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1. Uvop

V ochrané rostlin v soucastné dobé jednoznacné pievlad4 snaha o vyuziti vSech metod
tzv. integrované ochrany rostlin. Zamérem integrované ochrany rostlin je udrzet ¢etnost populaci
Sktidcti a patogenii na tolerovatelné urovni, pii zdmérném preferovani a védomém vyuzivani
ptirozenych metod regulace populace skidcti. Klade se diraz na spravnou agrotechniku, na
vyuziti odolnych odrud, na mechanické, fyzikalni, biologické a genetické metody atd. Klasicka
chemickd ochrana se stala soucasti komplexu vSech uvedenych ochrannych opatfeni. Diive
pouzivané klasické chemické pesticidy, které byly donedavna hlavni prostfedky pro boj se
sktidci, konkurenty a nemocemi rostlin sebou pfinesly celou fadu negativnich jevl napt. toxicitu
nékterych pouzivanych latek, kulminaci jejich rezidui v potravnim fetézci, vznik rezidialnich
populaci cilovych organismil, zasazeni necilovych organismu atd.

Zejména v poslednich letech se v biologické ochrané prosazuji biologické piipravky na
bazi patogennich mikroorganismi. Mezi n¢ patii entomopatogenni viry, bakterie, hlistice a
houby. V sortimentu druhii hub ne jejichz bazi jsou koncipovany soucastné mykopreparaty maji
nejvetsi vyznam zastupci rodt Aschersonia, Beauveria, Lecanicillium, Metarhizium, Nomuraea a
Paecilomyces. Rada druhii enotmopatogennich hub je asociovana i se skupinami hmyzu, u
kterych se jiné druhy patogent nevyskytuji (napf. viry, bakterie vers. msice, molice...aj.). Také
mohou vyvolavat onemocnéni u téch stadii hmyzu, které ostatni skupiny patogenti nenapadaji.
Biotechnologie masové produkce hub vyuzivaji bud’ fenoménu sporulace na vzdusném myceliu
(povrchové kultury, vyslednou infekéni jednotkou je spora) nebo produkce blastospor a tekutém
zivném zivném mediu (submerzni kultivace).

Cilem této diplomové prace bylo ovéfit moznost levnych, nizkokapacitnich biotechnologii
zaméfenych na produkci uniformni biomasy vybranych druhti/kment mitosporickych

entomopatogennich hub.



2. LITERARNI RESERSE

2.1. Integrovana ochrana rostlin

Integrovana  ochrana rostlin (IOR) predstavuje strategii, ve které jsou
v socioekonomickém kontextu farmarského systému, spojeni prostfedi a popula¢ni dynamiky
Skideti, vyuzivany vSechny dostupné regulacni postupy, vcetné¢ fyzikalnich, chemickych a
biologickych, s cilem udrzeni populac¢ni hustoty skodlivych ¢initel pod hladinou zpisobujici
ekonomické poskozeni (Pell et al. 2001). V oblasti praktické metodologie IOR jsou vSak zamérné
uptednostiovany a uc¢elové kombinovany nechemické metody regulace Cetnosti populaci skidcd,
zejména pak metody biologické, agrotechnické, genetické a bioracionalni. V tomto kontextu jsou
ptikladem praktické realizace IOR programy, ve kterych je napf. biologickd ochrana
kombinovana s vyuzivanim rezistence hostitelskych rostlin. Oba uvedené¢ mechanizmy regulace
populaci Sktidcl jsou obecné povazovany za kompatibilni, protoze na rezistentnich rostlinach
byva pomalejsi sezonni populacni dynamika sktdct, ¢imz se zaroven zvysuje regulacni kapacita
biologického agens a pravdépodobnost, ze v daném sytému bude populace cilového druhu skiidct
udrzena pod hladinou Skodlivosti (Bergman, Tingey 1979; Boethel, Eikenbary 1986; Krips et al.
1999).

V soucasnosti je zndmo nékolik desitek definici IOR, které se liSi nejen v obecnych
formulacich, ale i v hlavnich cilech. Stavajici defini¢ni kontinuum IOR osciluje od jednoduchych,
pragmatickych a uzce orientovanych definici (definice zamétfené na zakladni principy programii
IOR zemédélskych plodin a kultur) az po verze definujici IOR velmi Siroce (definice vice
orientovan¢ na praktické 1 obecné aspekty zivotniho prostiedi, trvale udrzitelny rozvoj,
alternativni a ekologické systémy hospodafeni apod.). V poslednich letech lze v defini¢nim
kontinuu IOR zaznamenat zietelnou tendenci detailngjsi diferenciace IOR, coz vyustilo
v zavedeni termintl ,.konven¢ni“ a ,,biointenzivni IOR (Dufour 2001). Nové pojeti a vnitini
diverzifikace IOR piedstavuje velmi vyznamny posun v oblasti teorie a praxe IOR. V tomto
pojeti je jednoznacné a vyrazné zvySen dlraz na formalni i obsahové aspekty IOR, pfiemz
klicovy diferencia¢ni vyznam sehrava metodologie IOR. Zakladni rozdily substrategii (konven¢ni
resp. biointenzivni) IOR lze nejpiesnéji definovat pomoci termint ,,proakce resp. prevence"
(biointenzivni IOR) a ,reakce resp. kurace” (konven¢ni IOR). Druhym klicovym aspektem je
urovenn akceptace syntetickych pesticidii. Definice biointenzivni IOR pouzivani syntetickych

pesticidi neptipousti, naproti tomu definice konvencni IOR pouzivani syntetickych pesticidi



piipousti a v extrémni verzi stavi syntetické pesticidy na roven ostatnim metodam regulace a ani
neformuluje princip cilené preference metod nechemickych (Dufour 2001). Vyznamné rozdily
mezi konvenéni a biointenzivni IOR 1ze zaznamenat v mnoha aspektech, nicméné velmi dobie se
tyto rozdily demonstruji na odliSnostech v pojeti a postaveni biologické ochrany rostlin.
Biologicka ochrana rostlin je béZnou az obligatni soucasti vSech definici IOR. V konvecni IOR je
biologicka ochrana chépana velmi Siroce a zahrnuje i (bio)technologické prvky, vcetné zamerné
produkce parazitoidl, predatori a patogennich mikroorganizmi a standardni finalizace a
formulace biopreparati a biologickych prostiedkti urcenych k masovym introdukcim bioagens do
zdjmovych agroekosystémi. Oproti tomu, v pojeti biointenzivni IOR je biologickd ochrana
chapéna vyhradné v kontextu zamérné podpory ptirozené se vyskytujicich druhti a jejim cilem je
dosdhnout stavu, kdy podpora pfirozenych nepfatel prostiedi zajisti obecnou stabilitu
agroekosystému. Nehled¢ na pomérné znacné rozdily a vyznamné odlisnosti, ob¢ strategie IOR
zpravidla spojuje diiraz na preferenci biologickych metod regulace cetnosti populaci skidct a

supresi Sifeni a vyvoje pivodcti onemocnéni rostlin.

Schéma 1. Schematické znazornéné hlavnich rozdild mezi konvenéni a biointenzivni
integrovanou ochranou rostlin (upraveno podle Dufour 2001)

=
a
>
=
4
<
1)
—
0 Biologické prostiedky a
N
5 Mechanické a fyzikalni
= metod
< Yy
o
o
O
g Monitoring a identifikace Monitoring a identifikace
g §kudci a piirozenych nepratel skidcu, kriticka Cisla
)
o
d OSEVNI POSTUPY, ZPRACOVANI PUDY, AGROTECHNICKE LHUTY
k=)
2 Biologicka aktivita pudy a Geneticka diverzita péstovanych
+ . . Ve  w_ s . 2% o ~ e
< diverzita uzitecnych plodin, vybér odrid - prostredi,
e organizmu na povrchu odolnost,. rezistence, tolerance
o
Biointenzivni «— integrovana ochrana - Konvenéni



2.2. Biologicka ochrana rostlin

Biologickd ochrana rostlin je nejcastéji definovana jako zamérné vyuzivani Zzivych
piirozenych nepiatel nebo antagonistickych organismti s cilem snizit populaéni hustoty
Skodlivych Ciniteld, zivo€ichl nebo rostlin na ekonomicky piijatelnou troven (Landa et al. 2002).
Biologicka regulace je bud’ vysledkem cinnosti ¢lovéka nebo ptirodnich sil. Biologicka ochrana
muze byt pouzita bud’ pro supresi Skodlivych ¢initeli rostlin a potravin, nebo pro obnoveni
ptirodnich systémii napadenych adventivnimi druhy' (van Driesche, Bellows 1993).

V soucasnosti je zndmo nekolik, paralelné vyuzivanych definic ,,Biologické ochrany rostlin
,biologickd ochrana® zahrnovany nejen metody zdmérné vyuzivajici rtizné skupiny a druhy
prirozenych neptatel a antagonistli, ale 1 metody bioraciondlni, agrotechnické, piipadné i
genetické. Nicméng, soucasné systémy delimitace metod ochrany rostlin akcentuji vyrazné zizené
pojeti a definuji biologické metody jako metody, jejichz principem je zdmérné vyuZzivani
prirozenych nepratel s cilem omezovat vyskyt, $ifeni a vyvoj ptivodcti onemocnéni rostlin, sktidct
a plevelnych rostlin.

Kategorie "prirozeny nepritel" je kategorii pragmatickou a ucelovou, jejiz zavedeni
akcentuje antagonistické prvky v souhrnu interakci dvou druhd. Ponékud abstraktni kategorie
"prirozeny nepritel" je v oblasti praktické terminologie zjednodusen¢ konkretizovana
prostiednictvim nasledujicich znamych pojmu:

a) parazit® (parazitoid)

- druh, ktery je na svého hostitele vazan potravné

- druh, ktery je na svého hostitele zaroven vazan alespon ¢asti svého vyvoje

b) predator (dravec)

- druh, ktery je na svou obét’ vazan pouze potravné a jehoz vyvoj neni vazan na vlastni obét,
nicméné osidluje s obéti shodny biotop

- v prubéhu vyvoje zpravidla usmrti vice jedinct obéti

! Adventivni = jakymkoliv zpiisobem odjinud zavle¢eny do uréité geografické oblasti; neptivodni (neindigenni) pro
oblast, do které byl zavlecen (Landa et al. 2002)

2 v praktické biologické ochrané rostlin je preferovano zamérné vyuzivani parazitd, jejichz interakce s hostitelem
resultuje v usmrceni, resp. Uplnou supresi cilového druh, pro takto zGzenou skupinu parazitl je pouZzivan pojem
,,parazitoid *



¢) patogenni mikroorganizmus
- obligatni nebo fakultativni patogen, ktery je schopen vyvolat onemocnéni svého hostitele
- v Sir§im slova smyslu jsou do této kategorie zahrnovany i druhy, jejichz interakce s okolnimi

druhy ma charakter antagonizmu, kompetice nebo inhibice

Strategie biologické ochrany rostlin

Vyse uvedend kategorizace pfirozenych nepiatel vymezuje i1 zdkladni metodologickou
vybavu, kterou ma biologicka ochrana k dispozici. Zakladni metody, které jsou v ramci biologické
ochrany rostlin vyuzivany, jsou ¢lenény s ohledem na zplisob a podminky, za jakych je pfirozeny
nepfitel introdukovan do zajmového agroekosystému a bézné jsou delimitovany nésledujicim

zpusobem:

a) Inokulativni introdukce (tzv. klasicka biologicka ochrana)

- neindigenni nebo indigenni druh parazita, predatora nebo patogenniho mikroorganizmu je v
malém poctu zdmérné introdukovan do nového aredlu rozsiteni Skodlivého organizmu

- cilem je =zajistit dlouhodoby efekt po uchyceni, adaptaci, namnozeni a rozSifeni
introdukovaného druhu

- vyzaduje narodni a mezinarodni infrastrukturu, v€etné karanténnich zatizeni

- vyrazn¢ ekologicky charakter a velmi maly podil technologickych prvki (nizkokapacitni

chovy a biotechnologie pro introdukci malého mnozstvi jedincti)

Import pfirozenych nepratel (strategie biologické ochrany pro kterou je standardné
pouzivan terminem ,,Klasicka biologickd ochrana) je pouzivan v ptipad¢, Ze je pfirozeny nepfitel
introdukovan do nového aredlu (exotického) druhu Sktdce, ktery byl zavlecen do nové oblasti
(aredlu), ve které se uchytil a etabloval se do role Sklidce. I z neddvné historie je zndma fada

piipadt, kdy introdukce nového druhu bioagens do oblasti zavleceni sktidce byla vysoce ucinna.

b) Inundativni (augmentativni) introdukce

- indigenni nebo neindigenni druh je sbirdn nebo masové produkovan a jednordzové nebo
periodicky introdukovan do agroekosystému s cilem dosdahnout okamzitého ochranného
efektu.

- introdukce je zpravidla cilena na univoltinni druhy $ktidcii na jednoletych plodinach



introdukovany druh se v prosttedi zpravidla neuchyti a jeho introdukce musi byt v ndslednych
péstitelskych cyklech opakovany
vyrazné technologicky charakter (podminkou jsou masové chovy makroorganizmi a umélé

produkce/kultivace mikroorganizmi, fizena distribuce standardnich prostiedkl/piipravki)

Sezonni inokulativni introdukce

ptirozeni nepfatelé¢ jsou sbirdni nebo masové produkovani a jednordzové nebo periodicky
introdukovani do kratkodobych plodin (6-12 mésict)

cilem je nejen okamzity ochranny efekt, ale i dlouhodobé¢jsi regulace populaci multivoltinnich
druhi sktidct (po celou dobu péstitelského cyklu, G¢innost i na generace cilového Sktdce,
které se realizuji az po introdukci)

strategie ma vyrazné technologicky charakter, nutnym ptedpokladem jsou masové chovy a
umélé produkce/kultivace, komercné je tato strategie realizovana standardnimi prostfedky a

pripravky biologické ochrany)

Metoda opakovanych introdukei v pribéhu jedné vegetace je téméi vyhradné vyuzivana

v komplexni biologické ochrané rychlené zeleniny a okrasnych kvétin, jiné aplikace jsou pouze

vyjimecné (priklad: parazitoid Encarsia formosa, dravy rozto¢ Phytoseiulus persimilis a dalsi

druhy parazitoidi a predatord produkovanych a distribuovanych pro ucely biologické ochrany

sklenikovych plodin)

d)

Podpora, ochrana a konzervace ptirozenych neptatel
zdmérnd podpora, ochrana a konzervace piirozenych nepiatel v zdjmovém prostiedi
zvyseni ucinnosti indigennich druht ptirozenych neptatel

vyrazné ekologicky charakter

Cilend podpora, ochrana a konzervace pfirozenych neptatel patfi mezi kritické prvky

biologické ochrany, zejména v technologiich ekologického zemédé¢lstvi. V principu jde o vSechna

opatfeni, ktera nejen podporuji vyskyt, vyvoj a populacni dynamiku pfirozenych neptatel (potrava,

zimoviste, atraktance na cilovy biotop... apod.), ale zejména, které eliminuji pfimé negativni vlivy

na vyskyt, vyvoj a populacni dynamiku autochtonnich populaci pfirozenych neptatel. Lze



konstatovat, ze minimalizace negativnich vlivli na pfirozené nepiatele je principialnim prvkem

této strategie a je v obecné rovin€ vyznamnéj$i nez podpora ¢i konzervace.

2.3.  Entomopatogenni houby

Houby jsou polygeneticky rozmanitou skupinou eukaryotickych heterotrofnich
mikroorganismii rozmnoZzujicich se bud’ sexudlné nebo asexudlné (Inglis et al. 2001; Goettel et
al. 2000). Zvlastni skupinu hub piedstavuji druhy, které mohou vyvolavat primarni onemocnéni
ruznych vyvojovych stadii hmyzu (tzv. houby entomopatogenni) (Landa 1998).
Entomopatogenni houby jsou nejdéle znamou a nejCastéji determinované entomopatogenni
mikroorganizmy asociované s hmyzem, protoze jejich rist na povrchu téla rtiznych druht
hostitell je na rozdil od ostatnich skupin entomopatogennich mikroorganismti snadno vizualné
patrny. VétSina entomopatogennich hub patii mezi obligatni nebo fakultativni patogeny hmyzu,
ale nekteré mohou za urcitych okolnosti fungovat i jako symbionti (Landa 1994). Pomérné
velkou skupinu entomopatogennich hub tvoii druhy, které krom¢ hmyzu rostou i na mrtvém
substratu organickych zbytkli a jejich patogenita pro hmyz je jen jednou moznosti jejich
existence (vétSina komeréné vyuzivanych hub) (Weiser 1966).

Entomopatogenni houby pilisobi pievazné¢ jako ektoparaziti hmyzu. Endoparaziticky
status entomopatogennich hub je pomérné vyjimec¢ny (pouze nekteré druhy z Deuteromycotina a
prevazna Cast zastupct z fadu Laboulbeniales). Hmyzi hostitel je zpravidla infikovan sporami
nebo konidiemi (Zygomycotina), konidiemi nebo blastosporami (Deuteromycotina), zoosporami
(Mastigomycotina) a askosporami (Ascomycotina) (McCoy et al. 1988). Nejcastéji infikovanym
vyvojovym stadiem hmyzu jsou larvy. Méné Casto jsou infikovany kukly a dospélci hmyzu,
vajicka hmyzu jsou houbami infikovany jen velmi vzécné (Tanada, Kaya 1993).
Entomopatogenni houby parazituji na zastupcich vSech fad hmyzu. Nejcastéji jsou parazitické
mykodzy zjisStovany na druzich patiicich do fadi plostice (Hemiptera), rovnokiidli (Orthoptera),
ttasnoktidli  (Thysanoptera), stejnokiidli (Homoptera), motyli (Lepidoptera), brouci
(Coleoptera) a dvouktidli (Diptera) (Tanada, Kaya 1993).

Parazitickd valence entomopatogennich hub se pohybuje vrozmezi od druhové
specializace (n€které druhy Entomophthorales) az po polyfagii (Deuteromycotina). VétSina

druht Siroce polyfagnich druhit entomopatogennich hub (napf. Beauveria bassiana,



Metharizium anisopliae, Peacilomyces fumosoroseus, P. farinosus, Lecanicillium lecanii a
dal8i) mize obecné parazitovat na velmi Sirokém spektru hostiteld (McCoy et al. 1988).
V soucasnosti je evidovano vice nez 700 druhli entomopatogennich hub zastoupenych

v 85 rodech (Tanada, Kaya 1993).

Tabulka 1. Nejvyznamnéjsi druhy entomopatogennich hub (Hyphomycets, Moniliales) (Landa
1994)

Genus Species Obecna charakteristika
Aspergillus A. flavus vCela medonosna
A. parasiticus komaii z rodu Culex
A. versicolor produkce ruznych aflatoxint
Beauveria B. bassiana” Siroce polyfagni entomopatogenni druhy
B. brongniartii" Orthoptera, Hemiptera, Coleoptera,
B. tenella Lepidoptera, Hymenoptera, Diptera
a dalsi druhy
Hirsutella H. thompsonii" akarifagni houba, Tetranychus urticae,
Phyllocoptura oleivora
Metharizium M. anisopliae” Siroce patogenni entomofagni druhy
M. flavoviridae Orthoptera, Hemiptera, Coleoptera,
Lepidoptera, Hymenoptera, Diptera
Nomuraea N. rileyi” housenky Lepidopterra
N. atypicola
Peacilomyces P. fumosoroseus” Siroce polyfagni entomofagni, akarifadni a
P. farinosus nematofagni druhy, Orthoptera, Thysanoptera,
P. lilacinus Homoptera, Coleoptera, Lepidoptera, , Diptera,
P. variotii roztoCi Tetranychidae
a dalsi druhy had’atka Globodera, Heterodera
Tolypocladium T. eylindrosporum”  Diptera, Culicidae
Lecanicillium L. lecanii” Siroce polyfagni entomopatogenni druh
V. fusisporum Thysanoptera, Homoptera, Coleoptera,

Lepidoptera, Diptera

* komer¢ni biopreparaty nebo jejich vyvoj

Klasifikace entomopatogennich hub

Podle klasifikacniho systému Ainswortha (Ainsworth 1973) jsou nejvysSimi taxony hub
Myxomycota a Eumycota. V myxomycota jsou zastoupeny houby vytvéiejici plasmodidlni
formy. V Eumycota jsou zastoupeny houby, které zpravidla vytvareji mycelium a netvoti formy

plasmodialni. VSechny entomopatogenni houby patii do Eumycota, kde jsou zastoupeny



v podkmenech:  Mastigomycotina, Zygomycotina, = Ascomycotina,  Basidiomycotina a
Deuteromycotina. VéEtSina entomopatogennich hub je pak zastoupena v Zygomycotina
(Zygomycetes: Entomophorales), v Ascomycotina (Pyrenomycetes: Spheariales,
Laboulbeniomycetes: Laboulbeniales) a v Deuteromycotina (Hypnomycetes: Moniliales)
(Goettel et al. 2000).

Dalsi Clenéni Deuteromycotina je do 3-4 skupin (pomocnych tfid, n¢kdy na drovni
podtfid). Charakteristikou podttidy Hypnomycetes je absence uzavienych konidiomat (acervuli,
pyknidy). Konidie vznikaji pfimo na myceliu nebo na konodioforech, které se tvofi volné na
myceliu nebo se seskupuji v koremie (synnemata) ¢i sporodochia. U tady zastupcti jsou
ptitomny chlamydospory (Vana 1998).

Z hlediska praktického vyuziti entomopatogennich hub v praktické biologické ochrané
rostlin maji dominantni vyznam rGzné druhy hub zastoupené v iadech Entomophorales a
Moniliales (ptevazné fakultativné entomopatogenni vlaknité houby) (Landa 1994; Inglis et al.
2001). Entomopatogenni houby zastoupené v itadu Entomophorales reprezentuji prevazné
obligatn¢ parazitické druhy, jejichz vyvojovy cyklus je vazan vyhradné na zivého hostitele

(Papierok, Hajek 1999; Pell et al. 2001).

Tabulka 2. Prehled klasifikace entomopatogennich hub (McCoy et al. 1988, Samson et al. 1988)

Subphylum Classis Ordo Genus
Mastigomycotina Chytridiomycetes Chytridiales Coclomycidium
Myiophagus
Chytridiomycetes Blastocladies Coelomomyces
Oomycetes Langanidiales Leganidium
Oomycetes Saprolegniales Leptolegnia
Couchia
Zygomycotina Zygomycetes Mucorales Sporodiniella
Zygomycetes Entomophthorales Conidibolus
Entomophaga
Entomophthora
Erynia
Massospora
Meristacrium

Neozygites




Tabulka 2 — pokracovani

Ascomycotina

Deuteromycotina

Mycelia sterilia
Basidiomycotina

Hemiascomycetes

Plectomycetes

Pyrenomycetes

Laboulbeniomycetes

Loculoascomycetes
Loculoascomycetes

Hyphomycetes

Coelomycetes

Phragmo-
basidiomcetes

Endomycetales

Ascophaerales

Sphaeriales

Laboulbeniales

Myriangiales
Pleosporales

Moniliales

Septobasidiales

Blastotendrion
Metschnikowia
Mycoderma
Saccharomyces
Ascophaera
Cordyceps
Torrubiella
Nectria
Hypocrella
Calonectria
Filariomyces
Hesperomyces
Trenomyces
Myriangum
Podonectria

Akanthomyces
Aspergillus
Beauveria
Culicinomyces
Engyodontium
Fusarium
Gibellula
Hirsutella
Hymenostilbe
Metarhizium
Nomuraea
Paecilomyces
Parasaria

Pleurodemospora
Polycephalomyces

Pseudogibellula
Sorosporella
Sporothrix
Stilbella
Tolypocladium
Lecanicillium
Aschersonia
Tetranacrium

Aegerita
Filobasidiella

Septobasidium
Uredinella
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Vyvojovy cyklus
Hlavni faze generalizovaného vyvojového cyklu entomopatogennich hub lze definovat
nasledujicim zptisobem (Osborne, Landa, 1992):
1. Pfichyceni a kli¢eni konidii na povrchu kutikuly hostitele
2. Pronikani patogena do t¢Ini dutiny, interni proliferace a vytvareni povrchové mycelidlni sité
(paraziticka faze vyvojového cyklu)

3. Externi sporulace a tvorba konidii nové generace (saprofytické faze vyvojového cyklu)

Sifeni konidii v prostfedi a mechanizmy zajistujici jejich primarni kontakt s hostitelem jsou
procesy prevazné nahodilé, které jsou zprostiedkovany pomoci abiotickych nebo biotickych
faktor (Gindin et al. 2000; Landa 1998). Z abiotickych faktor se na Sifeni konidii prostfedim
nejcastéji podili vzduch a voda (vitr, dést, pohyb vody v pidé, vodni pary) (Roy, Pell 2000).
Uspé&nost téchto pienosti je tedy do zna¢né miry zavisly na klimatickych podminkéch, na
mnozstvi houbového inokula, ale i na hustoté hostitele (Samson et al. 1988). Béznym
mechanizmem §ifeni houbovych nakaz v populacich hmyzu je kontakt zdravych jedinct s jedinci
infikovanymi nebo tzv. autodisseminace, pii které dochazi k Sifeni konidii uvniti populace
v souvislosti se specifickymi vnitropopula¢nimi procesy (migrace, kopulace, kladeni vajicek...).
Doposud je zndmo jen malo Sifeni konidii entomopatogennich hub pomoci jinych biotickych
hub v nékterych ptipadech vyznamné uplatiuji (Osborne, Landa 1992; Landa 1998).

Vlastni proces adheze konidie k povrchu téla hostitele je procesem pasivnim, ve kterém
sehrava kliCovou ulohu povrchova struktura konidii. Konidie nékterych druha
entomopatogennich deuteromycetes jsou pro fazi primarniho kontaktu s hostitelem vybaveny
zelatinovym nebo mucilagennim povrchem, pomoci kterého vytvareji pevnou vazbu s kutikulou
hned pti prvém kontaktu (napi. Lecanicillium lecanii, Aschersonia aleyrodis) (Tanada, Kaya
1993). V jinych ptipadech jsou produkovany suché konidie se siln¢ hydrofobnim a rozmanité
strukturnim povrchem. Pfichyceni téchto konidii je zajiStovano interakci mezi dvéma
hydrofébnimi povrchy (konidie — kutikula), pomoci elektrostatickych sil nebo molekularnimi
interakcemi mezi latkami, které jsou pfitomny jak na povrchu konidie tak na povrchu kutikuly
hostitele (Landa 1994; Sosa-Gomez et al. 1997; Altre et al. 1999; Vestergaard et al. 1999).

Kli¢eni konidii je prvou fazi interakce patogena s hostitelem. VétSina druht

entomopatogennich hub produkuje konidie, které jsou energeticky dostateCné¢ vybaveny

11



k vykliceni, bez nutnosti absorbovat externi Ziviny. Kliceni konidii tak pfevazné zdavisi na
biotickych faktorech, zejména relativni vzdusné vlhkosti a teploté. V prvé fazi dochazi
k vyraznému zvétSeni klic¢ici konidie (bobtnéni), které je doprovazeno komplexni piestavbou
stény konidie a naslednou tvorbou primarniho klicku. Houba zacina piijimat latky, které jsou
zprvu soucasti kutikuly, nasledné pak absorbuje Ziviny i z vnitinich organt a tkani hostitele. Za
timto Gc¢elem pronikéd pfimou penetraci nebo prostiednictvim pfirozenych otvorti do télni dutiny
napadeného hostitele. Pii pfimé penetraci kutikulou uplatituji houby kombinaci biochemickych
a fyzikaln¢ mechanickych prvka (Butt et al. 1998; Landa 1998; Altre et al. 1999). Houbové
nakazy suchozemskych druhti jsou ve vétSing piipadii spojené s pronikdnim houbovych vlaken
kutikulou. Druhym mistem, kterym pronika infekce do hmyzu, je ustni tstroji. Tietim mistem
infekce jsou stigmata hmyzu. Ctvrtym mistem vstupu nékazy do téla hmyzu je otvor pohlavniho
aparatu a kone¢né patou branou pro vstup infekce je fitni otvor (Weiser 1966; Osborne, Landa
1992; Vilcinskas, Gtz 1999).

Po proniknuti patogena do téla dutiny, dochézi zpravidla k rychlé kolonizaci jednotlivych
télnich tkani a organd. Pro tuto fazi vyvojového cyklu je typicky ptfechod je forem hub na rychle
se delici a pomnozujici téliska tzv. hyfova resp. kvasnicni téliska, blastospory. Tato téliska se
rychle namnozuji a ve velmi kratké dobé zcela vypliluji a mumufikuji hostitele. Mumifikaci
hostitele konc¢i druha, paraziticka faze vyvojového cyklu a nastupuje finadlni faze - tvorby
povrchového mycelia a sporulace. Patogen prorista na povrch usmrceného hostitele a postupné
vytvaii hustou mycelidlni sit’, ktera proriistd cely povrch téla. Na vzdu$ném myceliu se
postupné vytvaii konidiofory, na kterych se ve finalni fazi vyvojového cyklu formuji nové
konidie (Inglis et al. 2001).

V optimalnich podminkach (napf. teplé mikroklima sklenikt a foliovych kryti) mtize byt
cely vyvojovy cyklus realizovan v pritbé¢hu 3-5 dnti, v béznych podminkéach vegetatniho obdobi

mirného pasma probihd v rozmezi od 7-21 dnti (Osborne, Landa 1992; Landa 1998).
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Obr.1. Schéma vyvojového cyklu entomopatogennich hub (Zvara et al. 1998)

externi pFrichyceni g
4 sporulace spor ‘
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Faktory ovliviwjici ucinnost entomopatogennich hub

Infekce hmyzu zplisobené entomopatogennimi houbami jsou podminény faktory
biotickymi (fyziologické podminky hostitele a patogena, hostitelskd rostlina) a faktory
abiotickymi (teplota, relativni vzdusna vlhkost, slunecni zafeni) (Gindin et al. 2000). Vyznamné
rozdily byly zaznamendny nejen mezi jednotlivymi druhy entomopatogennich hub, ale i mezi
jejich jednotlivymi kmeny. V ramci jednoho druhu entomopatogenni houby existuje Siroké
spektrum kment, které jsou rtizné tolerantni k odliSnym podminkdm prostiedi, mohou se
vyznacovat ruznou rychlosti kli¢eni, vitalitou, patogenitou ¢i schopnosti ristu a sporulace na
povrchu mrtvého hostitele, vcéetné odlisné virulence vaci jednotlivym druhtim hostitelti. Na
zaklade téchto charakteristik jsou porovnavany a nasledné vybirany kmeny vhodné pro vyrobu

biopreparati urc¢enych pro praktickou biologickou ochranu rostlin (Butt, Goettel 2000).

Bioticke faktory ovliviiujici ucinnost entomopatogennich hub

Patogenita je schopnost patogena vyvolat onemocnéni v hmyzi populaci a jako takova je
zévisla na mnoha riznych faktorech jako je fyziologie daného hostitele (napi. obranné
mechanismy), fyziologie entomopatogenni houby (napf. produkce enzymii a sekundarnich

metaboliti) a na podminkach vnéjSiho prostiedi. Houby, oproti ostatnim entomopatogennim
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mikroorganismim, maji zpravidla pomérné Siroké spektrum hostitelt (McCoy 1988; Inglis et al.
2001). Hostitelské spektrum entomopatogennich hub se vyznamné 1isi v zavislosti na druhu
houby. Napiiklad houba Aschersonia aleyrodis infikuje pouze zéastupce z Celedi Aleyrodidae a
Nomuraea rileyi témét vyhradné infikuje housenky motyli ¢eledi Noctuidae. Naproti tomu
druhy pattici do rodd Beauveria, Lecanicillium, Metarhizium, Paecilomyces a Tolypocladium
jsou zpravidla Siroce polyfagni a mohou parazitovat na zéastupcich patiicich do riznych radi
hmyzu (McCoy et al. 1988; Landa, Osborne 1992).

Mezi vyznamné fyziologické a morfologické faktory, které ovlivituji rozvoj onemocnéni
zpusobenych entomopatogennimi houbami v populaci hmyzich hostitelt, patfi populacni hustota,
chovani a bionomie hostitele, vyvojové stadium, dostupnost potravy, geneticky zaklad, mozné
mechanické ¢i chemické poranéni nebo poranéni zplUsobené parazity nebo predatory. Jeden
z nejdulezitéjSich aspektd pribéhu houbového onemocnéni predstavuje stres. Stresovany
organizmus je vice nachylny k onemocnéni vyvolané entomopatogenni houbou. Stres hmyzu
(jedince, populace) muze byt zplsoben jednim nebo vice faktory (pfemnozeni populace,
nedostatek potravy, vystaveni chemickym stresorim, nepiiznivé podminky prosttedi nebo ztrata
imunity) (Inglis et al. 2001).

Mnohé vlastnosti (produkce chemickych latek, rist, morfologie) hostitelskych rostlin
mohou mit pifimy nebo nepfimy vliv na pfezivani propaguli entomopatogennich hub a jejich
ucinnost (Elliot et al. 2000). Rostliny produkuji Siroké spektrum chemickych latek, které
v zéavislosti na jejich charakteru, koncentraci a biologické aktivit¢ mohou ovlivnit zivotnost

konidii nebo nachylnost skiidcti k entomopatogennim houbam (Vega et al. 1997; Butt 2002).

Abiotické faktory ovliviiujici vyvoj a ucinnost entomopatogennich hub

Abiotické faktory maji velmi vyznamny vliv na ucinnost entomopatogennich hub, a tim i
na prubéh infekce v populacich sktidct. V poradi klesajici relevance se nejvyraznéji uplatiuji
vlhkost a teplota, men$i vyznam maji ostatni fenomény prostredi (slozeni a pohyb vzduchu,
svétlo a fotoperioda). Tyto faktory prostredi ovliviiuji zejména Sifeni konidii, penetraci invazni
hyfy kutikulou a sporulaci. Vyvoj entomopatogennich hub ve fazi kolonizace télni dutiny je
abiotickymi faktory ovliviiovan méné vyrazné (Tanada, Kaya 1993). Optimalni teplotni zona
aktivity vétsiny entomopatogennich deuteromycet se pohybuje v rozmezi 20-30°C, kratkodobé

mohou piezivat i vysoké teploty (40-50°C). VétSina entomopatogennich hub je dokonale
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adaptovana 1 na dlouhotrvajici nizké teploty a pieziva i dlouhodobé zmrazeni (Landa, Osborne
1992; Inglis et al. 2001).

Klicovym faktorem pro rozvoj ndkazy v populaci Skiadce je vlhkost, zejména pak
relativni vzdu$nd vlhkost (RH %). Vysoka relativni vzdu$nd vlhkost je nezbytna pro kliceni,
nebot” vétSina konidii entomopatogennich hub kli¢i pii vlhkosti vyssi nez 90 % (Hall 1981). V
ptirozeném prostiedi dochdzi k vytvoreni téchto vlhkostnich podminek béhem dne nékolikrat,
pfi poklesech a vzestupech teploty, pfi cemz si kazdy zivy organismus vytvaii na povrchu
pokozky vrstvicku nasycenou vodnimi parami (Weiser 1966). Naroky na relativni vzdusnou
vlhkost zpravidla vyrazné stoupaji i v obdobi sporulace. VétSina entomopatogennich hub dobie
sporuluje pfi relativni vzdusné vlhkosti nad 95% (Hall 1981). V ptipad¢ nevhodnych podminek
vytvaii vétSina entomopatogennich hub uvnitt téla infikovaného hostitele pouze hyfy (resp.
mycelium) a saprotrofni fazi vyvoje houba kompletizuje az za vhodnych podminek (Gottwald,
Tedders 1982; Drummond ef al. 1987). Podminky ovliviiujici sporulaci jsou klicovymi faktory,
které ovlivituji Sifeni hub. Sekundéarni infekce je limitovana dostatecné vysokou vlhkosti
prostiedi (Arthurs, Thomas 2001).

Konidie vSech entomopatogennich hub mohou byt poskozeny vlivem slune¢niho zafeni,
zejména pak podilem ultrafialovych paprskit UVB spektra (285-320nm) a UVA spektra (320-

400nm). Viditelné a infracervené zafeni je méné Skodlivé nez UV zareni (Fargues et al. 1997a).

2.4. Charakteristika nejvyznamnéjSich rodi a druhli entomopatogennich hub

Rod Beauveria

Rod Beauveria reprezentuji ptevazné Siroce polyfagni houby, které se bézné vyskytuji
v pid¢€ a parazituji na padnim hmyzu resp. na stadiich hmyzu, které se vyskytuji v ptidé (napf.
pii pfezimovani) (Vanninen et al. 2000; Keller et al. 2003). V sortimentu hostitelli jsou
zastoupeny zastupci z fada rovnoktidli (napt. krtonozky), brouci (napf. larvy a kukly chroustt a
chroustkti, mandelinky bramborové, lalokonoscli a mnoha dalSich druht), larvy a kukly motylt
a dvouktidlého hmyzu. Byly izolovany také kmeny vykazujici vysokou virulenci na zastupcich

stejnokiidlého hmyzu (Inglis et al. 1996; Landa 1998; Wraight ef al. 1998).
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Pro rod Beauveria VUILL. jsou dilezité znaky (Humber 1997):

1. bohaté mycelium uvnitf 1 na povrchu hmyzu, rozmnozovaci organy jsou na povrch  hmyzu
2. kolonie barvy bil¢, krémové, oranzové nebo razové

3. kolonie se odd¢€luji jednotlivé na sympodidlni ose vyristajici z fialid umisténych na

konidioforech jednotlivé nebo v pteslenech.

U vSech druh@ rodu Beauveria se tvoii na konidioforech fialidy velmi proménlivého
tvaru, od téméi kulovitych nebo lahvicovitych az po protahlé vétvicky nelisici se v priméru od
normalnich hyf. Z vrcholkt fialid vyristaji kratsi nebo delsi, vzdy velmi tenké stopecky, zvané
sterigmata. Na vrcholu sterigmatu vznikd konidie. Brzo po jejim utvafeni zacne vyrastat o néco
vyse nad timto vrcholovym sterigmatem sterigma bocni. Star$i (dfive vytvorené) se vychyli na
stranu, aby ud¢€lalo misto pfistimu sterigmatu. Timto zpisobem vznika charakteristicky lomeni
tvz. ,, cik-cak* osa, ktera nese konidie (Samsinakova 1963).

Hmyz napadeny houbou rodu Beauveria je po uhynuti ve vlhkém prostfedi portstan
bilym povlakem hustého mycelia, na kterém se ve fazi sporulace objevi bilé kulovité vzdusné
konidie (Humber 1997; Rod et al. 2005).

Vedle druhu B.bassiana bylo popsano dalSich Sest druht hub rodu Beauveria, a to B.

brongniartii, B. tenella, B. amorpha, B. vermiconia, B. velata a B. caledonica (Driver, Milner

1998).

Beauveria bassiana (Balsamo) Vuillemin

B. bassiana byla jednou z prvnich poznanych hmyzich nakaz. JiZ od 16. stoleti byla
nakaza v chovech bource morusového. Choroba byla oznacovana jako ,,mal de segno* nebo
»calcino®, na uzemi Francie byla znamé pod ndzvem ,,muscardine®. Paraziticky ptivod tohoto
onemocnéni housenek bource morusového prokazal na pocatku tficatych let 19. stoleti Agostigo
Bassi. Determinaci entomopatogennni houby provedl v roce 1835 Guiseppe Baldami Crivelli a
zatadil ji do rodu Botrytis (Botritis paradoxa), pozdé€ji zménil oznaceni na Botritis bassiana na
pocest jejiho objevitele. V roce 1912 revidoval systematické zatazeni Vuillemin a do dnes$ni
doby je respektovano jeho zatazeni do rodu Beauveria a oznaCeni druhu B. bassiana
(Dirlbekova 1991).

Houby Beauveria bassiana a Beauveria brongniartii jsou ve stfedoevropskych

ekosystémech jednémi z nejhojnéji zastoupenych druhti entomopatogennich mikroorganismu
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(Rod et al. 2005). K infekci hmyzu dochézi jak povrchem kutikuly, tak stigmaty. Kromé téchto
hlavnich zplsobil infikuje B. bassiana hmyz téz per os, zvlasté druhy s kousavym Ustnim
ustrojim (Feng et al. 1994).

V misté, kde vétsi svazek pronikl do kutikuly, se pozvolna vytvafi ¢erny nepravidelny
tercik, reakce fenoloxidazy na piistup vzduchu zvenc¢i. Houbova vlakna, ktera pronikla do téla
hmyzu, se po ur¢itém rastu oddé€luji od zakladu, ktery zistal v pokoZzce, a ten se postupné
vyCerpava a odumird. Hyfova téliska, kterd pronikaji do téla hmyzu, jsou zprvu velmi kratka,
kvasinkovitého tvaru. Vznaseji se v hemolymf¢ a jsou roznasena po celém téle, kde je vSude
napadaji lymfocyty, fagocytuji je, ale samy hynou. Pocet lymfocytii a megalocytt, tukové téleso
se vice a vice resorbuje, a¢ z n¢j jsou zachovana jen slupkovité shluky bunék. Ve stadiu, kdy
lymfocyty jsou zni¢eny, hmyz hyne (Weiser 1966).

Uvnitf téla vznikaji valcovité konidie, endokonidie (blastospory), méii obvykle 2-3 x 7
pum. Na fruktifikujicich vldknech vyristaji poriznu po dvou i vice na kratké stopce.
Z endokonidii nartstaji dal§i hyfy a na téch se po urCitém rastu tvoii opét endokonidie.
Nartstajici hyfy vyplni télo hmyzu (Weiser 1966).

Optimalni teplota rastu je 23-26 °C pii relativni vlhkosti vzduchu nebo vlhkosti substratu
80-100%. Minimalni teplota pro rist mycelia je 5-8 °C, maximdlni teplota pro rist mycelia je
28-31 °C (Dirlbekova 1991).

Pokud k uhynuti hmyzu dojde v pid¢, z mrtvého hmyzu prorista mycelium piidou do
okoli a pokud béhem svého rlstu narazi na jiny hmyz dojde kjeho napadeni. Uhyne-li
napadeny hmyz na povrchu pidy, pokryje se povrch uhynulého hmyzu hustym spirdlujicim
myceliem, ze kterého se uvoliuji vzdusné konidie schopné dalsi infekce, nebo schopné delsi
dobu pretrvavat v suchém prostiedi (Rod et al. 2005).

B. bassiana tvoti vlakna 3 a¢ 5 p Sirokd, prihledné a piepazovana. Jeji konidiofory jsou
jednoduché nebo vétvené, valcovité az lahvicovité, 2,5 az 5,5 x 1,5 az 2,5 p az 15,5 az 25,5 x
1,5 a¢ 3 p veliké. Vehikuly jsou kulovité, 1,5 az 5 veliké, primérn€ 2,5 p. Sporogenni buriky
jsou vétsinou kulovité, 1,5 az 3 p Siroké, jindy valcovité, 7 az 10 x 1 az 2 p veliké. Lahvicovité
buiiky jsou 7,5 az 15,0 x 1 az 3 p veliké. Spory jsou kulovité (1 az 4 p v priméru) az vejcité
(1,5 az 5,5 x 1 az 3 p). PIn¢€ vyzrald houba tvoii tésné kulovité shluky spor, konidioforii a hyf
(Weiser 1966).

V ptirod¢ pretrvava druh B. bassiana v povrchovych vrstvach pidy jako mycelium
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jednak v uhynulych jedincich infikovaného hmyzu, jednak na organickych zbytcich (saprofytni
faze). Jako hostitel B. bassiana bylo zaznamenano pies 200 druhlt hmyzu zdeviti fada
(ptedevsim Lepidoptera a Coleoptera). Navzdory velkému mnozstvi hostitelii byly pouze ziidka
sledovany epizootie zptisobené houbou B. bassiana u ptirozenych populaci skidci (Feng et al.
1994).

Ve stiedni Evrop¢€ jsou komercéné produkovany tfi preparaty a bazi hub rodu Beauveria.
Na bazi B. bassiana je to &esky piipravek BOVEROL. Ve Svycarsku je produkovan piipravek na
bazi B. brongniartii, kmene Bb 96, pouzivany proti larvdm chroustti. V rakousku byly z pad
s hojnym vyskytem ponrav chroustii izolovany kmeny IMBST 95.031 a 95.041 pouzivané
v preparatu MELOCONT PILZGESTE také proti ponravam chroustti (Rod et al. 2005).
BOVEROL se dodava ve forme suchého praSku obsahujici vzdusné konidie. Tento prasek se pred
aplikaci v menSim mnozstvi vody rozetie v husou kasi, poté se doplni vodou na ptredepsany
objem postiikové kapaliny a aplikuje se postiikem. Podminkou dobré ucinnosti je, aby hmyz
s konidiemi na povrchu byl delsi dobu v prostiedi s velmi vysokou vlhkosti (Rod et al. 2005).
Ptipravky ENGERLINGSPILZ a MELOCONT-PILZGERSTE jsou formulovany jako obilnd zrna
porostld myceliem houby. Tyto piipravky se pii aplikaci zapravi do pldy (secim strojem,
rotavatorem), kde dojde ke styku s houbou a tim k infekci hmyzu (napt. ponravy chrousti).
Podminkou dobré¢ uc¢innosti je dostatecna vlhkost pidy po dobu nékolika tydnt po aplikaci (Rod
el al. 2005).

Rod Metarhizium

M. anisopliae, M. flavoviridae reprezentuji Siroce polyfagni houby, které jsou pievazné
vazany na pidni hmyz (rovnoktidli — Orthoptera, brouci - Coleoptera a dvoukiidli — Diptera).
Nakazy vyvolané metarhizii jsou oznacovany jako ,, zelené muskardiny*, protoze infikovany
jedinec poriista hustym, tmavé zelenym myceliem. Tyto houby se bézné vyskytuji v pidach
oblasti mirného pisma, subtropt a tropti. Podobné jako B. bassiana jsou béznou slozkou ptid na

celém tizemi CR, kde ptisobi jako piirozeni regulatofi v populacich hmyzu (Landa 1998).

Metarhizium anisopliae
Rozvoj infekce v hostiteli probiha tak, ze ze spor vykli¢i béhem 24 hodin na jednom pélu
klicek, ktery se zavrta do pokozky hmyzu a pronika do téla. V téle hostitele se rozrista a d¢li,

spleti vlaken mycelia prorista vSechny organy tak dlouho az vyplni celé télo hmyzu a tkané
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hmyzu zmizi, straveny parasitem. Hyfy prorastaji pokozkou ven a na povrchu tvoii bilé az
narizovélé mycelium. Radialné vyristaji z povlaku kratké konidiofory, tésné pfimknuté k sobé
do nédpadnéjSich svazeckl. Z nich se vyvijeji konidie. Jsou ty¢inkovité, 3,5 p Siroké a 6,5 az 7,2
p dlouhé.Jsou zelenosedé az olivové zelené. Kolem hmyzu napadeného zelenou muskardinou
se nejprve v pudé vytvoii bilé mycelium, uvnitt kterého se vyvijeji plodonosnd vldkna. Kdyz
tento hmyz s timto obalem se dostane na povrch pidy a zméni se vlhkost prostfedi, bila
myceliova vrstva praskd a objevi se zelenavé konidie (Weiser 1966).

Myceliova vldkna v téle hostitele jsou 3 az 4 p Sirokd a az 20 p dlouha, délena v kratké
bunécné useky, s cetnymi tukovymi kapkami a jemnou granulaci plasmy. Na povrchu
vyrustajici vldkna jsou tenci, pouze 2 az 3 p silnd (Weiser 1966).

K infekci hostitele dochazi v prfevdzné vétsing piipadi povrchem kutikuly. Spory jsou
mastné, nesmacenlivé, dobie Inou k povrchu pokozky. Klicici spory vypoustéji vldkno do
pokozky, v mistech priniku dochézi k ur¢itému zduieni (Weiser 1966).

Nakaza u hmyzu probihd 4 az 6 dni, podle velikosti a druhu hmyzu a infek¢ni davky.
Béhem této doby nakazeny jedinec postupné ztraci pohyblivost, nepfijima potravu, objevuji se
hnédé skvrny na pokozce. V konecném stadiu hostitel nereaguje na podrazdéni a pozvolna hyne.
K dalsSimu rozvoji mycelia a fruktifikaci dochazi jen pii nélezit¢ vlhkosti prostredi.
Metarhizium anisopliae je houba je vazana na mirné a vlhké klima. Jeji tepelné optimum lezi pii
20 az 25 °C vyzaduje vysokou vlhkost — nad 90 %. Proti vys$§im teplotdm je malo odolna
(Weiser 1966).

Biopreparaty na bazi Metarhizium jsou velkoplosné aplikovany zejména v zemich Jizni

Ameriky (Brazilie, Argentina, Kolumbie) (Landa 1998).

Rod Peacilomyces Bainier

Rod Paecilomyces byl definovan a popsan Bainierem (1907) jako rod blizce piibuzny
rodu Penicillium. Hlavni rozdily mezi zastupci rodu Paecilomyces a Penicillium je odliSnost
v pigmentech a tvaru konidioforti. Druhy fazené do rodu paecilomyces postradaji schopnost
syntetizovat zelené pigmenty (odtud odvozeno i Casté oznaceni jako Zluté, resp. Fialové
muskardiny) a v pribé¢hu konidiogeneze vytvareji kratké cylindrické fialidy uchycené na
relativné dlouhych krécich. Revizi rodu provedl Samson (1974). Rozdélil 31 druht hub rodu

Paecilomyces do dvou sekci — Paecilomyces a Isarioidae (Landa 1994).
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Paecilomyces fumosoroseus

P. fumosoroseus (Wize) A. H. S Brown & G. Sm., P. farinosus (Holm ex Gray) A. H. S.
Brown & G. Sm., P. lilacinus (Thom) Samson representuji Siroce polyfagni entomofagni,
akarifagni a nematofagni druhy hub, které iniciuji ndkazy na zastupcich z mnoha ad hmyzu)
Orthoptera, Thysanoptera, Homoptera, Coleoptera, Lepidoptera, Diptera), fytofagnich
rozto¢ich (napf. sviluSkoviti — tetranychidae) a néckterych druzich had’atek (cystotvorna
had’atka roda Globodera, Heterodera) (Landa 1998).

Poprvé bylo P. fumosoroseus zjisténo jako patogen piirozené se vyskytujici v populacich
molic az vroce 1983, kdy se v populacich molice 7. vaporariorum ve sklenicich v oblasti
Pekingu objevily velmi silné spontanni epizootie, které docasné zcela zdecimovaly populace
tohoto Sktidce. Tento kmen byl odizolovdn a jako vysoce virulentni vii¢i molici sklenikové byl
oznacen jako subspecies trinomalnim oznacenim ,,beijingensis®, tedy jako P. fumosoroseus var.
beijingensis (Fang et al. 1983).

Houba P. fumosoroseus vykazuje nejen status entomopatogenni a akarifagni houby, ale
za urcitych okolnosti vykazuje i status mykoparazita. Patogen se jako ektoparazit miize vyvijet
na rzich a na riznych druzich padli, napt. na konidiich padli okurkového (Landa 1998).

Na pfirozeném hostiteli i na umélych zivnych pidach vytvéii P. fumosoroseus zprvu bilé
vatovité kolonie, které méni pozd¢ji barvu do odstinti nartizovélé, nafialovélé az Sedofialové
barvy. Zmény barvy kolonii pfimo koreluje se stupném sporulace kultury. Star$i, pln¢
sporulujici kultury maji az Sedofialové zbarveni a vatovity charakter kolonie se méni v prasna,
s povrchem zcela pokrytym obrovskym mnozstvim konidii (Landa 1994).

Hlavni determinacni znaky jsou detekovany na morfologickych strukturach spiralujicich
kultur. V koloniich P. fumosoroseus se v pribéhu konidiogeneze tvoii elipsoidni konidiofory,
které jsou v podobé¢ dlouhych fetizkli postupné produkovéany na koncich fialid. V koloniich P.
fumosoroseus se na vzduSnim myceliu nejprve vytvaieji konidiofory, které jsou na hyfach
umistény preslenovitym zptisobem. Na koncich konidiofort se néasledné formuji konidiogenni
fialidy (3-6 fialid na 1 konidioforu), na kterych se vytvareji ovalné konidie. Konidie se na
koncich fialid oddé€luji postupné, nejmladsi konidie je vzdy v kontaktu s fialidou a odtlacuji
stars$i konidie dal do tvoficiho se fetizku. V jednom fetizku konidii pfichycenim na konidiogenni
fialidé mlze byt pritomno i vice nez 50 konidii (Samson 1974, Osborne, Landa 1992). Povrch

kultur P. fumosoroseus, a zvlasté pak povrch jednotlivych konidii je siln€¢ hydrofobni. Po preliti
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kolonie P. fumosoroseus vodou , plavou uvolnéné konidie ( zpravidla stdle udrzuji formou
kompaktnich fetizkl) po povrchu vody kde tvofi praSnou, nesmacenlivou vrstvu a jsou snadno
rozpraSeny 1 pii malém pohybu vzduchu (Osborne, Landa 1992).

Infekéni cyklus P. fumosoroseus je obzvlaste rychly ve srovnani s jinymi
entomopatogennimi houbami. V pokusech bylo prokazano, ze infekéni cyklus P. fumosoroseus
je o 1-3 dny kratSi nez u Lecanicillium lecanii a o 4-7 dnt krat§i nez u aschresonnia aleyrodis.
Prvni symptomy jsou patrné jiz za 24-48 hodin po kontaktu konidii s hmyzem. Konidie se
prichytavaji na dorzalni stranu a hyfy jsou pfitomny uvnitf téla hostitele do 24 hodin. Mycelium
je pritomno na povrchu téla za 48 hodin a sporulace nastupuje po 72 hodinach. Prvni vizualni
ptiznaky infekce v optimdlnich podminkiach mohou bat zaznamenany jiz od 48-72 hodin
(mycelidlni rtst na povrchu hostitele) a maximalni sporulace objevuje od 5-7 dnt (Landa,
Jiranova 1998).

Tento druh je jiZ vyuzivan v praktické ochrané rostlin. Americka firma ThermoTrilogy
Corporation vyrabi a distribuuje biopreparat PFR 97 WDG — APOKA, ktery je pod obchodnim
nazvem PREFERAL distribuovan také belgickou firmou Biobest v Evrop¢ (Landa 1998). Apoka
— jméno oblasti na Floridé, kde byl kmen PFR 97 v roce 1987 poprvé odizolovan Dr. Lance S.
Odbornem (Landa 1994). Tento preparat je pouzivan v ochrané rychlené zeleniny a okrasnych
kvétina proti Sirokému sortimentu Skidcti (mSice, molice, Cervci, tfasnénky a dalsi). V CR je
pokusné pouzivan v ochrané jehlicnand proti kirovcim zrodu Ips (napt. I. typographus) a
v ochran¢ brambor proti mandelince bramborové (Landa 1998).

Monosporovy izobat ptivodni kultury PFR 97 je v soucasnosti ulozen jak v Centralni US
sbirce mikroorganismi (ATCC ¢&. 20874), tak i v kolekci mikroorganismti University Florida
Gainesville (UFG) (Landa 1994).

Kmen PFR 97 byl podroben také béznym in vitro testiim na toleranci vi¢i pesticidim.
Byla shledana vysoce tolerantni k Sirokému spektru fungicidii , které jsou bézné pouzivany ve
sklenicich na okrasné rostliny (Osborne et al. 1990). P. fumosoroseus je vzhledem ke svym
vlastnostem vhodnou moZznosti pro rozsifeni programi integrované ochrany rostlin, zejména
v fizeném prostiedi sklenikl. V jeji prospéch mluvi i vysledky testl toxicity, komptability
s pfirozenymi neprateli a minimalni nebezpeci pro zivotni prostfedi (Osborne, Landa 1992).

V ramci sortimentu testovanych hostitelskych rostlin nebyl zjistén ani jeden piipad

vyrazn¢ negativni reakce hostitelské rostliny na interakci s PFR 97. Pouze u zeli a kvétaku byl
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zjistén mirné retardujici vliv na vzchézeni, pii pouziti PFR 97 formou pravidelnych zalivek
kli¢nich a vzchézejicich rostlin. Ani v ptipadé velmi citlivych okrasnych rostlin nabyly zjistény
fytotoxické ucinky, které by negativni ovlivnily kosmetickou nebo komercni kvalitu rostlin.
Biopreparaty na bazi PFR 97 lze povazovat za bezpe¢né a z hlediska piipadné toxicity za

bezproblémové (Landal994).

Rod Lecanicillium

Lecanicillium lecanii (Deuteromycotina, Hyphomycets) je kosmopolitn¢ rozsifeny druh
entomopatogenni houby, ktery byl poprvé popsan po izolaci zcervce Coccus viridis.
V minulosti byl tento patogen evidovan pod riznymi jmény (napt. Cephalosporium lecanii, C.
aphidicola). Revizi taxonomie rodu Lecanicillium a Cephalosporium provedl Gams (1971),
ktery odstranil, do té doby uzivana synonyma a vSechny uvedené duhy zatadil do rodu
Lecanicillium. Za hlavni sluCovaci kritérium pouzil morfologickou podobnost spiralujicich
kultur, které vytvareji dlouhé konodiofory, vyrustajici na vzdusném myceliu, na jejichz koncich
se vytvareji konidiospory ve form¢ ,kulicek®, pokrytych na povrchu mucilagenni vrstvou
(Landa 1994).

L. lecanii ptedstavuje Siroce polyfagni entomopatogenni druh patogena, ktery je
pouzivan v biologické ochrané proti drobnym savym Skidcim (napf. tfasnénkam, msicim a
molicim Skodicim na rychlené zelenin€ a okrasnych kvétindch péstovanych ve sklenicich)
(Landa 1998).

U hmyzu fddu Homoptera napadd patogen vSechna vyvojova stddia kromé vaji¢ek
(molice), ktera jsou infikovana jen vyjimecné. Mén¢ Casté jsou zaznamy tykajici se vyskytu L.
lecanii v populacich hostitelt patticich do jinych fadt hmyzu, nicméné v sortimentu hostitel
patogena byly zaznamenani zastupci fadt Orthoptera, Heteroptera, Thysanoptera, Lepidoptera,
Coleoptera a Hymenoptera. Také u téchto hostitelt napada L. lecanii ptednostné larvy, méné
pak dospélce, ptipadn¢ larvy (Landa 1994).

Spektrum parasitismu L. lecanii vSak neni omezeno pouze na hmyz. Spontadnni epizootie
zpisobené L. lecanii byly zjistény i1 v populacich nékterych druhti roztocl. Kromé parazitické
asociace s uvedenymi skupinami ¢lenovcl bylo zjisténo, Zze se L. lecanii vyskytuje i jako
ektoparazit na nekterych druzich fytopatogennich hub. Ptikladem této ektoparazitické formy
vyvoje L. lecanii je vyskyt na uredosporach riznych druht rzi (Landa 1994).

22



Hlavnim determinacnim znakem L. lecanii je typickd forma sporulace. V prib¢h
konidiogeneze se na vzduSném myceliu vytvareji dlouhé, uzké, lahvicovité konidiofory na
jejichz koncich se postupné tvoii elipsoidni konidie. Konidiofory jsou na myceliu umistény
v preslenech a z jedné zony protilehle vyrustaji 2,3 az 4 konidiofory. Na koncich hyf mtize byt
pteslen tvofen i vice konidiofory. Konidiofory jsou vytvareny postupné a vzdy nova, mladsi
konidiospora odtlacuje diive vytvorenou konidiosporu do postupné se tvoticiho shluku, ktery
mé podobu kulicky. V zavérecné fazi sporulace se kulicky pokryvaji mucilagenni hmotou, ktera
udrzuje kompaktni tvar finalniho utvaru (Landa 1994).

Patogeneze ma klasicky pritb¢h. Nékaza je iniciovana kontaktem konidii s povrchem téla
hostitele. Povrch konidii je siln¢ adhezni a po pfichyceni na povrchu téla se jich hostitel jen
velmi tézko zbavuje. Konidie L. lecanii klici pfi vhodnych podminkdch pomérné rychle.
Optimalni podminky k ristu a sporulaci L. lecanii jsou pii teplotdch 15-28 °C a relativni
vlhkosti vzduchu nad 80 % (Rod el al. 2005). Kli¢ek konidie penetruje kutikulou hostitele a po
proniknuti se v télni dutiné¢ tvoii hyfova téliska, kterd se nasledné rozpadaji na primarni
blastospory. Blastospory jsou tenkosténné, ovalné, tvarové velmi heterogenni a rychle se mnozi
pucenim. Zakladni podminky tvorby blastospor jsou semiaerobni podminky a tekuté prostiedi.
Vzhledem ke svému tvaru a povrchové plasticité¢ snadno blastospory pronikaji ke vSem tkdnim
hostitele a v prubéhu 2-3 dnti po iniciaci zcela vypliuji télo hostitele. V této fazi je jiz hostitel
usmrcen a dal$i vyvoj pategena ma opét charakter saprofytického ristu. Pocatkem saprofytické
taze vyvojového cyklu je proriistdini mycelia na povrch téla usmrceného hostitele. Hostitel je
porustan a zcela pokryt dlouhym, hustym myceliem bilé barvy, které se rozriistd i po povrchu
listu a v okoli infikovaného jedince vytvareji ,, infek¢éni zonu®, kterd ma podstatné vétsi plochu
nez je dano velikosti hostitele. Na vzdusném myceliu pak probihd findlni vyvojova faze —
konidiogeneze, kterd konci vytvorenim velkého mnozstvi konidiosporovych kuli¢ek, ve kterych
je v pruméru 16-24 ovalnych konidiospor (Landa 1994).

V sortimentu dostupnych biopreparati maji jiz tradicni misto biopreparaty firmy
KoPPERT N.V., které jsou znami pod obchodnimi nidzvy MYCOTAL (uréen k ochrané
sklenikovych plodin proti molici sklenikové a molici bavinikové), VERTALEC (kmen vysoce
virulentni na rizné druhy msSic) a TRIPTAL (kmen L. lecanii s vysokou uc¢innosti na hmyz

trasnoktidli, napft. ttdsnénka zahradni a tfdsnénka zapadni (Landa 1998).
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2.5. Kultivace entomopatogennich hub

Rozsahlou a velmi vyznamnou skupinu entomopatogennich hub ptedstavuji druhy, které
ztratily schopnost produkovat sexualni spory nebo je produkuji jen vyjimecné. Tato skupina hub
je zahrnovana do odd¢€leni Deuteromycota, tiidy Hyphomycetes, radu Moniliales (Inglis et al.
2001). Z hlediska praktické biologické ochrany ma tato skupina nejvétsi vyznam.
K nejznamé&j$im  vldknitym deuteromycetdm patii houby rodid Beauveria, Hirsutella,
Lecanicillium, Metarhizium, Nomuraea, Paecilomyces a Tolypocladium. V téchto rodech je
zastoupena fada druhti, z nichZ pfiblizn€ 25 je v soucasnosti jiz vyuzivano ve formé standardnich
biopreparati pii biologické regulaci populaci sktidcii zemédélskych plodin a kultur. Na rozdil od
obligatné parazitickych druhti hub (napt. Entomophthorales), predstavuji vldknité deuteromycety
parazity fakultativni. VétSina hub této skupiny muze realizovat kompletni vyvojovy cyklus i
v alternativnich systémech bez pfimé vazby na zivého hostitele (napf. saprotrofni cyklus na
odumirajici organické hmoté rizného pivodu, véetné umélych zivnych pad a substratit) (McCoy
et al. 1988; Humber 1997; Charnley 1997). Na umélych ptadach a ptirozenych substratech jsou
vlaknité houby schopny vyprodukovat velké mnozstvi vzdusnych konidii (SamsSinakova et al.
1981).

Pro vyrobu biopreparati popiipadé pro reintrodukci kmenid do prostfedi jsou vhodné
kmeny pfednostné vybirdny ze souboru izolati, ziskanych monitoringem v pfirozeném prostiedi
a na zakladé¢ polyfaktoridlni charakteristiky. Polyfaktorialni charakteristika zohlediluje vyznamné
biologické vlastnosti kmenii. Pro tispésnou kontrolu hmyzi populace je nezbytny vybér vhodného
kmene, ktery je schopny penetrovat a infikovat jedince. Dulezitost vybraného kmene spociva
zejména (Meekes et al. 2002; Gindin et al. 2000):

1. ve vysoké virulenci vybraného kmene proti cilovému skiidci
2. v rychlosti vyvoje vybraného kmene po aplikaci na cilového sktidce

3. ve schopnosti kmene odolavat podminkam prostredi, ve kterém se cilovy Skiidce nachazi.

Polyfaktoridlni charakteristika zohlednuje také vlastnosti produkéni. Pro produkci
houbového patogena jsou dulezita tato kritéria (McCoy et al. 1975; SamSinakova et al. 1981):
1. 1) vybér kmene schopného produkce velké masy virulentnich spor
2. 2) vybér vhodného zivného média resp. ptirozeného substratu zvySujicitho optimalni

produkeci spor
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3. 3) produkce kmene za nizkou cenu

4. 4) vhodny proces a stabilita findlni formulace, v€etné podminek skladovani.

2.6. Biopreparaty na bazi entomopatogennich hub

Utinnou slozku vétsiny biopreparati na bazi entomopatogennich hub tvoii spory nebo
blastospory. Spory jsou produkovany v ,,in vitro“ systémech kultivaci na povrchu pevnych nebo
tekutych zivnych pid, pfipadné na ptirozenych substratech (Grajek 1994; Wright, Carruthers
1999). Tenkosténné blastospory jsou produkovany pomoci fermentacnich biotechnologii
(submerzni kultivace v tekutém zivném médiu) (Goettel, Roberts 1991; Wright, Carruthers
1999).

Z hlediska kvantitativniho je nejveétsi mnozstvi biopreparati na bazi spor
entomopatogennich hub produkovano pomoci in vitro produk¢nich systémil vyuZzivajicich rizné
prirozené pevné substraty, nejcastéji semena ruznych druhii rostlin (ryze, proso, kukufice,
pSenice, je¢men a dalsi) (Vyas et al. 1991). Prikladem jsou velko i nizkoobjemové produkce hub
Beauveria bassiana a Metarhizium anisopliae v Ciné a zemnich Jizni Ameriky (Brazilie,
Venezuela) (Charnley 1989; Wright, Carruthers 1999). Tyto technologie jsou zpravidla
dvoufazové. V prvé fazi je vyprodukovano Cisté, koncentrované inokulum, kterym je ve druhé
fazi oSetfen sterilni nebo semisterilni substrat. Produkt je k jednoduché finalizaci pfipraven po 2-
3 tydnech kultivace a formulaci tvofi rizné upraveny (napt. mlety) komplex ,,patogen-substrat™
(Feng et al. 1994; Grimm 2001). Tyto technologie produkce vlaknitych hub jsou v soucasnosti
uptfednostiiovany i proto, ze jsou ¢asto koncipovany na bazi zamérného vyuzivani obnovitelnych
prirodnich zdrojt, pifipadn€ i odpadnich organickych produkti (Dangar et al. 1991; Rani,
Susamma-Mathai 1999; Gopalakrishnan et al. 1999).

Takto konstruované biopreparaty jsou zpravidla dostatecné funkcéni a financné dostupné,
nicméné byvaji zpravidla nestandardni v kli¢ovych kvalitativnich a kvantitativnich parametrech a
jejich registrace ve vyspélych zemich je vzhledem k vysokym narokim registracnich procest
prakticky nemozna (Domsch et al. 1980; Butt et al. 1999).

Podstatné standardnéj$i biopreparaty lze ziskat pomoci povrchovych kultivacnich
technologii (Ibrahim, Low 1993). Vedle produkce konidii je povrchova kultivace na pevnych

médiich pouzivdna pro bézné udrzovani izolatu tzv. matecné kultury. Jedno z nejrozsifenéji
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pouzivanych médii pro kultivaci hub je médium Sabouraud Dextrose Agar doplnéné o kvasni¢ny
extrakt. Vedle tohoto média se pro kultivaci vladknitych hub pouziva i Corn Meal agar, Czapeck-
Dox, malt extrakt, Potato dextrose agar a Sabouraud maltoso agar (Goettel, Inglis 1997).
Povrchové kultivace hub na pevnych médiich jsou obvykle realizovany na agarovém médiu
uvnitf sklenénych 1ahvi nebo v Petriho miskach. Povrch Zivného média nebo pfirozeny substrat je
za sterilnich podminek naockovan suspenzi konidii nebo blastospor, ziskanych pomoci
submerznich kultivaci v tekutém zivném médiu. Pocate¢ni riist mycelia je rychlejsi pii pouziti
blastospor. Nainokulovany substrat resp. Petriho misky se inkubuji pii 25 - 27°C pod rGznym
svételnym rezimem. Pro redukci dehydratace media mohou byt Petriho misky hermeticky
uzaviené parafilmem. Po 7-10 dnech jsou kultury plné vysporulované. Konidie se ziskaji
z povrchu pfimo bud’ seSkrabnutim pii pouziti sterilniho skalpele ,,policeman nebo smytim
konidii sterilni destilovanou vodou (Goettel, Inglis 1997). Ve vétsim métitku jsou pro produkci
konidii pouzivany levnéjsi vyzivné substraty jako ryze, otruby nebo obilnd zrna. Navlhéeny
substrat je autoclavovan v Sirokohrdlych nadobach, plastikovy saccich nebo cinovych miskach.
Po schlazeni je substrat nainokulovany konidiovou nebo blastosporovou suspenzi a inkubovan pii
pokojové teploté. Pouziti ryze v polypropylenovyvh plastikovych saccich je aktualné
nejpouzivangj$i metoda pro produkci M. anisopliae a Metarhizium flavoviride (Goettel, Inglis
1997).

K nejpropracovanéjsi a nejrozsitenéjsi povrchové kultivacni technologii patii tzv. ,,pytlova
metoda®“ (u nas zndma také jako ,Kybalova metoda™), pii které jsou masy spor
entomopatogennich hub produkovany v aerobni prostfedi na myceliu portstajicim povrch
sterilniho tekutého zivného média, které je uzavieno ve sterilnich PVC pytlich. Kompletni
biomasa (mycelum a spory) je po usuSeni finalizovana mletim a smisenim s inertnim nosi¢em
(siloxid, jemné mletd kiemelina) do ve vod¢ suspendovatelnych praskii. Touto metodou byl i
v CR produkovéan doposud jediny trzné dostupny biopreparat na bazi houby B. bassiana majici
obchodni nazev BOVEROL (Samsinakova et al. 1981; Weiser 1991).

Nékteré druhy entomopatogennich hub je mozno produkovat jako submerzni kultury.
Submerzni kultivace entomopatogennich hub lze v principu povazovat za technologické analogie
ptirozenych procesti vyvoje entomopatogennich hub na hmyzich hostitelich, kdy v klicové
parazitické ¢asti vyvojového cyklu patogen pronika do t€lni dutiny hostitele a v semi-aerobnich

podminkadch v tekutém prostiedi (hemolymfa) vytvaii zvlastni tenkosténné, jednobunécné,
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tvaroveé a velikosti pomérné nestabilni Gtvary nazyvané blastospory (n€kdy téz hyfova téliska,

»yeast like bodies” a pod.) (Charnley 1984; Humber 1997). Fermentac¢ni technologie umoznuji

produkovat velké mnozstvi uniformni biomasy tvofené¢ pievazné blastosporami, s piimési

mycelidlnich Castic a fragmentt (Lopez et al. 2000). Submerzni kultury se pomérné snadno

finalizuji a formuluji do standardni formy biopreparaty. Vyvoj biotechnologii orientovanych do

oblasti velkokapacitnich submerznich kultivaci vlaknitych hub lze bez nadsdzky povazovat za

nejvyznamnéjs$i fenomén vyvoje standardnich mykoinsekticidi a mykofungicidd. VétSina

v soucasnosti komercéné dostupnych preparatti na bazi hub je konstruovana na bazi blastospor,

resp. biomasy ziskané pomoci submerznich kultivaci (Wright, Carruthers 1999).

Tabulka 3. Ptiklady registrovanych biopreparati na bazi mitosporickych hub.

Stat Nazev Druh houby Cilovy organismus  Plodina
USA Myco‘[rol® B. bassiana molice, mSice, rajcata , okrasné
Botanigard” trasnénky rostliny
USA Naturalis® B. bassiana savy hmyz bavlna,
sklenikové
kultury
USA BioBlast® M. anisopliae termiti domacnosti
USA/Evropa PFR-97™® P. fumosoroseus  molice, ttasnénky  sklenikové
Preferal kultury
UK, Evropa Vertalec® L .lecanii msice sklenikové
kultury
UK, Evropa Mycotal® L. lecanii molice, tfdsnénky sklenikoveé
kultury
Jizni Afrika Green Muscle® M. anisopliae sarancata Ptirodni parky
Reunion Betel® B. bassiana larvy listorohych cukrova titina
brouki
Svycarsko Engerlingspilz®  B. brogniartii larvy chroustl pastviny
Svycarsko Beauveria B. brogniartii larvy chroustl pastviny
Schweizer®
Francie Ostrinol® B. bassiana zavije¢ kukuficny  kukufice
Australie BioGreen® Metarhizium larvy chroustl pastviny,
flavoviride travniky
Australie BioGreen” Metarhizium larvy chroustl pastviny,
Sflavoviride travniky
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3. MATERIAL A METODIKA

3.1. Kmeny hub pouzivané v pokusech

Beauveria bassiana

Kmeny Pm a Pk entomopatogenni houby B. bassiana byly spolecné odizolovany
z pozemku v lokalit¢ Péncin (Prostéjov) pomoci metody zivé néstrahy ,,Galleria bait metod .
Smésny vzorek kment byl kultivovan na zivné padé PDA. Pro separaci obou kmeni byla pouzita
metoda CFU, kdy po 10 dnech ziskdny monosporové izolaty jednotlivych kmenid. Kmen, ktery
vykazoval mycelialni charakter, byl oznaten Pm (mycelidlni). Druhy kmen naopak vykazoval
vys§i sporulaci a tvofil ve srovnani s kmenem Pm kompaktni mycelium, proto ziskal oznaceni Pk
(kompaktni). Oba monosporové izolaty byly ulozeny ve sbirce na katedie rostlinné vyroby a
nasledné byly tyto kmeny pouzity v pokusech.

Kmen M408 byl odizolovan pomoci ,, Galleria bait metod” v ramci monotoringu
entomopatogennich hub v regionu Jizni ¢echy, ktery byl realizovan v roce 2001-2002. Kmen

M408 je ulozen také ve sbirce.

Lecanicillium lecanii
Kmen 19 byl odizolovan pomoci metody ,, Galleria bait metod* pti ploSném monitoringu
entomopatogennich hub v pid¢ na lokalitach souvisejicich s vyskytem lykozrouta smrkového Ips

typographus L. v oblasti NP a CHKO Sumava.

Paecilomyces fumosoroseus

Ve vsech pokusech byl vyhradné pouzit kmen PFR 97 Apopka (Apopka - jméno oblasti
na Florid¢, kde byl kmen v roce 1987 izolovan, referen¢ni typovy kmen je ulozen v americké
sbirce mikroorganismi pod oznacenim ATCC 20874). Kmen PFR 97 je od roku 1994 vyuzivan
jako Gginny agens biopreparatu PFR 97™ 20 %WDG a generického biopreparatu, ktery je
zejména v Evropé registrovan pod obchodnim ndzvem PreFeRal™

% submerzni biomasy (blastospory) kmene PFR 97 (2,0 x 10° CFU/g") a 80 % internich pisad.

. Oba biopreparaty obsahuji 20
Pro pokusy byl pouzit kmen PFR 97, ktery bxl v roce 1993 poskytnout oddéleni rostlinolékatstvi

KRV ZF JU firmou Hermo Trilogy (dnes Certis USA) a od té doby je pouzivan pro

experimentalni ucely v rdmci fady vyzkumnych, magisterskych a doktorandskych projektu.
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Tabulka 4. Zékladni charakteristiky kmenii entomopatogennich hub pouzitych v pokusech

Druh Kod Piivod (oblast)  Plodina Izolace®
Beauveria bassiana M408 Brno 2003 Ozimy je¢men G. mellonella
Beauveria bassiana Pk Péncin 2005 0zima pSenice G. mellonella
Beauveria bassiana Pm Péncin 2005 Ozima pSenice G. mellonella
Lecanicillium lecanii 19 Sumava 1999 Lesni porost G. mellonella
Metarhizium anisopliae P4 Pénéin, 20005 Ozima pSenice G. mellonella
Paecilomyces fumosoroseus PFR 97  USA 1987 Citrus reizolace

3.2. Kultiva¢ni média a pfirozené substraty

Pro porovnani mnozstvi vyprodukovanych konidii jednotlivych kmenti byly pouzity rizné
druhy zivnych medii. Produkce konidii byla sledovéna i na zivnych pidéach s riznym obsahem
zivin C:N. Pro optimalizaci C-zdroje v produkénim médiu byla pouzita glukéza v rtizné
koncentraci od 10 g.I! do 40 g.I". Pro optimalizaci komplexniho N-zdroje byl pouzit pepton
v koncentraci od 5 g1' do 20 g.I"'. Hodnota pH médii nebyla pted sterilizaci upravena. Do

testovanych medii bylo dodano 20 g.1" bakteriologického agaru.

Tabulka 5. Standardni agarizovana Zivna média pouzitd v pokusech

Zivna ptda Zkratka
Sabourard dextrose agar SDA
Potato dextrose agar PDA
Corn meal agar CMA
Tryptic soy agar TS

YM agar YM
Malt extrakt agar MALT
Agar se sladinovym extraktem SLA

* G. mellonella — kmen houby byl odchycen pomoci metody GBM (= Galleria Bait method); reizolaci — kmen ziskan
izolaci z komer¢ni Sarze biopreparatu Preferal
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Tabulka 6. Poméry zdrojii C a N pouzité ve studiich zamétenych na vliv podilu C a N na riist a

sporulaci entomopatogennich hub

Pada &. Pepton (g . 1) Glukéza (g. 17
1. 10 10
2. 10 20
3. 10 30
4. 10 40
5. 5 40
6. 10 40
7. 15 40
8. 20 40

Vedle jednotlivych zivnych pad byly testovany pro kultivaci konidii jednotlivych
druht/kmenti hub i pfirozené substraty (kroupy, ryze, proso, kukutice a vloc¢ky). Rlizné mnozstvi
kment hub i ptirozenych substrati bylo navazeno do Erlenmayerovych ban€k o riizném objemu.
Substrat v Erlenmayerovych baiikach byl sterilizovan ve Stericelu po dobu 90 minut pfi teploté

121 °C. Po vychladnuti byla provedena inokulace jednotlivych kment entomopategennich hub.

3.3. Aktivace hub z algindtovych pelet

Kmeny hub jsou ulozeny v mykologické sbirce na katedfe rostlinni vyroby a dlouhodobé
uchovéavany ve formé alginatovych pelet. Pfi této formulaci je biomasa patogena inkorporovana
spolu s aditivy do alginatovych pelet. Pro ucely pokust byl pouzit nasledujici postup reaktivace a
kultivace hub. Pelety jednotlivych kment byly t mraziciho boxu umistény na povrch 2 % vodni
agar v Petfino misce a tato vlhkd komirka s peletami byla umisténa do termostatu (25 °C,
fotoperioda 0/24). Pelety exponované vysoké vlhkosti pfijimaji vodu (bobtnaji) a zpravidla
v priabéhu 5-7 dnt je povrch aktivovanych pelet pokryt plné sporulujicim myceliem patogena.
Z aktivovanych pelet se jednou pasazi pievede na plotny s agarizovym zivném médiem PDA, a

tim jsou ziskdny mate¢né kultury kment.
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3.4. Obecné metodické aspekty

Priprava konidiové suspenze

Pro pokusy byly pouzivany konidiové suspenze v 0,05 % Tween 80. Konidiova suspenze
byla ziskédna prelitim povrchu pln€ sporulujicich kultur sterilnim roztokem Tween 80.
Koncentrace konidii byla urCovana pomoci pocitaci komirky — hemacytometru a nésledné

adjustovana na pozadovany titr, zpravidla na hodnotu 1,0 x 10’ konidii/l ml.

Stanoveni radialniho rustu

Cilem tohoto testu bylo zaznamenat dynamiku ristu kultur jednotlivych druht/kmenti hub
kultivovanych formou stiedovych kultur na povrchu agarizovanych médii. Radidlni primeér byl
méfen nejméné u 4 kultur od kazdé varianty a to tak, ze kazda stfedova kultura se méfi 2 krat.

Z méfenych dat se vypocita primer.

Stanoveni vytéznosti na umélém médiu a prirozeném substratu
Cilem testu je stanovit mnozstvi vyprodukovanych konidii pfi kultivaci
entomopatogennich hub na umélém Zzivném médiu nebo na sterilnim piirozeném substratu.

Stanoveni vytéznosti se provadi pomoci hematocymetru (Neubauerova vylepsend komurka).

Statistické hodnoceni pouZiti v pokusech

Ziskana data byla vyhodnocena v programu Statistika 6.0. Pro hodnoceni rozdilu v ristu
kmend na Zzivnych mediich a rozdild byla pouzita ANOVA hierarchickd. Soucastné byla
stanovena smérodatnd odchylka STD a provedeno porovnani s pomoci Tukeyho testu pro hladinu

vyznamnosti p<0,05.
3.5. Charakteristika metodickych aspektt hlavnich studii projektu
Radialni rist stredovych kultur entomopatogenni houby B. bassiana kmenit Pm6 a Pk4.
Radialni rist B. bassiana kmenl Pm6 a Pk4 byl zjistovan na zivnych mediich PDA, SLA,

SDA, YM, MALT, TS, CMA. Cilem testu bylo zjisténi praméru stiedovych kultur

vyprodukovanych ptfi kultivaci hub na rtznych zivnych pidach. Konidiova suspenze byla
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nanesena pomoci inokula¢ni klicky ve formé kapky do stfedu Petriho misky. Po zaschnuti kapky
byly Petriho misky vloZeny v plastikovych saécich do termostatu (25 °C). Hodnoceni a méfeni
praméru sttedovych kultur bylo provadéno po 7, 14 a 21 dnech. Pokus probihal vzdy ve ¢tyfech

opakovanich, na kazdé misce byly zméteny dvé hodnoty a vyslednou hodnotou je jejich primér.

Radialni rist stredovych kultur entomopatogenni houby B. bassiana kmenit Pm9, Pk5.

Radialni rist B. bassiana byl zjistovan u kmentt Pm9 a Pk5 na Zivnych médiich o rlizném
slozeni, u kterych byly rozdilné poméry mezi N a C (viz tabulka 6). Cilem tohoto testu bylo
zjisténi praméru sttedovych kultur vyprodukovanych pii kultivaci houby na téchto pudach.

Postup shodny s ptedchozi studii

Vyteznost konidii po kultivaci na riiznych typech medii

Byla zjistovana vytéznost B. bassiana z 21 denni kultury kment Pm6, Pk4 na Zivnych
mediich: PDA, SLA, SDA, YM, MALT, TS, CMA. Tento test byl proveden za ucelem zjisténi
mnozstvi konidii vyprodukovanych na rtiznych zivnych mediich. Po uplné sporulaci bylo zivné
medium 1 s houbou homogenizovdno v mixéru s 200 ml vody. Z takto vzniklé konidiové

suspenze byla vypocitana produkce konidii pomoci hemacytometru.

Vyteznost konidii B. bassiana po kultivaci na Zivnych piidach o riizném slozeni (C:N)

Byla zjiStovana vytéZnost z 21 dennich kultur vyprodukovanych na Zivnych mediich,
ktera maji odlisné slozeni — rizny pomér C : N. Pidy jsou oznacené Cisly 1-8. Po iplné sporulaci
bylo zivné médium i s houbou homogenizovano v mixéru s 200 ml vody. Z této suspenze byla

vypocitana produkce konidii pomoci hemacytometru.

Vyteznosti konidii na riiznych typech pevnych substratu

Vytéznost konidii B. bassiana kmen M 048 byla sledovana po kultivaci na riznych
pevnych substratech (kroupy, proso, kukufice, ryze a vlocky). Substrat byl navazen 2 x pol0O
gramech u krup, prosa, ryze, vlocek a u kukufice 4 x 10 gramt. Poté byl substrat pfeveden do
Erlenmayrevych bangk, kde byl inokulovan sterilni konidiovou suspenzi. Z této barnky jsem vzdy
nanesla po 25 partikulich na Petriho misku s 2 % agarem. Téchto misek jsem méla od kazdého

substratu ctyfi kusy. Celkem tedy byla zjistovana vytéznost ze 100 partikuli od kazdého
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substratu. Po 14 dnech kultivace jsem tyto partikule vymyla a rozmichal ve 100 ml vody kromé

prosa, do kterého bylo pfidano pouze 25 ml vody. Poté jsem stanovila vytéznost ze 100 partikuli.

Stanoveni vytéznosti L. lecanii na ruznych pevnych substratech (kroupy, ryze, proso a vlocky).

Do Erlenmayerovych ban¢k jsem navazila vzdy po 10 gramech krup, ryze, vlocek a prosa.
Do druhého dne jsem je nechala vysterilizovat. Po vysterilizovani jsem ptidala 5 ml suspenze L.
lecanii o zndmém titru a nechala jsem tuto smés kultivovat 14 dni. Po sedmi dnech se do prvni
poloviny kultur pfidala 100 ml vody. Smés jsem precedila pies sitko a z pfecedéné suspenze
jsem vypocitala produkci konidii pomoci hemacytometru. Tento postup se opakoval opét po 7

dnech.

Stanoveni vytéznosti u hub L. lecanii, P. fumosoroseus a B. bassiana (Pk,Pm) na ryzi a kroupdch.

Ke 100 gramlim vysterilizovanych krup a ryze jsem ptidala po 50 ml roztoku s houbou
(houbu jsem ptelila 0,05 % Tween 80) o znamém titru. Takto nainokulovany substrat jsem
nechala 14 dni kultivovat. Po této dobé jsem do kazdé baiky s nainokulovanym substratem
pridala 300 ml vody, dikladné promichala a pak ptecedila pies sitko. Z precedéné suspenze jsem

stanovila produkci spor.

Nizkokapacitni produkce konidii hub Metarhizium anisopliae a Paecilomyces fumosoroseus —

ovéreni produkcnosti standardniho postupu povrchové kultivace na sterilnich jecnych kroupdch
Pro ovéfeni produkcnosti konidii hub M. anmisopliae a P. fumosoroseus byl pouzit

standardni postup povrchové kultivace na povrchu sterilnich je¢nych krup. Sterilni je¢né kroupy

ve sklenénych bankach (200 g krup/1 banku) byly inokulovany suspenzi hub v poméru 1 ml

inokula na 2 g sterilnich krup (100 ml/1banka) a po 24 hodinové inkubaci byly kroupy prevedeny

do PVC krabic a inkubovany po dobu 10 dnii pii teploté¢ 25+2°C. Po ukonceni kultivace byly

produkce z jednotlivych Sarzi (400-800 g) zpracovany nasledujicim postupem:

- konidie byly opakované (3-5x) smyty zpovrchu krup kazdé ucelené Sarze (=zakladni

suspenze)
- pomoci pocitaci komiirky byl stanoven titr zdkladni suspenze a celkovy vynos konidii resp.

vytéznost konidii na 1 g jeCnych krup
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ze zékladni suspenze byl odstfedénym na centrifuze (3000 rpm, 15 minut) ziskan konidiovy
koncentrat, jehoz kvantitativni charakteristiky byly stanoveny obdobnym zptsobem jako
v ptipad€ zakladni suspenze (tj. ml koncentratu, po€et konidii/l ml koncentratu, vytéznost
konidii/1 g je¢nych krup...)

pro ob¢ verze hodnoceni (vytéznost odvozena od zakladni suspenze resp. od konidiového
koncentratu) byl stanoven i aplikovany parametr — mnozstvi konidiové suspenze o titru 1,0 x

10°/1 ml (koncentrace obvykla pro provozni aplikace)
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4. VYSLEDKY

4.1. Radiélni rst entomopatogennich hub na povrchu agarizovanych zivnych médii

Pokus ¢.1. Radialni rist stfedovych kultur B. bassiana kmeni Pm6, Pk4 na rtiznych druzich

zivného media

Cilem testu bylo stanoveni praméru stiedovych kultur vyprodukovanych pti kultivaci hub

na riiznych zivnych pidach.

Tabulka 7: Radialni rtst stfedovych kultur entomopatogenni houby B. bassiana kmen Pm6 -

prameéry porostlé plochy v mm po 7, 14 a 21 dnech.

Priumér kultur v mm £STD

Médium
7.den 14. den 21.den
MALT 21,10 +0,65 38,60 £1,85 53,50 +£1,06
SLA 20,50 £1,50 34,50 £2,66 52,80 £1,92
TS 31,90 +0,54 58,70 £0,90 74,60 £0,54
YM 18,10 £0,22 32,20 £0,44 49,50 +£2,76
CMA 14,40 £0,54 24,80 +0,75 45,00 +0,61
SDA 18,10 £2,94 32,70 £3,38 46,90 £1,43
PDA 19,50 £1,73 36,60 £2,30 41,80 +4,72
Statistické udaje F=70,01889 F=135,2595 F=108,7253
p=0,000000 p=0,000000 p=0,000000
DF=6, 28 DF=6, 28 DF=6, 28

Graf ¢.1: Radialni rast sttedovych kultur na riznych zivnych mediich kmene Pm6 po 7, 14 a 21

dnech.
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Tabulka 8. Radialni rast stiedovych kultur entomopatogenni houby B.bassiana kmen Pk4 -

prameéry porostlé plochy v mm po 7,14 a 21 dnech.

Prumér kultur v mm +=STD

Médium
7.den 14. den 21.den

MALT 15,30 0,67 31,00 £0,79 50,30 +2,41
SLA 19,80 +0,75 32,30 +0,44 51,80 +2,30
TS 27,30 1,30 54,40 +0,82 75,00 +1,00
YM 17,20 £0,75 32,90 +0,65 58,30 +1,71
CMA 12,40 +0,54 26,10 0,22 48,20 +1,60
SDA 16,60 0,41 28,00 2,97 41,00 40,93
o F=188,6380 F=267,8071 F=256,7675
Statistickée udaje p=0,000000 p=0,000000 p=0,000000
DF=6, 28 DF=6, 28 DF=6, 28

Graf ¢.2: Radiélni rtst sttedovych kultur na riiznych zivnych mediich kmene Pk4 po 7, 14 a 21
dnech
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Zhodnoceni pokusu:

Vyhodnoceni je po 7, 14 a 21 dni hierarchicky od nejlepsSiho k nejhorSimu. Po 7, 14 a 21
dni byl vyhodnocen u obou kmenti B. bassiana jako nejlepsi substrat TS. Poté se vysledky u
kmen 1i$i. 7 den vyhodnocovani u kmenu Pm6 nasleduji po substratu TS substraty MALT, SLA,
PDA, YM, SDA, CMA. U kmene Pk4 to jsou substraty SLA, YM, PDA, SDA, MALT, CMA.
Po 14 dnu hyhodnocovani u kmene Pm6 byly vysledky rozdilné, po substratu TS nasledovaly
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substraty MALT, PDA, SLA, SDA, YM, CMA. U kmene Pk4 byly vysledky témét shodné jako
po 7 dni vyhodnocovani, pouze substrat MALT se v fad¢ posunul — TS, SLA, YM, MALT, PDA,
SDA, CMA. Po 21 jsou vysledky opét rozdilné, kmen Pm6 — TS, MALT, SLA, YM, SDA,
CMA, PDA. Kmen Pk4 — TS, YM, SLA, MALT, CMA, SDA, PDA.

Pokus ¢.2. Radialni rist sttedovych kultur B. bassiana kmentt Pm9, PkS po 7, 14 a 21 dnech na

pudach o rizném sloZeni.

Cilem testu bylo zjisténi praméru stiedovych kultur vyprodukovanych pfi kultivaci hub na

pudéch s rozdilnym pomérem C a N. Zjistovani rozméri bylo provadéno po 7,14 a 21 dnech.

Tabulka 9. Radidlni rist sttedovych kultur Bba Pm9 na ptidach o riizném sloZeni - priméry

porostlé plochy v mm po 7, 14 a 21 dnech.

Prumér kultur v mm £STD

Médium
7.den 14. den 21.den
1 20,125 £1,436 35,375 £2,015 50,375 £1,796
2 19,750 +£0,288 36,125 +£1,652 45,500 +£2,483
3 19,125 +0,853 32,125 42,015 42,375 +3 473
4 20,000 £0,707 30,375 £1,600 41,000 +1,870
5 16,500 +0,707 28,125 +0,853 40,750 +1,554
6 18,750 £1,500 33,500 £1,354 43,875 £2,174
7 20,500 £1,000 36,750 £2,986 47,750 +£1,258
8 19,875 £0,629 35,250 £0,957 52,250 £1,258
F=6,874951 F=11,43376 F= 16,79833
Statisticke udaje p=0,000155 p=0,000003 p=0,000000
DF=7, 24 DF=7, 24 DF=7, 24
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Graf ¢.3: Radiélni rist sttedovych kultur Bba Pm9 na piadach o rGzném slozeni - priméry

porostlé plochy v mm po 7,14 a 21 dnech.
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Tabulka 10. Radialni rist sttedovych kultur Bba Pk5 na ptdéach o rizném slozeni po 7,14 a 21

dnech.
. Primér kultur v mm +£STD
Médium

7.den 14. den 21.den
1 16,250 0,645 33,875 1,376 57,500 +4,983
2 15,750 £0,500 33,875 £3,449 49,500 +£2,081
3 15,250 £0,500 30,125 +£1,108 48,875 +1,701
4 15,250 £1,190 30,000 +£3,488 48,125 +£2,393
5 14,000 £0,816 27,125 +£2,015 42,750 +£0,645
6 15,500 £0,707 30,500 £1,290 50,500 £1,471
7 16,625 £0,946 32,125 +1,250 47,750 +0,288
8 18,125 0,250 35,875 40,250 58,125 +1,796
Statistické udaje F=10,46996 F=17,254179 F=19,24852
p=0,000006 p=0,000105 p=0,000000
DF=7, 24 DF=7, 24 DF=7, 24
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Graf ¢.4: Radialni rist sttedovych kultur Bba Pk5 na pidéach o razném slozeni po 7,14 a 21
dnech.
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Zhodnoceni pokusu:

Vyhodnoceni je po 7, 14 a 21 dni sestaveno hierarchicky od nejlepsiho k nejhorsimu. Po 7

dni je u kmene Pm9 projevila jako nejlepsi puda ¢. 1 pak nasleduji pudy ¢.7, 4, 8, 2, 3, 6 a jako
nejhorsi puda ¢.5. Po 14 dni je jako nejlepsi vyhodnocena ptida €. 7 a poté nasleduji pudy ¢. 2, 1,
8, 6, 3, 4 a jako nejhorsi ptida ¢.5. Po 21 dni je vyhodnocena jako nejlepsi puda ¢. 8 nasleduji
pudy ¢. 1,7, 2, 6, 3, 4 a opét je vyhodnocena jako nejhorsi ptada ¢.5.
U kmene Pk4 se jako nejlepsi pida projevila ptida ¢.8 a to ve vSech tfech méfeni. Jako nejhorsi
puda se projevila ptida ¢. 5 a to opét ve vSech tfech métfenich. 7 den vyhodnocovani po pudé ¢.8
nasleduji pidy €. 7, 1, 2, 6, 3, 4. Po 14 dnu jsou to pady ¢.1,2,7,6,3,4 a po 21 dni pudy ¢.1,
6,2,3,4,7.
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4.2. Produkce konidii entomopatogennich hub na povrchu agarizovanych zivnych médii

Pokus €. 3. Vytéznost B. bassiana kmene Pm6 a Pk4 na riznych zivnych pad.

Cilem tohoto testu bylo zjisténi produkce spor entomopatogenni houby B. bassiana na

riznych typech zivnych pid.

Tabulka 11. Vytéznost B. bassiana kmen Pm6 na raznych typech zivnych pid (konidii/1 kultura)

Médium

CMA

PDA

SDA

SLA

TS

MALT

YM

Vytéznost

7,75x10°

1,51x10°

2,09 x10'°

2,28x10"

2,73 x10'°

1,56 x10'°

2,08 x10'°

Graf ¢.5: Vytéznost Bba Pm6 na riiznych typech zivnych pud (konidii/1 kultura)
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Tabulka 12. Vytéznost B.

CMA

PDA

SDA

SLA

TS

Zivné médium

MALT

M

bassiana kmen Bba Pk4 na riznych zivnych ptdéach (konidii/1 kultura)

Médium

CMA

PDA

SDA

SLA

TS

MALT

M

Vytéznost

5,50x10°

1,60x10"

2,13 x10"

2,54 x10'"°

2,65 x10'°

1,75 x10'°

2,54 x10"°
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Graf €.6: Vytéznost Bba Pk4 na rtiznych zivnych pidach (konidii/1 kultura)

vytéZnost
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CMA PDA

Zhodnocent pokusu:

SDA

SLA

Zivna puda

TS

MALT YM

U kmene Bba Pm6 se jako nejlepsi zivna ptida projevil substrat TS. U kmene Bba Pk4 byl

také jednoznaéné vyhodnocen jako nejlepSi substrat TS. Jako jednoznacné nejhorSi zivny

substrat, na kterém bylo dosahovdno nejnizSich vytéznosti u obou kmenii byl vyhodnocen

substrat CMA.U kmene Pm6 byla vytéznost zivné pudy TS o 62,8 % vyssi nez u zivné pudy
CMA. U kmene Pk tomu bylo o0 79,25 %.

Pokus ¢€.4. Vytéznost B. bassiana kmenti Pm9 a Pk5 na Zivnych ptidach o rizném slozeni.

Cilem tohoto testu bylo zjistit produkci spor entomopatogenni houby B. bassiana na

pudach, které mely razny pomér C:N.

Tabulka 13: Vytéznost B. bassiana kmen Bba Pm9 na pidich o rizném slozeni (konidii/1

kultura).
Médium 1 2 3 4 5 6 7 8
Vytéznost | 1,05x10° | 1,83 x10° | 2,94 x10° | 1,69 x10° | 1,76 x10° | 2,85 x10° | 3,01 x10° | 2,84 x10°
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Graf €.7: Vytéznost Bba Pm9 na ptidach o rizném slozeni (konidii/1 kultura).
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Tabulka 14. Vytéznost B. bassiana Bba Pk5 na pidach o rizném slozeni (konidii/1 kultura).

Médium 1

2

3

4

5

6

7

8

Vytéznost

1,93x10°

1,01x10°

1,73x10°

1,24x10°

1,80x10°

2,18x10°

2,47 x10°

2,58x10°

Graf €.8: Vytéznost Bba PkS5 na ptidach o rizném sloZeni.
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1,20E+09

1,00E+09-
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Zhodnoceni pokusu:
U kmene Bba Pm9 se jako nejlepsi zivna ptida projevila ptida €.7. U kmene Bba Pk5 byla

jednoznac¢né vyhodnocena jako nejlepsi zivna ptuda €.8. Jako jednoznaéné nejhorsi Zivna puda, na

cwwvr

kmene Pk5 pida ¢.2.

4.3. Produkce konidii entomopatogennich hub na pfirozenych substratech

Pokus ¢.5. Vytéznost B. bassiana kmene M408 na partikulach riznych pfirozenych substrati
(kroupy, proso, kukufice, ryze a vlocky).

Cilem tohoto testu bylo zjisténi produkce spor na pevnych substratech po 14 dnech

kultivace.

Graf ¢.9: Vytéznost kmene Bba M408 pii kultivaci na riznych substratech.
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Tabulka 15. Vytéznost B. bassiana kmen Bba M408 pti kultivaci na riiznych substratech.

substrat Vlocky Ryze Kukuftice Kroupy Proso
vytéznost 1,16x10" 1,72 x10" 4,16 x10'" 3,07 x10" 2,82 x10’
Zhodnocent pokusu:

Jako nejlepsi pevny substrat pro kultivaci entomopatogenni houby B. bassiana kmene
M408 byla vyhodnocena kukufice. Naopak jako nejhor$i pevny substrat bylo prokazatelné

vyhodnoceno proso. Vytéznost na substratu kukutice byla 0 93,22 % vy$$i nez u prosa.

Pokus €.6. Stanoveni vytéznosti L. lecanii na riiznych pevnych substratech (kroupy, ryze, proso a

vlocky).

Cilem toho testu bylo zjisténi produkce spor, kdy byl pfirozeny substrat pielit suspenzi o

titru 9,95 x 10°. Vyt&Znost byla stanovovéno po 7 a 14 dnech.

Tabulka 16. Vytéznost L. lecanii na riznych substratech po 7 dnech.
Vlocky
7,00E+09

Substrat Proso

3,03E+09

Ryze
4,65E+09

Kroupy
4,40E+09

Vytéznost

Graf €. 10: Vytéznost L. lecanii na raznych substratech po 7 dnech.
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Tabulka 17 : Vytéznost L. lecanii na riznych substratech po 14 dnech.

Substrat Vlocky Ryze Proso Kroupy
Vyt&znost 1,39x10" 7,98x10° 6,83 x10° 1,58 x10"°

Graf ¢.11: Vytéznost L. lecanii na riznych substratech po 14 dnech.

1,60E+10
1,50E+10
1,40E+10
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Vlocky Ryze Proso Kroupy

substrat

Zhodnoceni pokusu:

Nejlepsich vysledki po sedmi dnech bylo dosahovano na pevném substratu vlocek a
nejhorsich vysledkt bylo dosahovano na pevném substratu prosa, kdy vytéznost na vlockach byla
0 57 % vyysi nez na prosu. Po ¢trnacti dnech bylo opét vyhodnoceno jako nejhorsi pevny substrat
proso, ale jako nejlepsi pevny substrat byly tentokrat vyhodnoceny kroupy. Vytéznost bylo u
krup o 57 % vy$§i neZ u prosa.

Pokus ¢.7. Stanoveni produkce spor L. lecanii, B. bassiana a P. fumosoroseus pii povrchové
kultivaci na kroupach a ryzi.

Cilem tohoto testu bylo zjiSténi produkce spor entomopategennich hub, kdy byl pfirozeny
substrat pielit suspenzi o znamém titru: L. lecanii - 2,45 x 106, P. fumosoroseus- 5,85 x 106, B.

bassiana Pk- 8,25 x 10° a B. bassiana Pm - 2,28 x 10%.
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Tabulka 18. Vytéznost entomopatogennich hub na substratu krup a ryze.

Druh - kmen

Ryze

Kroupy

L. lecanii

7,63 x 10"

9,61 x 10"

P. fumosoroseus

449 x 10"

5,09 x 10'°

B. bassiana Pm

3,26 x 10

3,50 x 10"

B. bassiana Pk - 2.25x 10'°

Graf €.12: Vytéznost entomopatogennich hub na substratu krup a ryze.
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Zhodnoceni pokusu:

Nejvyssi vytéznosti bylo dosahovdno na kroupach u houby L. lecanii kmene 19. Tato
vytéznost byla o 47 % vétsi nez u kmene PFR P9, o 64 % vétsi nez u kmene Bba Pm a o 77 %
vétsi nez u kmene Bba Pk. U ryZe bylo opét nejlépe vyhodnoceno L. lecanii. U tohoto kmene
bylo dosahovéano vétsi vytéznosti nez u kmene PFR o 41,2 % a nez u kmene Bba Pm 0 57,3 %.
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4.4. Ovéfeni nizkoobjemové produkce entomopatogennich hub

Pokus ¢. 8. Produkce konidii houby M. anisopliae kmen Man P4 pfi kultivaci na jecnych
kroupach

Cilem pokusu bylo ovéfit standardnost produkce konidii houby M. anisopliae
pripovrchové kultivaci na sterilnich jeCnych kroupéch. Pokus byl realizovan opakované (3 Sarze)
v riznych objemech (400-700 g krup). Po 10 denni kultivaci byly konidie smyty a vytéznost byla
vyhodnocena piepoctem na 1 g substratu a zarovei i s ohledem na dalsi kvantitativni parametry.
Zakladni suspenze byla odstfedéna a zahusStény koncentrat konidii byl vyhodnocen obdobné jako

zakladni suspenze.

Tabulka 19. Povrchové kultivace entomopatogenni houby Metarhizium anisopliae kmen Man P4

(substrat — sterilni je¢né kroupy)

Parametr produkce 1. Sarze 2. Sarze 3. SarZe
Substrét (g) 400 700 500
Zakladni suspenze (ml) 2000 4000 2000
Titr suspenze - Konidii/1ml 2,10x 10° 2,42 x 10° 2,73 x 10°
Celkem konidii 420 x 10" 9,68 x 10" 546 x 10"
Vytéznost konidii /1g substratu 1,05 x 10° 1,38 x 10’ 1,09 x 10’
Suspenze 1,0x10° konidii/1ml (1) 420 968 546
Konidiovy koncentrat (ml) 500 1000 600
Titr koncentratu (konidii/1ml) 791 x 10° 8,82 x 10° 8,34 x 10°
Celkem konidii v koncentratu 3,96 x 10" 8,82 x 10" 5,01x 10"
Suspenze 1,0x10° konidii/Iml (1) 396 882 500
Vytéznost koncentratu (%) 94,17 91,12 91,66




Zhodnoceni pokusu:

Ti1 Sarze houby Metarhizium anisopliae kmen Man P4 v objemech 400-700 g byly
vyprodukovany na levném a snadno dostupném substratu (sterilni je¢né kroupy). Vytéznost
konidii ptesahovala 1,0 x 10° konidii z 1 g krup, coZ reprezentuje zakladni orientaéni pomér 1 g
substratu = 1 litr suspenze o titru 1,0 x 10° konidii / 1 ml. P¥i zpracovani zakladni suspenze do

formy koncentratu doslo ke ztratdm neptesahujicim 10%.

Tabulka 20. Povrchova kultivace entomopatogenni houby Paecilomyces fumosoroseus kmen PFR

97 (substrat — sterilni jecné kroupy)

Parametr produkce 1. Sarze 2. Sarze 3. Sarze
Substrat (g) 600 600 800
Zakladni suspenze (ml) 2000 2000 3000
Titr suspenze - konidii/1ml 1,82x 10 2,06 x 10° 1,96 x 10°
Celkem konidii 3,64 x 10" 4,12 x 10" 5,88 x 10"
Vyt&znost konidii/1g substratu 6,07 x 10° 6,87 x 10° 7,35 x 10°
Suspenze 1,0x10° konidii /1ml (1) 364 412 588
Konidiovy koncentrat (ml) 300 400 600
Titr koncentratu (konidii/1ml) 1,12 x 10° 9,82 x 10° 9,24 x 10°
Celkem konidii v koncentratu 3,36 x 10" 3,93x 10" 5,54x 10"
Suspenze 1,0x10° konidii/1ml (1) 336 393 554
Vytéznost koncentratu (%) 92,39 95,34 94,30

Zhodnoceni pokusu:

Tti Sarze houby Paecilomyces fumosoroseus kmen PFR 97 v objemech 600-800 g byly
vyprodukovany na sterilnich jecnych kroupéach. Vytéznost konidii dosahovala irovné v rozmezi
6.07- 7.35 x 10® konidii z | g krup, coZ reprezentuje zakladni orientaéni pomdr 1 g substratu =
700 ml suspenze o titru 1,0 x 10° konidii / 1 ml. Pfi zpracovéni zékladni suspenze do formy

koncentratu doslo ke ztratdm nepiesahujicim 8 %.
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5. DISKUZE A ZAVERY

Entomopatogenni houby jsou dnes c¢asto vyuzivany v biologické ochrané rostlin
k potladeni vyskytu fady skiidcti. Cilem této diplomové prace bylo ovéfeni moznosti vyuziti
nizkokapacitnich biotechnologii zaméfenych na produkci uniformni biomasy vybranych kmenti
entomopatogennich hub pomoci povrchové kultivace na umélych zivnych ptidach a ptirozenych
substratech.

Jiz dtive byly nékteré kmeny testovany podobnymi pokusy. Cilem bylo ziskat informace
o moznosti jejich kultivace pomoci jednoduchych nizkoobjemovych technologii. S vysledky
téchto predeslych pokust byly srovnavany vysledky dosazené v této praci.

Kamp a Bidochka (2002) se ve své praci zabyvali hodnocenim zakladnich riastovych
parametri hub Metarhizium anisopliae, Lecanicillium lecanii a Beauveria bassiana (kmen Bb
252; USDA kolekce entomopatogennich kultur, Ithaca, NY) a obdobn¢ jako v této diplomové
praci vyuzili pro parametrizaci kment standardni laboratorni testy - radialni rtist a vytéznost
konidii. V n¢kterych metodickych aspektech se sice 1isi (vysledky hodnotili po 14 dnech -
v mém pokusu je tomu po 7, 14 a 21 dnech; pouzivali stejnd média, krom¢ zivného média TS;
kultury byly kultivovany po dobu 14 dni pfi teploté 27 °C a pii fotoperiodé 12/12.), nicméné
vysledky jejich studii 1ze konfrontovat s vysledky této prace.

Produkce spor je ovlivnéna slozenim kultivacniho média, coz mé za nasledek variabilitu
jak v poctu vyprodukovanych spor, tak i ve velikosti stiedové kultury (Grendene et al. 2002;
Kamp, Bidochka 2002). Kamp, Bidochka (2002) zaznamenali 14 den po inokulaci kmene 252
houby B. bassiana na rizné vrstvy vybranych zivnych médii vyznamné rozdily ve velikosti
sttedovych kultur. Nejmensi sttedovou kulturu vytvotil kmen 252 kultivovany na 3 mm vrstveé
zivného média CMA, naopak nejvétsi sttedové kultury (o velikosti 50 mm) byly zaznamendny na
zivnych piddach MEA (malt extrakt agar = SLA v ceské verzi) a NA (nutrient agar).
Nejintenzivnéjsi radialni rist byl zaznamenan na povrchu YPDA (yeast peptone dextrose agar),
kde kultury dosahovaly priméru az 60 mm. Soucasné¢ byla zaznamenédna i korelace mezi
radidlnim rGstem a vrstvé zivného média.

Srovname-li vySe uvedené vysledky s vysledky dosazenymi v pokusu €.1 zjistime, Ze
kmen Bba (Pm6) dosahuje nizSich priméra stiedovych kultur na stejnych zivnych ptidach

v porovnani s velikostmi kultur uvedenych v piedchozi studii. Konkrétni hodnoty jsou: SDA -
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32,7 mm, MALT - 36,8 mm, CMA - 24,8 mm, YM - 32,2 mm , PDA -36,6 mm. Fenomén vlivu
vrstvy zivné pudy na radialni riist sledovan nebyl. Z vysledki lze ptedpokladat, ze rozdily v obou
studiich jsou zptisobeny kultivaci dvou odliSnych kmenti entomopatogenni houby B. bassiana.
Mezi jednotlivymi kmeny entomopatogennich hub je zjiSténa velkd variabilita ve sledovanych
parametrech (Fargues ef al. 1997b; McCoy et al. 1988).

Kamp a Bidochka (2002) zjistili, ze ptfi kultivaci houby B. bassiana na PDA byla
pozorovana nejvy$si produkce konidii (21,84 x 107) ve srovnani s ostatnimi komerénd
dostupnymi Zivnymi ptidami. Na Zivné padé CMA vyprodukoval kmen 3,29 x 10" konidii v 1 ml.
Na ostatnich zivnych pidach vyprodukoval kmen vyrazné nizsi pocet konidii (MALT - 1,89 x
107, SDA - 0,97 x 10", YM - 0,06 x 10"). Kamp a Bidochka (2002) dale zaznamenali, Ze rozdilné
hodnoty ve vytéznosti konidii B. bassiana mohou byt ovlivnény i vySkou vrstvy zivného média
v Petriho misce. Nejvyssi produkei konidii zaznamenali na 2 mm vrstvé PDA (2,2 x 10° konidii
na mm?), zatimco na 4 mm vrstvé PDA dosahovala vyt&znost houby B. bassiana pouze 7,83 x
10° konidii na mm?®. Tento jev pravdépodobné souvisi s tim, Ze pii pouZiti tenéi vrstvy Zivné pady
ma houba nedostatek zivin, coz obvykle stimuluje konidiogenezi.

V pokusu ¢. 3 byly obdobné zjistovana produkce konidii ze stfedovych kultur rostoucich
na rtiznych typech zivnych médii. Ob¢ studie se od sebe liSily v dobé sklizn¢ konidii. Produkce
konidii v diplomové praci byla hodnocena po 21 dnech. Nejvyssi koncentrace konidii byla
ziskéna ze sttedové kultury na Zivné pidé MALT, kde vyt&znost dosahovala 2,9 x 10® konidii v 1
ml. Na ostatnich zivnych pidach vyprodukoval kmen téméf o 1 fad nizsi pocet konidii (SDA -
44x10",CMA -1,7x 10", YM - 4,2 x 107, PDA - 3,6 x 10").

V dalSich pokusech byl porovnavan rist sttedovych kultur a vytéznost konidii kmenti Bba
Pm a Bba Pk entomopatogenni houby B. bassiana na zivnych médiich o rizném pomeéru zdroje
dusiku (pepton) a uhliku (glukézy). Pfi hodnoceni vlivu zdrojii C a N byly zjistény velmi vyrazné
rozdily jak ve velikosti kolonii (radidlni rist) tak 1 v produkci konidii. Nejvétsi sttedové kultury
vytvorily oba kmeny na ptidé s nejvyssim obsahem C i N (C:N — 20g:40g) (58,1 mm — Bba Pm a
52,3 mm - Bba Pk) a s nejnizsim obsahem C i N (C:N — 10g:10g) (57,5 mm — Bba Pm a 50,4 mm
- Bba Pk). Kmen Bba Pk vyprodukoval ve srovnani s kmenem Bba Pm i nejvétsi mnozstvi

konidii na Zivnych ptidach s timto slozenim. Naopak nejmensi stiedové kultury obou kment byly

cwvvr
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vytéznost konidii ze sttedova kultury na ptid€ s obsahem 20g uhlikatého zdroje a 10g dusikatého
zdroje.

Dale byly v diplomové praci provedeny studie zamétené na produkci konidii kment
riznych druhi entomopatogennich hub na vybranych pfirozenych substratech. Produkce spor
byla porovnavéana na pfirozeném substratu - kukufici, ryZzi, prosu, ovesnych vlockach a jecnych
kroupach. V prvé fazi byly parametry produkce konidii stanovovany v ramci presnych
laboratornich testi na individualnich partikulich jednotlivych druhti substratu (100 partikuli).
Z vysledkt vyplyva, ze nejvetsi mnozstvi konidii vyprodukoval kmen M408 houby B. bassiana
na partikulich kukufice. Vysoka produkce konidii byla zaznamenana 1 pfi kultivaci kmene na
je€nych kroupach, zatimco na vlockach a ryzi byla zjisténa niz§i produkce. Nejmensi pocet
konidii vyprodukoval kmen M048 kultivovany na prosu. Vytéznost konidii z partikuli prosa byly
vyrazné niz$i ve srovnani s vytéznost konidii z kukufice. Landa (1994) uvadi, ze produkénim
limitem (s ohledem na mnozstvi produkovanych konidiospor) v principu neni zivny substrat, ale
spiSe charakter substratu. Pfi inokulaci vicevrstevného substratu (napf. sterilni ryzova zrna)
probiha mohutna sporulace na kultufe rostouci na povrchu substratu, uvnitt substratu pirevazuje
mycelidlni masa. Tento fenomén pravdépodobné odrdzi spiSe prostorové pozadavky patogena.
Nizka produkce konidii na povrchu partikuli prosa je pravdépodobné zpisobena tim, Ze povrch
semen prosa je ve srovnani s povrchem kukutice mnohonasobn¢ mensi.

Samuels a Coracini (2004) se zabyvali moznosti produkovat entomopatogenni houbu B.
bassiana na ptirozeném substratu - ryzi. Konidiovou suspenzi houby B. bassiana inokulovali 25
g ryze a po 15 dnech kultivace ziskali z 1g substratu 1,84 x 10° konidii. Obdobné mnozstvi
konidii z 1g ryze bylo ziskano v pokusu ¢.7. Na 1 g ryze byla zaznamenana produkce s hodnotou
1,72 x 10* konidii.

V naslednych studiich bylo mnozstvi vyprodukovanych konidii ovéfovano pomoci
nizkoobjemovych produkci. Pro pokusy byly vybrany kmeny dalSich entomopatogennich hub
Lecanicillium lecanii, Paecilomyces fumosoroseus a Metarhizium anisopliae. Produkce konidii
testovanych hub byla stanovena na jednotku substratu (1 g). Po inokulaci vétSiho mnozstvi
ptirozenych substrati (100 g) vyplyva, Ze nejvétsi mnozstvi vyprodukovanych konidii bylo

zjidténo z 1 g krup (1,58 x10'°). Z 1 g ovesnych vlocek bylo ziskano niz§i mnozstvi 1,39x10'"
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konidii. Nejmensi mnozstvi konidii v pfepoctu na 1 g bylo vyprodukovano na pfirozeném
substratu — ryzi (7,98x10°) a prosa (6,83 x10°).

Z dalSich studiich zamétenych na ovéfeni nizkoobjemové produkce vyplyva, ze jecné
kroupy predstavuji univerzalni substrat, ktery je obecné vhodny piirozeny substrat pro produkci

vsech vybranych entomopatogennich hub.

Hlavni vysledky diplomové prace lze struén€¢ shrnout do nasledujicich bodi a

konstatovani:

1. VSechny testované druhy mitosporickych entomopatogennich hub lze snadno kultivovat

pomoci jednoduchych nizkoobjemovych technologii pti vyuziti levnych Zivinnych zdroju.

2. Velikost stiedovych kultur i produkce konidii je ovlivnéna sloZzenim standardnich zivnych

médii resp. zivnych médiich s riiznym zdrojem C:N (glukozy:peptonu).

3. Produkce uniformni biomasy entomopatogennich hub je readlnd a pro produkci lze
vyuzivat relativné levné pfirozené substraty (ryze, kroupy, ovesné vlocky, proso,

kukufice).

4. Jetné kroupy piedstavuji univerzalni substrat, ktery je obecné vhodny, levny a snadno

dostupny pro produkci vSech vybranych entomopatogennich hub.
5. Vysledky DP naznacuji moznost vyuzit obdobné kultiva¢ni a produk¢ni postupy pro

produkci uniformni biomasy hub uréené pro pouziti v biologické ochrané rostlin, zejména

pak v systémech integrované produkce nebo v ekologickém zemé&d¢lstvi.
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7. PRILOHY — GRAFICKE LISTY
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Graficky list 1. Testovani vlivu sloZeni zivné pudy na radialni rist a produkci konidii
jednotlivych druhti entomopatogennich hub.

B. bassiana — kmen Bba Pk4 (PDA) B. bassiana — kmen Bba Pk5 (PDA

B. bassiana — kmen Bba Pm6 (PDA) B. bassiana — kmen Bba Pn6 (PDA, profil)

B. bassiana —kmen Bba M408 (PDA) B. bassiana —kmen Bba M408 (PDA)

Pomoci standardnich in vitro testit byl sledovan vliv sloZeni Zivnych piid na radidlni riist a
sporulaci stredovych povrchovych kultur ruznych druhu (kmenii) entomopatogennich hub.
Bylo prokadzano, ze slozeni zivnych pud oba parametry ovliviiuje velmi vyrazné a tak pri
testovani viivu poméru donorti C a N, tak i pri porovnani standardnich mykologickych
Zivnych piid, které jsou ve formé polotovarii dostupné na ceskem trhu.



Graficky list 2. Fotodokumentace k experimentim zaméfenym na produkci konidii houby
Paecilomyces fumosoroseus na povrchu ptirozenych substratt

Porovnani povrchového rtstu P. P. fumosoroseus pln¢ spiralujici na povrchu
fumosoroseus na povrchu zrn ryZe, pSenice, zrn ryze — detail povrchu substratu
prosa a jecnych krup

Produkce konidii houby P. fumosoroseus na  P. fumosoroseus pln¢ spiralujici na povrchu
povrchu sterilni ryze v nizké vrstvé v PVC zrn ryze — detail povrchu substratu
krabici — 100 g pfirozeného substratu

NF

Pri kultivaci entomopatogennich hub na
povrchu prirozenych substrdtu lze vyuzit
rizné produkcni postupy majici jeden
spolecny princip — kultivace hub na
povrchu sterilnich substratii inokulovanych
suspenzi matecného kmene. V pokusech
bylo prokazano, zZe kvalita substratu
ovliviiuje  vytéznost  konidii  podstatne
vyznamnéji nez vlastni postup a forma
kultivace.  V pokusech  bylo  zaroven
ovéreno, Ze pomoci jednoduchych a
levnych postupii Ize produkovat i pomeérnée
znacené mnozstvi velmi vitalnich konidii.

Produkce konidii houby P. fumosoroseus na
povrchu sterilni ryze ve vyssi vrstvé v PVC
pytliku — 200 az 400 g pfirozeného substratu





