. /’%’V"E ot "o /’/Zﬂflé/ W;fo&imff - S 7 ) / . ;t//i?f/%»%z,
Oponent: RNDr. Alena Novakova, CSc.

Otazka:

Mohla by autorka nastinit pfehled toho, jak by se mélo postupovat pii nutnosti pouzit v
biologické ochrang rostlin zcela novy biopreparat na bazi entomopatogenni houby-co vie je
potieba a v jakém sledu uskuteénit, aby mohl byt preparat nove pouzit napf. na Uzemi
regionu, statu apod., ¢eho se vyvarovat a co neni mo¥né v zadném ptipad& opomenout, takovy
vlastni pfehledny ndvod na pfipravu a zavedeni nového preparatu.

Odpovéd’:

V soudasné dobé je cely problém komplikovan obrovskym zdjmem o biopreparaty na bazi
vlaknitych hub, které jsou nezfidka oSetfeny patenty. Tudiz je pfi tvorb& nového preparatu
nutné respektovat patentovou ochranu nebo nalézt naprosto unikatni kmen a formu preparatu.
Na pocatku prace je nezbytné shromazdit co nejvice dostupnych informaci o daném druhu
EH, jeho vlastnostech, druzich hostitelt a pfipadné jiz zjidt€nych moznostech produkce,
hodnoceni a pouziti. Na zakladé zjiSt€nych informaci je zvolena metoda produkce v
souvislosti s predpokladanym zptisobem formulace a aplikace, kterd je upravovana na zakladé
dosazenych vysledkti (slozeni média, teplota, délka kultivace, atd.). U ziskanych spor
(vzdudnych spor nebo blastospor) je hodnocena jejich kvantita a zejména kvalita pomoci
standardizovanych laboratornich testtL.

Pokud se podaii ziskat dostate¢né mnoZstvi ivotaschopnych spor, nasleduje prace na
nalezeni vhodného plnidla pro vytvofeni stabilniho preparatu (alespoti kratkodobg), které
nebude snizovat kvalitu spor a v idealnim pfipadé bude zvySovat uéinnost pouZitého
piipravku a bude co nejvice zjednodusovat manipulaci s piipravkem a samotnou aplikaci.
Nesmi byt opomenuto hodnoceni virulence na zvoleném hostiteli, ktery by m&l byt v idealnim
ptipadé shodny nebo co nejvice podobny cilovému hostiteli.

Protoze se jedna o preparat na bazi zivého organismu, po vytvofeni a otestovani
preparatu v laboratornich podminkéch nasleduji ovétovaci testy, které maji za ukol prokéazat
vliv podminek prostiedi, stejn& jako citlivost cilového organismu, ktery se nachazi ve svém
,,domovském* prostfedi a neni vystaven stresovym podminkam. Ale také urit optimalni
nacasovani aplikace. Z toho divodu se provadi pokusné aplikace a monitoring ukazujici na
u¢innost preparatu.

Pokud se podati vytvofit preparat, ktery spliiuje pozadavky na udinny pfipravek, je
mozné usilovat o jeho registraci, pfed niZ je pak nezbytné provést dali analyzy spojen¢ s
nebezpe&im pro &lovéka, pifpadné dalsi teplokrevna zvifata a ryby, které jsou jiz provadény
ve specializovanych laboratofich uréenych k tomuto ucelu.



Oponent: doc. Ing. Bohumila Vozenilkova, CSc.

Otazka:

Na s. 20 autorka cituje praci autord (Luz, Batagin 2005), kdy jiz pfima aplikace konidii ve
formulaci oleje s vodou na hmyz, indukuje vyznamnou mortalitu mezi larvami tfettho instaru
Triatoma infestans. O jakou biologickou metodu se jedna?

Odpovéd’:

V piipadé pouZiti olejové formulace konidii se jedna o biologickou ochranu zaloZenou na
mikroorganismu, konkrétng entomopatogenni houby, ktera tvofi zaklad mykoinsekticidu,
pusobiciho na cilovy organismus. Suspenze byla aplikovéna pfimo na thorax a abdomen
larev.

Otazka:
Pro& jiz nejsou na trhu v CR biopreparaty na bazi houby B. bassiana - Boverol a Boverosil?

Odpovéd’:

Oba pripravky byly registrovany v CR mensimi firmami, piipravek Boverol firmou Fytovita
proti mandelinkovitym brouktm, piipravek Boverosil na nosatcovité brouky a dalsi skladistni
skudce. Ptipravku Boverol viak vyprela registrace 31.7.1997 a pfipravku Boverosil
31.12.1996. Ani u jednoho z pfipravkii nebyla obnovena registrace z diivodu, Ze doSlo ke

wewr

nékladn&jsi. Z toho diivodu nebyla opétovna registrace provedena a piipravky vypadly z
nabidky na trhu v CR.

Otazka:
Vysvétlete blize lokalni kmen Bba 1101 ptivodem z Floridy, ktery jste pouzivala v biotestech.

Odpovéd’:

Je tfeba upresnit, Ze se jednalo o kmen oznageny USA Bba 01. Bba 1101 je kodové oznaceni
pro kmen ziskany v NP Sumava v roce 2004.

Kmen oznageny zkratkou USA Bba 01 byl v roce 2003 izolovan prof. Landou z pidniho
vzorku ziskaného na Floridé pomoci selektivni Zivné ptidy na bazi fungicidni latky dodine. Po
predisténi byl ve formé alginatovych pelet uloZzen do mykologické sbirky na katedfe Rostlinné
vyroby a agroekologie, sekce Rostlinolékatstvi.

Viz. Houbové organismy pouzivané v pokusech (Material a metody, str.25)

Otazka:
Pro¢ byly larvy potemnika mouéného vybirany pro biotesty podle velikosti a ne podle instaru?

Odpovéd’:
Larvy potemnika mou¢ného (T. molitor) byly nakupovany ve specializovanych obchodech a
tudiZ nebylo moZno ziskat informaci o tom, v jakém instaru se pravé nalézaji. Vzhledem k



tomu, Ze u potemnikovitych broukd se v souvislosti se zptisobem chovu miZe vyskytovat az
20 larvalnich instar@, byla jedinym voditkem pro ureni pfiblizn€ stejn¢ho staii larev jejich
velikost.

Otazka:
Kolik larev potemnika moucného jste sledovala v jednotlivych variantach a nedoslo k
mortalitd larev pfi povrchovém osetfeni 1% roztokem ptipravku Savo?

Odpoveéd’:

P#i hodnoceni produkéniho média a vlivu skladovani na virulenci spor houby B. bassiana bylo
pouzivano 30 larev v kazdé variant€, tudiz pro testovani produkénich médii bylo pouZito
celkem 120 larev (v&. kontroly), pfi hodnoceni skladovanych ptipravkd to bylo 120-390 larev
(v&. kontroly). P¥i hodnoceni, které bylo soucasti teplotniho profilu, se pouzivalo 20 larev v
kazdé variantg, tzn., Ze celkovy polet larev byl pii testovani 1 produkéni teploty 200 larev
(v&. kontrol).

Povrchové sterilace je sou¢ésti standardnich postupti pouzivanych k zamezeni nezadoucich
kontaminaci. P¥ povrchové sterilaci larev nedojde k jejich Ghynu, pokud jsou v dobré kondici
a pokud po dfkladném proplachnuti larev 1% Sava okamzit¢ nasleduje opakované
proplachnuti sterilni destilovanou vodou a larvy jsou umistény na filtraéni papir, aby mohla
byt piebytetna voda odsata z jejich povrchu.

Otazka:
Popisté podrobnéji varianty, které jste sledovalana s. 31 v laboratornich podminkéch.

Odpovéd’:
U této otazky se odkazuji na Materil a metody, str. 31, kde jsou jednotlivé varianty popsane.

Kultivace a vytéznost spor na prirozenych substrdtech
Pro zaloZeni pokusti hodnoticich produkci a kvalitu spor na piirozenych substratech bylo
pouZito 5 obilnin (kroupy, ryZe, pSenice, je¢men a pluchaty oves) a jedna olejnina (fepka).

kroupy kroupy je¢né o velikosti €.10

ryze loupana dlouhozrnna

pSenice potravinaiska pSenice vypéstovana v konvenénim zemedélstvi
je¢men ozimy je¢men vypéstovany v konvenénim zem&delstvi

oves pluchaty oves p&stovany v konvenénim zemedelstvi

fepka olejnina ziskand z b&Zného konvenéniho zem&delstvi

Produkce spor probihala v Erlenmayerovych batikdch o objemu 100ml, kam bylo
navazeno 10 g substratu, bafika byla uzaviena alobalem a sterilovana pii teploté 121°C po
dobu 150 min. Po vysterilovani byla provedena inokulace 5Sml suspenze adjustované na
finalni koncentraci 1,0x107 spor/ml. Soudasné byl zaloZen i test vitality pro ovéfeni kvality
spor vstupujicich do pokusu. Po inokulaci a znovuuzavieni, byla batika v priibéhu 6 hodin
prib&zn& protiepavana, aby doSlo k rovnomérnému promiseni obsahu a nasaknuti suspenze



do substratu. Nasledné byly viechny batiky uloZeny do teploty 25°C , kde probihala kultivace
bez piistupu svétla. Pro kazdou variantu bylo pfipraveno 5 opakovéani. Prvni hodnoceni
prob&hlo po 7 dnech, druhé nasledovalo po 14 dnech.

Hodnoceni vyt&Znosti spor bylo zaloZeno na vymyvani spor pomoci 0,05% TW 80.
Substrat byl dikladné rozdélen a rozmélnén pomoci sterilni $pachtle, nasledné byla barika
umisténa na magnetické michadlo po dobu zhruba 10 minut pii rychlosti 500ot./min. a po
dikladném uvolnéni spor byla suspenze pfipravena k pocitani. Politdni prob&hlo
v kalibrované pocitaci komurce a zjiSténa hodnota byla pfepoétena na 1g substratu. Vitalita
ziskanych spor byla posuzovana na zakladé kli¢ivosti, indexu vyvoje (GI) a virulence spor
vici cilovému organismu 7. molitor. Test virulence byl zaloZzen pouze ze spor ziskanych po
7denni kultivaci.

Vliv produkéni teploty na vytéZznost spor byl hodnocen ve tfech teplotach v rozsahu
odpovidajicim riistu 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 vykdzaly
nejlepsi vysledky v pfedchozi &asti a piiprava a prib&h pokusu odpovidaly vySe popsané
metodice. Rust byl ukonden po 14 denni kultivaci a nasledovalo zhodnoceni kvantity spor
vytvofené na jednotlivych substratech v riznych teplotach.

V posledni &4sti byl na kroupach sledovan trend vyvoje vynosové kfivky v priib&hu 14
dn. Hodnoceni vytéZnosti zde probihalo ve 24 hodinovych intervalech a ucelem bylo
stanovit optimalni ¢as ukon&eni produkce a sklizné spor z povrchu substritu. Soucasné
s hodnocenim vytéZznosti byl zkaZdého hodnoceni zakladan test vitality, ktery ukazoval
zmény v kvalité spor v prub&hu kultivace na pfirozeném substratu.

Otazka:
Na s. 38 v tabulce &. 2 neni uvedena kontrola na rozdil od tabulky ¢. 3. Uved'te, o jakou
kontrolni variantu se jedna.

Odpovéd’:

V tabulce &. 2 jsou uvedeny vytéZnosti spor houby B. bassiana kmen Bba 1101 ziskané z
jednotlivych pfirozenych substrati, u kterych neni vyhodnocovdna Zzddnd varianta jako
kontrolni. Na rozdil od tabulky &. 3, ve které je uvedena mortalita larev T. molitor zji$ténd po
aplikaci spor houby B. bassiana kmen Bba 1101, kde jsou kontrolni variantou larvy oSetiené
pouze 0,05 % roztokem smécedla TW 80.



Oponent: RNDr. Zden€k Mracek, Dr.Sc.

V posudku padl dotaz, pro¢ pro vyzkum nebyl vybran druh I fumosorosea kmen PFR
97, kdyz mél ve srovnani s B. bassiana a M. anisopliae nejvyssi vytéinost spor.

Vybér kmene vychazel z priorit odd&leni, kde se v dob& zahajeni prace feSil problém s
lykoZroutem smrkovym a bylo cilem ziskat co nejvice informaci o B. bassiana, zejména
kmenu Bba [101. I fumosorosea se hodi spiSe pro pouziti ve skleniku, které jsou v soucasné
dob¢ u nés spise potlacovany.

Oponent nevznesl ve vyhotoveném oponentském posudku zadny dalsi dotaz.
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