkci inokula v teploté
30°C). V ostatnich teplotach byly hodnoty mnohem vyrovnangjsi a nelze fici, ze by néktera
produkéni teplota méla vyrazné pozitivni vliv na radialni rist kultur. Odlisna situace nastala u
mnozstvi vyprodukovanych spor. Hodnoty ukazujici, Ze mnoZzstvi spor ziskanych z 1mm?
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kultury byly prakticky vyrovnané v teplotach 15, 20 a 25°C bez ohledu na teplotu, ve které
probihala produkce inokula. Nejvyssi vytéznost spor na 1mm? byla ziskdna pii pouZiti
kombinace teplot 25°C pro produkci a 20°C pro naslednou inkubaci (5,73x10° spor/mm?).
Hallsworth a Magan (1999) rovnéz uvadgji teploty 20 a 25°C jako nejvhodnéjsi pro rust
kultur houby B. bassiana. Pii kultivaci ve 30°C bylo nejvyssich hodnot vytéznosti dosazeno
po pouziti spor ziskanych v teploté 15°C. Obecné byl vSak v této teploté velmi nizky vynos
spor, coz ma souvislost s pivodem kmene, ktery neni adaptovan na vysoké teploty.
V parametru hodnoticim vytéznost spor se vysledky ziskané kultivaci v 15°C neshoduji
s Ekesim et al. (1999), ktefi zjistili, Ze rast v 15°C je pomalejsi a srovnatelny s ristem ve
35°C. Shimazu (2004) rovnéz uvadi jako optimalni teploty pro rast mycelia houby
B. bassiana kmen F-263 pfiblizné 30°C, coz stejné jako piedchozi autor nesouhlasi se
zjisténymi hodnotami u kmene Bba 1101, ale odpovida vysledkim dosazenym u kmene USA
Bba 01 pochazejicim z Floridy, ktery byl v testech pouzit pro dokazani vlivu puvodu kmene
na jeho nésledné vlastnosti. Tefera a Pringle (2003) vSak potvrdili dosazené vysledky svym
zjisténim, ze interakce mezi teplotou a izolatem ovliviujici sporulaci jsou prikazné a
optimalni teplota pro sporulaci je v souvislosti s testovanym kmenem 20 nebo 25°C. Pti
porovnavani vysledkil s ostatnimi autory je zjevné diilezité hovofit o vlivu teploty na chovani
houby ve spojeni s jejim puvodem. Autofi pracujici s kmeny hub ziskanymi z teplejSich
oblasti potvrdili, ze teplotni optimum pro tyto kmeny se pohybuje ve vyssich hodnotach
(Hallsworth a Magan 1999, Shimazu 2004, Jaronski 2010). Napft. Kassa et al. (2003b) zjistili,
ze 7adny zizolatt EH ziskanych v Etiopii (vCetné 2 izolati houby B. bassiana) nerostl
Vv teploté¢ pod 10°C. Nelze tedy ignorovat teplotni podminky panujici v prostiedi, odkud byl
kmen izolovan a témto podminkam pfizpiisobit teplotu produkce, ¢imz Ize dosahnout zlepSeni
nékterych kvalitativnich a kvantitativnich parametru.

Zjisténi, ze snizenim teploty produkce inokula lze zvysit naslednou produkci spor je
velmi dulezité zvlasté z pohledu samotné ekologie houby B. bassiana a nasledného vyuziti
této znalosti pii produkci spor reintrodukovanych zpét do ptivodniho arealu. Luz et al. (1999)
potvrzuje, Ze schopnost produkovat dostate¢né mnozstvi konidii znamena vyssi potencial pro
Sifeni houby mezi hmyzem. Podati-li se tedy zajiSt€énim optimalni teploty produkce pozitivné
ovlivnit kmen houby ve sméru zvySeni produkce spor, vyrazné to prispéje K tspésné
introdukci a naslednému §ifeni EH v ekosystému. Jedné se o predispozici vazanou na kmen
jako kliCovou entitu a tim 1 o potvrzeni strategie zdmérné podpory lokdlnich kmend.
Jednotlivé druhy hub jsou schopné adaptace na meénici se podminky prostiedi pomoci
regulace svého fyziologického stavu. Optimalizaci podminek produkce lze tedy zajistit
navozeni pozadovanych vlastnosti u houbovych bioagens (Frey, Magan 2001, Ibrahim et al.
2002). Vzhledem k tomu, ze mnozstvi inokula je jednim z limitujicich faktori pro vyvoj
houbovych epizootii (Castrillo et al. 2010) je tato otazka kli¢ova pii pouzivani EH a
nasledného hodnoceni jejich ti€innosti.

Kromé mnozstvi vyprodukovanych spor je 1 dualezita jejich naslednd ucinnost
(virulence). Ta byla hodnocena na larvach T. molitor. V pribéhu byla sledovana nejen
ucinnost jako takova, vyjadifena mortalitou larev potemnika moucného, ale také index vyvoje
houbového patogena podle stupnice modifikované na zakladé prace Landy et al. (1994).
V prub¢hu biotestt se objevily vyrazné rozdily ve vyvoji houby souvisejici s teplotou. Ve 20 a
25°C Dbyla sporulace na larvach viditelna po 10-16 dnech. V teplot¢ 10°C dosahly plné
sporulace pouze varianty zalozené se sporami ziskanymi z teploty 10 a 15°C po 20 dnech
biotestu. Ve 30°C byl vyvoj houby vyrazn¢ zpomalen vlivem teploty a hodnoty nedosahly
v zadné varianté¢ FDI 3. Hodnoty indexu se pohybovaly mezi 1,5 (produkce ve 25 a 30°C) a
2,3 (produkce v 10°C). Vliv izolatu a teploty na mortalitu cilového organismu uvadi i Bugéme
(2009) na ptikladu T. urticae. Narozdil od ptedkladanych hodnoceni byly jim zkoumané
izolaty z Keni vitalngjsi a virulentnéjsi ve vyssich teplotach (az 35°C). U kmene Bba 1101 se
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Z hlediska virulence projevilo jako vyhodné produkovat spory v nizkych teplotach. V pribéhu
hodnoceni floridského kmene USA Bba 01 byla zaznamenana vyssi rychlost vyvoje na
larvach T. molitor ve vysSich teplotach. Také Inglis et al. (1996) i Tefera a Pringle (2003)
vyhodnotili jako nejvhodnéjsi teploty pro rozvoj infekce 25 a 30°C.Tudiz se jasné projevuje
vliv pivodu kazdého jednotlivého kmene na jeho nasledné vlastnosti, které 1ze vhodnymi
kultiva¢nimi podminkami pozitivné¢ podpofit.

V ptedchozich c¢astech jiz bylo zminéno, Ze naprosto klicovym momentem je
prorustani mycelia na povrch téla larev T. molitor. Tato hodnota je oznacena FDI 1,5 a doba
potiebna pro jeho dosazeni je velmi dilezitym ukazatelem konce parazitické vyvojové faze v
hostiteli. Je velmi dtlezité zminit, Ze vzhledem k tomu, Ze kmen Bba 1101 pochazi z oblasti
s nizkou primeérnou ro¢ni teplotou je vyznamné co nejvice zkratit dobu pottebnou pro rist a
sporulaci mycelia. K tomu muze prispét i produkce inokula v nizkych teplotach, coz se
projevilo ve vSech kultivacnich teplotach pii pouziti spor ziskanych z 10°C, kdy byl cas
pottebny pro dosazeni hodnoty FDI 1,5 téméf dvakrat kratsi nez u inokula ziskaného z 20°C.
Vyjadieno pomoci mortality, G¢innost oSetfeni byla mezi 90 a 100% v pribchu biotestu.
100% mortality bylo dosazeno jiz po 6 dnech u testt probihajicich ve 20 a 25°C se sporami
ziskanymi z teplot 10 a 15°C. To, Ze kucinnosti EH mulze vyrazné piispét teplota
v kombinaci s pouzitym izolatem houby, ukazali Bugéme et al. (2009). U nékterych kment
teploty pod 16°C zpomalovaly kli¢ivost a riist u vétsiny houbovych entomopatogent a
omezily tak ucinnost tim, ze cilova populace zila déle (Inglis et al. 1999, Ihara et al. 2008).
Stejné tak i teploty 35°C mohou redukovat infekci hostitele v porovnani s teplotou 25°C
(Noma, Strickler 2000). Tento vyvoj lze vidét v prodluzovani ¢asu potfebného pro dosazeni
FDI 1,5.

V chovani houby se mohou objevovat 1 vyjimky spojené s jejim pivodem. Uma Devi
et al. (2005) objevili kmen pochdzejici z mirné¢ho klimatu, ktery byl schopen kratkodob¢ snést
teplotu az 43°C. Fernandes et al. (2008) naopak nenasli korelaci mezi vyssi teplotou a
pivodem, ale prokazali, ze kmeny houby B. bassiana pochazejici z vy$sich nadmotskych
vysek byly mnohem vice aktivni v chladu nez izolaty ziskané pobliz rovniku. Pro houbu
B. bassiana je obecné teplotni optimum 23-28°C , minimum 5-10°C a maximum 30-38°C
v souvislosti s hodnocenym izolatem (Miiller-Kogler 1965, Roberts, Campbell 1977). Tyto
vysledky jsou uzitecné s ohledem na produkci bioagens se zamyslenou aplikaci do
chladngj$iho klimatu. V ptirod€ existuji izolaty s vyssi toleranci k chladu (Li, Feng 2009) a
tento atribut je zvyhodnuje oproti ostatnim v ochrané proti hmyzu v chladngj$im prostiedi.
Teplotni tolerance by méla byt jednim z kritérii vybéru kmene pro biopesticidy (Jaronski
2010). Vybér izolatu houby tolerantnitho k rozmezi teplot panujicich v cilovém
agroekosystému je nezbytnosti, mé-li byt patogen pouZivan v programech biointenhzivni
integrované ochrany rostlin. Dulezitost teploty pfi vybéru kmene zdiraznil i Fargues et al.
(1997a). Na zavér lze tedy shrnout, Ze je velmi dualezité soustfedit pozornost nejen na druh
houby, ale i na jeji kmen a na pivodni oblast jeho vyskytu, nebot’ zohlednénim téchto faktord
1ze vytvofit produkéni podminky zvyhodilujici introdukovany preparat v prostiedi, nebot’ jak
uvadéji Quesada-Moraga et al. (2006), pro uspé$nou ochranu je dulezité, aby houba byla
perzistentni a infekéni v prostiedi, ve kterém se objevuje cilovy skiidce.

Z provadénych pokusu je ziejmé, ze houba B. bassiana kmen Bba 1101 je nejen
schopna rist v teploté¢ 10°C, ale dokonce je zde schopna dokoncit cely vyvojovy cyklus a to
jak paraziticky, tak i saprotrofni. Pro podporu jejiho rdstu a vyvoje jsou potiebné vhodné
zvolené podminky pro produkci inokula, zvlast€¢ pak teplota. Nizké teploty produkce
zvyhodnuji kmen v nasledné rychlosti vyvoje a v piipadé pouziti inokula z produkce
probihajici v teplotaich pod 20°C bylo rovnéz dosazeno vyssi mortality v kratSim casovém
obdobi.
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Schopnost saprotrofniho rustu, tzn. i kolonizace prostfedi, houby B. bassiana kmen
Bba I101 byla prokdzéna jak na obilovinach, tak na olejniné. Mezi vytéZnostmi
dosaZzenymi na riznych substratech byly zjistény vyrazné odliSnosti. V pribéhu
kultivace doslo k ovlivnéni kvantity a do jisté miry i kvality ziskanych spor.

Virulence spor houby B. bassiana kmen Bba 1101 vaci larvam T. molitor nebyla
ovlivnéna zvolenym pfirozenym substratem. Ziskané spory byly schopné vyvolat
infekci na larvéch.

Nejvhodngj§im substratem pro kultivaci vétSitho objemu biomasy 6 kment houby
B. bassiana a 1 kmene houby M. anisopliae a I. fumosorosea byly kroupy, které navic
vykazaly 1 stabilni produkci spor v riznych teplotnich podminkach a tim i
univerzalnost pouziti.

Pfi hodnoceni umélych zivnych ptd byla demonstrovana schopnost houby B. bassiana
kmen Bba 1101 kolonizovat prostfedi a tvofit rozmnozovaci struktury v zavislosti na
slozeni zivného média.

vvvvvv

které byly zjistény vyborné kvalitativni 1 kvantitativni vlastnosti spor houby
B. bassiana kmen Bba 1101.

Uchovavani lokalnich kment houby B. bassiana bylo mozné uspésné provadét nejen v
praskovych, ale i1 v tekutych formulacich. Z pouzitych praskovych nosicl prokazal
jednoznacéné nejpozitivnéjsi vliv na uchovani kvalitativnich vlastnosti spor nutritivni
nosi¢, nejhor§i hodnoceni bylo zjiSt€éno u inertniho nosie ¢.2, ktery dosahoval
v mnoha hodnocenich vysledki srovnatelnych s neformulovanymi konidiemi.

Pro uchovavani spor houby B. bassiana kmen Bba 1101 jsou velmi vhodné nizké
teploty. Dlouhodobé skladovani mlize uspéSné probihat az v teploté -20°C, ve které
dosahovaly formulované spory v nékterych ukazatelich dokonce mirn¢€ lepSich
vysledkd, nez tomu bylo u skladovani ve 4°C. Teplota 22°C se jevi pro dlouhodobé;jsi
skladovani praskovych formulaci jako nevhodna.

Olejové formulace uchovavané v laboratorni teploté 22°C zajistily sporam houby
B. bassiana kmen Bba 1101 uchovani vyssi vitality nez praskové formulace. Diky
olejové slozce byla po jejich aplikaci zjisténa vyss$i mortalita cilového organismu,
rychlejsi vyvoj houby B. bassiana a jeji Sifeni v prostiedi.

Jako smacedlo vhodné pro piipravu suspenzi spor houby B. bassiana kmen Bba 1101
byl zvolen pfipravek na bazi metylesteru fepkového oleje, ktery umoznil vytvoteni
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10.

11.

12.

13.

homogenni suspenze a neprojevil se zadny negativni vliv na kvalitu spor, ani
v nékolikandsobné vyssi koncentraci nez je doporucovano vyrobcem na etikete.

Kmen houby B. bassiana Bba 1101 byl schopen rust v rozmezi teplot 10-30°C.
NejoptimalnéjSich vysledki z hlediska kvality a kvantity spor bylo dosahovano
v teplotach 20 a 25°C, coz jsou teploty obecné uvadéné jako optimalni pro tento druh
EH.

U houby B. bassiana kmen Bba 1101 bylo dosazeno ovlivnéni nékterych ukazateld
pomoci spravné zvolenych podminek produkce spor korelujicich s podminkami
panujicimi v ptivodnim arealu rozsifeni kmene. Tyto aspekty se v nékterych teplotach
zfeteln¢ neprojevily u kvantitativnich parametrii. K ovlivnéni velikosti kultur a
mnozstvi spor doslo vyraznéji pouze v teplotach 20 a 25°C.

vvvvvv

mozné ovlivnit rychlost vyvoje. Po produkci spor v nizkych teplotach (10 a 15°C)
doslo k urychleni vyvoje V naslednych testech. Ve vSech kultivaénich teplotach byl
prokazan rychlejsi vyvoj Bba 1101 na larvach T. molitor u variant, kde byly pouzity
spory ziskané z 10°C.

Schopnost ristu a vyvoje dvou riznych kmenti houby B. bassiana byla zavisla na
jejich geografickém pivodu, coz se prokdzalo pii porovnavani kmene Bba 1101
pochézejiciho zchladné oblasti Sumavy a kmene Bba USA 01, ktery pochazi
z Floridy, USA.
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8. SUMMARY

Entomopathogenic fungi are very common part of environment present in soil, on
plants and in the air as well. They are not obligatorily bound on insect, part of their lifecycle
could be realized in a saprotrophic way. And that’s the main advantage which makes them
promising tool of biological control because of their possible production on natural substrates
or artificial media. Wide range of fungal species is used in biological control. There is more
than 100 mycoinsecticides based on entomopathogenic fungi registered in many countries of
the world, but none of them is registered in Czech Republic nowadays.

In the present work, emphasis on a strategy of local strains and their origin was placed,
because each strain carries information associated with adaptation to the environment of its
origin. It is associated with the target site for the reintroduction, which may or may not be
suitable for applied organism. For this reason, much attention was paid to the selection and
evaluation of strain designed for practical application with respect to the location of its
intended use. Treatment is carried out mostly by aerial conidia of entomopathogenic fungi.
Conidia in vitro are produced on natural substrates, which are cheap and readily available.
The mycoinsecticides should be handled and stored in different way than chemical pesticides.
Production, formulation and storage, as well as the application itself has to be made in a
friendly manner and using appropriate techniques to avoid damage to the qualitative property
of the spores. Choosing unsuitable conditions for any sub-component of "mycoinsecticide”
preparation can lead to unacceptable damage to the spores which are then not applicable in the
biointensive integrated pest management (Bio-IPM). In submitted study the problems
connected with production, formulation, storage and improvement of the spore quality due to
the production conditions were concerned in respect to the local strain and its use in Bio-IPM.
Individual parts of the work were most detailed carried out with fungus B. bassiana strain Bba
1101 and some findings were compared to other 5 strains of this fungus or two other species
M. anisopliae and I. fumosorosea. Evaluation was done by standard laboratory tests under
different environmental conditions. For virulence assessment larvae of T. molitor were used
and the evaluation proceeded according to the scale adjusted for the purposes of this
organism. The topics have been formulated as follows:

1. Optimization of production of entomopathogenic fungi for use in biointensive integrated
pest management.

2. Impact assessment of different formulations and storage conditions on vitality and
virulence of the fungus B. bassiana.

3. Pre-application adjustment of B. bassiana spores formulated in powder carrier.

4. Monitoring of qualitative and quantitative parameters connected with the production
temperature of spores of the fungus B. bassiana.

This study did not give the task of mass production, but only the multiplication of
biomass of 6 different strains of fungus B. bassiana, with particular emphasis on strain Bba
1101, without adversely affecting the vitality and virulence. Selected substrates meet the
conditions for their easy availability and low cost. Production of B. bassiana spores proceeded
on 6 natural substrates and 5 artificial media. Data were generated after 7 and 14 days in case
of cultivation on natural substrates and after 21 days on artificial media. The substrates or
media were evaluated on basis of spore vitality and production quantity. Volume of spores
differed markedly among the assessed media as well as the spore vitality. Quality assessment
was performed according to the standard assays. Results showed differences among media.
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Based on generated data 3 substrates (peeled barley, rice and rape seed) were chosen into
virulence evaluation proceeded on T. molitor larvae. No statistical differences appeared
among variants. In this study the ability of the fungus B. bassiana to realize saprotrophic
development in vitro was demonstrated. Regarding the quantity, vitality and virulence of
harvested spores, peeled barley was selected as the most suitable substrate for low volume
production. Just 3 kg of substrate is enough to produce a sufficient number of spores for
treatment of 1ha surface area. Its versatility has been confirmed in testing of different strains
of B. bassiana, and other two species of entomopathogenic fungi M. anisopliae and
I. fumosorosea. Artificial media evaluated the same way as natural substrates except of
virulence assessment expressed differences in quantity and quality as well. On the area of the
cultures the ability to colonize and spread in the environment with different amount of
nutrients was visible. PDA was chosen to be the most convenient for small scale production
or activation of B. bassiana strain Bba 1101 cultures.

In study of the impact of storage conditions on preservation of viability of B. bassiana
spores, 4 powder formulations including non-formulated conidia together with 3 oil based
formulations were assayed. Storage conditions were a combination of formulation and
temperature. Evaluation was based on the ability of chosen formulation to protect the conidia
of B. bassiana strain Bba 1101 exposed to different temperatures over one year. In rated
intervals vitality and virulence were assessed according to the standard methodology selected
and partly modified for this purposes. Regarding temperatures visible differences appeared
among them. Whilst at lower temperatures (4 and -20°C ) the decline of vitality indicators
was gradual, at 22°C the fall was very rapid. In general at temperature 22°C was a relatively
rapid loss of vitality of the B. bassiana spores immobilized in powder carriers, but the same
conclusions could not be applied on oil formulations where the vitality showed much higher
values with exclusion of spores formulated in rape seed oil where the germination of spores
was comparable to that formulated in powder nutritive carrier. Regarding the formulation very
good results were obtained with nutritive carrier, which demonstrated a positive impact on the
vitality of the immobilized spores especially at 22°C, but there were no meaningful
differences among formulations at low temperatures. Mortality of T. molitor larvae was also
influenced by the used formulation. Whilst within powder formulations any relevant
differences were found as well as within oil formulations, between the groups of powder and
oil formulations big variance appeared. It is possible to conclude, that powder formulations
themselves are very practical for use and could be stored at lower temperatures without
significant loss of viability, especially with content of nutritive carrier. For storage under
laboratory temperature oil formulations are recommended, with particular emphasis on
soybean oil. All tested storage conditions showed, that the local strains could be stored in very
simple formulations for one year maybe longer which means, that there is quite long time for
its multiplication and reintroduction into target ecosystem.

Pre-application mixture based on spores immobilized in nutritive carrier was carried
out with few commercial wetting agents. The aim was to prepare homogenous suspension
without deterioration in spore quality. One surfactant based on rapeseed oil (commercial name
Istroekol) met the requirements very well even when used in much higher concentration than
was recommended on label.

The last part of the work concerned on B. bassiana strain Bba 1101 and possible shift
in its development connected with production temperature. The task was to find the most
suitable temperature for inoculum production to induce a better adaptation of the spores to
target ecosystem. It was an attempt to prove the dependence of geographical origin on the
fungal features and it was done due to the comparison of two isolates of the fungus
B. bassiana, one originating from Sumava National Park and one from Florida. Expression of
these two strains differed in many ways particularly in colony diameter in 30°C and mortality
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which was faster in 30°C with strain USA Bba 01. But significance for practical use was
much higher on the finding that the lower production temperature resulted in faster parasitic
cycle of Bba 1101 on T. molitor larvae when the time needed to achieve Fungus Development
Index 1,5 (the critical value for demonstrable infection) shortened markedly. There was also
positive influence on some production merits connected with optimization of conditions
suitable to production. If we take into consideration the climatic conditions in target locality,
where the strain Bba 1101 is proposed to be reintroduced, acceleration of infection is
contribution, because of the low average annual temperatures.

It is possible to conclude, that the methodology how to maintain local strains
determined for use in Bio-IOR was demonstrated. With respect to the origin of the strain, we
get better results with its application presenting in a faster development, better environment
colonization and better suppressive effect.
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Graficky list 1 Fenotypovy projev jednotlivych kmend houby B. bassiana izolovanych v
NP Sumava a pouZzivanych v testech.

Bba 1101 Bba 1101

NP 0004 NP 0005

NP 0007 NP 0028
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Graficky list 2 Kultivace spor houby B. bassiana kmen Bba 1101 na piirozenych substratech
Vv fizené teploté po dobu 14 dnt.

Pohled ze spodni strany.

Pohled ze spodni strany.

Povrchova kultura Bba 1101 na fepce. Pohled ze spodni strany.
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Graficky list 3 Stiedové kultury pouzivanych druhti hub a jejich kultivace na pfirozeném
substratu (kroupy) po 7 dnech.
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Stredova kultura I. fumosorosea. |. fumosorosea na piirozeném substratu.
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Graficky list 4 Ptiprava testu virulence s larvami T. molitor metodou ,,dip test®.

Plosna kultura houby B. bassiana kmen Bba Suspenze konidii B. bassiana kmen Bba 1101
1101 pouzita pro pfipravu biotesti. v 0,05% roztoku Tween 80, 1x10’ spor/ml.

Osettfena larva T. molitor ve vlhké komurce.

Namaceni larev T. molitor v suspenzi spor.

Vlhké komurky slarvami T. molitor 1 varianta osetfenych larev uzaviena
pfipravené k uloZeni do termostatu. V ochranném plastikovém sacku.
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Graficky list 5 Pfiprava testu virulence na larvach T. molitor se sporami formulovanymi v IN1.

Povrchové oSetfeni larev
sporami houby B. bassiana
formulovanymi v inertnim
nosi¢i ¢.1. 0,1 g preparatu
promichany s 10 larvami
T. molitor.

Po oSetfeni jsou larvy
vysypany na Petriho misku a
po jedné vlozeny do vlhkych
komurek. Zbytek preparatu
je zvadzen a  zjiSténa
hmotnost slouzi pro
stanoveni mnozstvi  spor
ulpélych na larvach.

Vlhké komurky, ve kterych
jsou po jedné uloZeny larvy
T. molitor. Komurky jsou
ulozeny do plastikového
saCku a do tizené teploty.




Prilohy

Graficky list 6 Larvy T. molitor vykazujici znamky ruzného stupné infekce vyvolané houbou
B. bassiana.

_|
Melanizaéni skvrny, projev infekce FDI0,5.  Melanizacni  skvrny  mezi  hrudnimi
koncetinami, FDI 0,5.

Pocatek rtstu mycelia mezi hrudnimi Rust kompaktnéj$iho mycelia, ovSem v malé
koncetinami, FDI 1,5. mife, vyvoj oznacovany stupném FDI 1,5.

Y owt
¥

Rist mycelia na hrudnich kon¢etinach, index :Lar T. molitor kompletné porostla
vyvoje houby 2,0. myceliem houby B. bassiana, FDI 2,0.

Pocatek sporulace mycelia, FDI 2,5. Plna sporulace mycelia na larvée, FDI 3,0.
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Graficky list 7 Rtizné formulace preparatti na bazi houby B. bassiana kmen Bba 1101.
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Spory houby B. bassiana kmen Bba 1101 Spory houby B. bassiana kmen Bba 1101 po
formulované v nutritivnim nosi¢i. formulaci do oleje.
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Graficky list 8 Vzhled stfedovych kultur narostlych ve 20°C z inokula ziskané¢ho z rtiznych
teplot (10, 15, 20, 25 a 30°C).

Kultura zaloZen4 z inokula z 15°C.

Kultura zalozena z inokula z 20°C.

Kultura zalozena z inokula ze 30°C. Vyrovnanost kultur zalozenych z inokula ze 30°C.
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Graficky list 9 Stfedové kultury houby B. bassiana kmen Bba 1101 ziskané v raznych
teplotach z inokula vyprodukovaného ve 20°C.
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Kultivace probihajici ve 30°C. Kultivace probihajici ve 25°C.
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Graficky list 10 Porovnani stiedovych kultur houby B. bassiana kmen Bba 1101 narostlych
V péti riznych teplotach.

Stfedové kultury B. bassiana kmen Bba 1101 zalozené s inokulem produkovanym v 10°C.

Stfedové kultury B. bassiana kmen Bba 1101 zalozené s inokulem produkovanym ve 25°C.




Prilohy

Graficky list 11 Porovnani vzhledu stiedovych kultur ziskanych v 5 rtznych teplotach se
dvéma kmeny houby B. bassiana pochazejicimi z odlisnych klimatickych oblasti.

Sttedové kultury USA Bba 01 narostlé ve 30°C. Stfedové kultury Bba I 101 narostlé ve 30°C.
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