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1. Uvop

V soucasné dobé jednoznacné prevlada v ochrané rostlin snaha o vyuziti vSech metod
tzv. integrované ochrany. Zamérem integrované ochrany je udrZet ¢etnost populaci skiidct a
patogeni na tolerovatelné urovni, pii zdmérném preferovani a védomém vyuzivani
piirozenych metod regulace populace Skiidcii. Integrovand ochrana je soubor vzijemné se
dopliyjicich agrotechnickych, biologickych, chemickych a fyzikalnich metod, které bez
vedlejSich negativnich ekologickych a toxikologickych vlivl, ve svém komplexu dlouhodobé
reguluji populace Skiidcti pod ekonomickym prahem Skodlivosti.Klasicka chemickd ochrana
se stala soucasti komplexu vSech uvedenych ochrannych opatteni.

Diive se usili fytopatologli a péstitell soustfedilo na Uplné vyhubeni patogennich
agens. Cilem bylo dosahnout takového stavu, aby se na péstovanych rostlinach vibec
nevyskytovali. Vychazelo se zmylné pfedstavy, Ze procesy v biosféfe se mohou bez
fytopatogenti (nebo alesponi bez nékterych z nich) obejit. Negativni stranky rozsahlého
pouzivani pesticidii si ale vynutily zasadni zménu ve strategii ochrany rostlin. Dospélo se
k ndzoru,ze totalni vyhubeni Skodlivych Cinitelll je neredlné a rutinni pouZzivani pesticidi je
nehospodarné a Skodlivé. Od rutinniho pouzivani pesticidii se tedy pteslo k tzv. usmérnéné
(cilené) ochrang rostlin.

V poslednich letech se v biologické ochrané rostlin zaCinaji prosazovat biologické
ptipravky na bazi entomopatogennich mikroorganizmii, jako jsou viry, bakterie, hlistice a
houby. V sortimentu druhil, na jejichz bazi jsou koncipovany soucasné mykopreparaty maji
nejvetsi  vyznam zastupci rodu Aschersonia, Beuveria,Lecanicillium, Metarhizium a
Paecilomyces. Mezi entomopatogennimi houbami jsou zastoupeni jak druhy tzce
specializované, tak i druhy polyfagni, parazitujici na Sirokém spektru hmyzich hostiteltl. Rada
druhti entomopatogennich hub je asociovana i se skupinami hmyzu, u kterych se jiné druhy
patogent prakticky nevyskytuji (napf. msice, molice, Cervci, aj.). Biotechnologie masové
produkce hub vyuzivaji bud’ sporulace na vzdusném myceliu (povrchové kultury), nebo

produkce blastospor na tekutém zivném médiu (submerzni kultivace).



2. LITERARNI RESERSE

2.1. Integrovand ochrana rostlin

Zékladni principy IOR byly definovany na pocatku 60.let minulého stoleti jako
teoreticka a praktickd alternativa vici explosivnimu narastu spotieby a globalni aplikaci
syntetickych pesticidl, zejména nové generace organickych insekticidii. Klasicka definice
FAO zroku 1967 charakterizuje integrovanou ochranu rostlin jako , Komplexni systéem
opatieni, zamérenych na regulaci Cetnosti populaci Skudcu s ohledem na ekologicke,
ekonomické, toxikologické a hygienické pozadavky, se zamerem udrzet Cetnost populaci
Skudcu na tolerovatelné urovni, pri zamerném preferovani a védomém vyuzivani prirozenych

metod regulace populace skiidcu *“ (Landa 2002).

Z definice IOR je zfejmy trvale udrzitelny charakter této strategie, ktery je soucasnym
pojetim tzv. bio-intenzivni IOR jeSté¢ vice zvyraznén. Mezi nejvyznamnéj$i obecné
charakteristiky a principy IOR patii :

- tolerance pfitomnosti Skiidcil jako principidlné funkéni slozky agrobiocen6z ( alternativa
vuci eradikacnimu principu chemické ochrany rostlin),

- zamérna diverzifikace metod preventivni ( proaktivni ) i kurativni ( reaktivni ) regulace
cetnosti populaci skiideti ( alternativa proti metodicky simplifikované chemické ochrané
rostlin ),

- praktickou jednotkou IOR je plodinové specificky program majici charakter informacné-
expertniho systému,

- v procesu rozhodovani a vysledného hodnoceni se uplatiiuji 1 jiné faktory a kritéria nez
samotnd ucinnost ( napt. ekologické aspekty, hygienickd a toxikologicka kritéria ... aj.)

(Landa 2002).

Soucasné definice IOR zvysSuji diraz na zdmérné vyuzivani biologickych a bio-
racionalnich metod regulace populaci Skidct, coz je reakce na skutecnost, ze IOR je jiz zcela
bézné zaménovana a prezentovdna jako “usmernend aplikace pesticidi® resp. ,.cilend
chemicka ochrana®. V soucasnosti je pouzivano definicni kontinuum IOR oscilujici do

integrované ochrany konven¢ni az po integrovanou ochranu bio-intenzivni (Landa 2002).

2.2. Bio-intenzivni integrovand ochrana rostlin
Teorie 1 praxe konvencni IOR akceptuje pouzivani syntetickych pesticidi a

v programech konvencni IOR je aplikace pesticidi pravidelné jedinym zptisobem regulace



cetnosti populaci Sktidcti a suprese vyvoje a Sifeni chorob kulturnich rostlin. Bio-intenzivni
IOR pouzivani syntetickych pesticidi bez vyjimky vyluCuje a jen v krajnich a jasné
definovanych ptipadech ptipousti omezené vyuzivani ptipravkl bio-raciondlnich. Prioritnim
cilem programt bio-intenzivni IOR je udrZeni ¢etnosti populaci sktideti a frekvence vyskytu
chorob na tolerovatelné urovni. K dosazeni tohoto cile jsou vypracovavany plodinove
specifické programy,které jsou jednoznacné orientovany na prevenci a biologické metody

ochrany rostlin (Landa 2002).

Schematické zndzornéné hlavnich rozdili mezi konvenc¢ni a biointenzivni integrovanou
ochranou rostlin (upraveno podle Defour 2001)
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2.3. Biologickd ochrana rostlin

Biologickou ochranu je mozno definovat velmi uzce jako ,, zamérné vyuzivani
prirozenych nepratel s cilem regulovat populace Skiidcii, chorob a plevelnych rostlin“ az
velmi Siroce, kdy spolu s pfirozenymi neptateli a antagonisty jsou zahrnovany i metody
agrotechnické (napf. zpracovani plidy, osevni postupy), bioraciondlni (napt. feromony,
analogy hormont ovlivilujici vyvoj skiidct, syntetické latky indukujici a navozujici rezistenci
rostlin) a genetické (napf. rezistentni resp. tolerantni odriidy, introdukce sterilnich samcti).

Soucasné definice vice inklinuji k velmi uzkému pojeti a biologickou ochranu vymezuji jen



jako ,,zamérné vyuzivani a cilenou podporu prirozenych nepratel”, ale explicitné i jako
zamérné vyuzivani a podpora systému v interakcich ,,zivy proti zivému* (Landa 2002).
Biologicka ochrana proti Zivo¢iSnym Skiidcim ptedstavuje informacné uceleny systém
zahrnujici nejen definice zdkladnich kategorii, ale i aspekty koncepc¢ni, technologické,
metodické a Cisté aplikované. Mezi hlavni aspekty teoretickych zékladt biologické ochrany
proti Skidctim patii delimitace prirozenych nepratel a zdkladni strategie biologické ochrany.
Ke kli¢ovym prvkiim aplikované biologické ochrany patii obecné i specifické charakteristiky
biologickych prostredkd a ptipravkil, které v soucasnosti predstavuji nejvyznamnéjsi slozku
racionalnich programi biologické ochrany rostlin proti zivo¢isSnym SkGdcim, zejména pak

proti fytofagnimu hmyzu (Landa 2002).

2.3.1. Delimitace prirozenych nepidatel
Na zéklad¢ taxonomickych, bionomickych a trofickych charakteristik jsou pfirozeni

nepratelé skadcti ¢lenéni do tii zakladnich kategorii :

Preddtor (=dravec)

Z této kategorie se v aplikované biologické ochrané uplatiiuje vyhradné dravy hmyz a
dravi rozto¢i. Tyto skupiny dravci maji obdobné obecné vlastnosti jako predatofi patiici do
jinych skupin zivocichii. Predatofi jsou zpravidla stejné velci nebo vEtsi nez jejich obét’, na
kterou jsou vazani pouze potravné. Vyvoj predator probiha voln¢€ bez pfimé vazby na obét’.
V prubéhu svého vyvoje konzumuji dravci vice jedincti obéti. Mezi predatory jsou zastoupeny
jak druhy nespecializované, preduji na Sirokém druhovém spektru hostitelti, tak i druhy
potravné uzce specializované. Predatofi jsou zastoupeni v mnoha tadech tiidy hmyz (Insecta)
a v nékterych celedich roztocl (Acarina). Komeréni biologické prostiedky jsou prevazné
konstruovany na bézi dospélcii predatortt kratkodob¢é imobilizovanych do kontejnert

s inertnim nosi¢em (Landa 2002).

Parazitoid

Parazitoidi patfi mezi parazity, nicméné tvoii zvlastni podskupinu této bionomické
kategorie. Parazitoidi se s pravymi parazity shoduji v mnoha aspektech, zaroven vsak
vykazuji i fadu vyznamnych odliSnosti. Pravi paraziti jsou zpravidla vyrazné¢ mensi nez jejich
hostitelé a v prubehu vyvoje hostitele pouze oslabuji a jen zcela vyjimeéné jej usmrcuji.
Naproti tomu, velikost parazitoidii je blizkd rozmérim jejich hostitelll a uspésny vyvoj

parazitoida vzdy kon¢i usmrcenim hostitele. Parazitoidi i pravi paraziti jsou na svého hostitele



vazani jak potravné tak i alespon casti svého vyvoje. VéEtSina parazitoidd je na hostitele
vazana celym vyvojem a potravni vazbu na hostitele mohou mit i dospélci. Vyvoj parazitoida
probihd bud’ uvnitt hostitele (enroparazitoid) nebo na jeho povrchu (ektoparazitoid). Larvy se
zivi tkdnémi a télnimi tekutinami a hostitele ,.,konzumuji“ pozvolna, takze se muze dale
vyvijet. K usmrceni hostitele dochazi nejcastéji v souvislosti dokonceni vyvoje parazitoida
(kukleni uvnitt, na povrchu nebo v blizkém okoli hostitele). VétSina parazitoidi patii mezi
velmi uzce specializované druhy. Uzka specializace parazitoidii se projevuje nejen na vazbé
na konkrétni druh hostitele, ale i vjejich synchronizaci suritym vyvojovym stddiem
hostitele. Nejcastéji parazitovanym vyvojovym stddiem byva larva resp. nymfa fytofagniho
hmyzu. Velky prakticky vyznam maji parazitoidi vdzani na vajicka hmyzu (napf. vajecni
endoparaziti z ¢eledi Trichogrammatidae). Na rozdil od predatorti, ktefi jsou zastoupeni
v mnoha tadech ttidy Insecta je naprosta vétSina parazitoidl zastoupena v fadu Hymenoptera.
Obecné se jedna o desitky tisic druhti drobnych parazitickych vosic¢ek. Standardni biologické
prostifedky na bazi parazitoidi obsahuji pfevazné kukly, méné ¢asto imaga konkrétniho druhu
parazitoida. Soucasné technologie a kapacity masovych chovii nékterych druhii parazitoida
predstavuji Spickové biotechnologie dosahujici produkce fadoveé stovek miliond jedincti roéné
(napt. parazitoidi rodu Trichogramma spp., parazitickd vosi¢ka Encarsia formosa) (Landa

2002).

Patogenni mikroorganizmus

Do této kategorie pfirozenych neptatel skidct patii viry, mikroorganizmy (bakterie,
houby, prvoci) a zcela vyjimeéné makroorganizmy (entomopatogenni hlistice), které jsou
schopny vyvolat primarni onemocnéni hmyzu, roztoci nebo hadatek. K nejcastéji
vyuzivanym patii tzv. entomopatogenni mikroorganizmy, které jsou piimo asociovany
s hmyzem a mohou vyvolavat primarni onemocnéni u riznych stadii, nejcastéji vSak u larev
hmyzu. Vyznamné druhy entomopatogennich mikroorganizmt jsou zastoupeny ve vsech vyse
uvedenych skupinach patogennich mikroorganizmi. Podstatné méné casté je zdmérné
vyuzivani akarifagnich a nematofagnich mikroorganizmil. Standardni biologické ptipravky na
bazi entomopatogennich virt, bakterii, vlaknitych hub (Deuteromycotina, Hyphomycetes) a
parazitickych hlistic, ale i biopreparaty pouzivané s cilem biologické suprese pavodcl
houbovych a bakteridlnich onemocnéni rostlin, piedstavuji nejvyznamnéjsi prvek konverze

konvenc¢nich technologii na technologie trvale udrzitelné (Landa 2002).



2.4. Entomopatogenni mikroorganizmy

Entomopatogenni viry

Entomopatogenni viry tvofi velmi vyznamnou, nicméné v praktické biologické
ochrané dosud jen sporadicky vyuzivanou skupinu hmyzich patogeni. V soucasnosti je
evidovano vice nez 1600 druht virt pfimo asociovanych s hmyzimi hostiteli. Primarni
infekce zpisobené viry byly zaznamenany jiz na vice nez 1000 druzich hmyzich hostitela.
Zastoupeni druht schopnych vyvolat primarni onemocnéni hmyzich hostitelti bylo prokazano
ve vice nez 15 Celedich virt. V nékterych ¢eledich jsou entomopatogenni viry zastoupeny jen
zcela ojediné€le (napt. Celed Birnaviridae s jedingm znamym zastupcem — Drosophila X
virus), vjinych Cceledich jsou entomopatogenni viry pfitomny zcela bézné (napf.
Entomopoxviridae, Rhabdoviridae, Iridoviridae a Parvoviridae). Z hlediska zastoupeni
entomopatogennich druhti je vSak jednoznacné nejvyznamnéjS$im taxonem celed’
Baculoviridae (tzv. bakuloviry), sestavajici téméf vyhradné z druhl asociovanych s hmyzem a
jen zcela vyjimecné zahrnuje viry vykazujici patogenni vazbu i na jiné druhy ¢lenovct (napf.
roztoce) (Landa 2002).

Bakuloviry jsou velké, ty¢inkovité, DNA obsahujici viry, které jsou bud’ samostatné
nebo ve skupinach ohraniceny bilkovinnou membranou a ulozeny v proteinovych kapslich.
Proteinova matrice chrani virové castice (viriony) proti negativnim vlivim prostredi.
Bakuloviry tvoii ne€kolik morfologickych podskupin, z nichz nejvyznamnéjsi jsou (Zvéra a

kol., 1998):

- Nucleopolyhedrus — tento rod reprezentuji druhy souhrnné nazyvané NPV (Nuclear
Polyherdosis Viruses) tzv. ,viry jaderné polyedrie* nebo téz ,,polyedrické viry”“. NPV
maji infekéni viriony ulozeny ve skupinach v matrici z krystalické bilkoviny (polyhedrin).
V jednom polyedru je vzdy vice membranovych oballi opouzdiujicich jednu nebo vice
DNA - obsahujicich virovych ¢astic. Polyedry jsou formovany v jadie buné¢k napadenych
tkani a v jednom polyedru mtze byt az nékolik set virioni. NPV vyvolavaji onemocnéni
bézné oznacovano jako ,,polyedrézy* nebo ,,jaderné polyedrie” (Landa 2002).

- Granulovirus — druhy zastoupené v tomto rodu jsou oznacovany jako GV (Granulosis
Virus), tj. ,,granulozni viry”“. GV maji vzdy pouze jeden infek¢ni virion opouzdieny
bilkovinnym obalem uloZenym v sekunddrni ochranné matrici (bilkovina granulin). GV
zprvu replikuji v jadfe napadené burniky, nicméné jejich replikace probiha i v cytoplazmé.

GV vyvoléavaji onemocnéni souhrnné ozna¢ovana jako granuldzy (Landa 2002).



Pouze vyjimecné jsou mezi bakuloviry pfitomny i druhy, které tvorfi partikule
nezapouzdiené v ochranné bilkovinné matrici (tzv. NOV — Non Occluted Viruses) (Landa
2002).

Bakuloviry jsou zpravidla pfisné selektivni a jednotlivé GV nebo NPV viry mohou
vyvolavat ndkazu pouze u jednoho druhu hostitele. Vyvolavaji onemocnéni pirevazné u larev
hmyzu a ostatni vyvojova stadia bud’ nenapadaji viibec (vajicko, kukla) nebo jen zcela
vyjimecné (dospélec). Virovd onemocnéni jsou zndma u larev mnoha druht hmyzu rtiznych
radi (napt. Coleoptera, Hymenoptera, Diptera), nicméné jednoznacné nejveétsi vyznam maji
virova onemocnéni u larev motyla (Lepidoptera) (Zvara a kol., 1998).

Virové onemocnéni iniciuji virové granuje (GV) nebo polyedry (NPV), které¢ se do
téla larev dostavaji pasivné s potravou. V alkalickém prostiedi zaZivaciho traktu larev se
rozpousti bilkovinny obal a uvolnéné viriony napadaji buiiky epitelu stfedniho stfeva (tzv.
primarni infekce). Po replikaci v jadru bun€k jsou produkovany nové viriony, které atakuji
okolni buiniky nebo pronikaji do t€lni dutiny, kde spolu s hemolymfou cirkuluji a zptisobuji
systemické onemocnéni télnich organa a tkani (tzv. sekundéarni infekce). K opétné tvorbé
granuli a polyedri dochazi az v kone¢né fazi vyvoje nakazy. Pribéh infekce uvnitf hostitele je
doprovazen typickymi vnéjSimi symptomy (snizeny az zastaveny piijem potravy, omezena
pohyblivost, disfunkce tkani a organti, barevné zmény — krémové zluté zbarveni korelujici
s postupnou tvorbou granuli nebo polyedrl, tzv. mlécna nemoc). Letalné se nadkaza projevi
nejCastéji 5. — 14. den po proniknuti bakuloviru do zazivaciho traktu hostitele. Tkané
usmrcené larvy jsou zcela desintegrovany a hemolymfa je vyplnéna masou granuli nebo
polyedrii. Nakaza se v populaci sktidct $ifi prosttednictvim potravy kontaminované granulemi
nebo polyedry, které se do okoli uvoliiuji z usmrcenych larev. K vyvolani ndkazy postacuje 1
— 100 granuli nebo polyedrt na jednu larvu (Zvara a kol., 1998).

Aktivni slozku komer¢nich biopreparati na bdzi vird tvoii virové granule nebo
polyedry vyprodukované pomoci velkokapacitnich biotechnologii, ve kterych je v fizenych a
pléanovitych ,,in vitro® systémech na specifickém hostiteli imitovan pfirozeny prubéh ndkazy.
Formulace biopreparati na bazi virii jsou obdobné formulacim syntetickych pesticidi (DP-
WP, SK) (Zvara a kol., 1998).

Biopreparaty na bazi virt jsou aplikovany ve formé vodnich suspenzi, granuli nebo
polyedrti. Pro aplikaci lze pouzit standardni aplikacni techniku. Pti aplikaci je nutno
respektovat skuteCnost, ze tyto piipravky pisobi vyhradné perordln¢ a jejich Uc¢innost je

v pfimé umeéfe s kvalitou aplikace (J.Zvara a kol., 1998).



Entomopatogenni bakterie

Dosud bylo izolovano vice nez 90 druht bakterii prokazatelné¢ vykazujicich statut
fakultativnich nebo obligatnich patogeni hmyzu. K vyznamnym druhiim entomopatogennich
bakterii patii jak Gram-negativni ty€inkovité bakterie zceledi Pseudomonadaceae
(Pseudomonas aeuriginosa, P. fluorescens) a Enterobacteriaceae (Serratia marcescens, S.
entomophila), tak 1 Gram-pozitivni bakterie z ¢eledi Deinococcaceae (Melissococcus pluton).
Z hlediska praktického vyuziti v biologické ochrané¢ rostlin vSak v sortimentu
entomopatogennich druhli sehrdvaji jednoznacné bezkonkurencni ulohu bakterie z Celedi
Baccillacea (Gram+, ty¢inkovité bakterie formujici endospory), zejména pak zastupci roda
Clostridium (C. bifermentans) a Bacillus. Rod Bacillus reprezentuje ptiblizné 70 druht,
znichz vice nez 20 je bézn€ izolovano zriznych druhti hmyzich hostiteld. K béznym
entomopatogennim zastupciim tohoto rodu patii Bacillus alvei, B. cereus, B. larvae, B.
laterosporus, B. popilliae, B. sphaericus, B. subtilis a svym vyznamem zcela unikatni druh
Bacillus thuringiensis (Landa 2002).

Bacillus thuringiensis (dale téz Bt.) je sporulujici, gram-pozitivni ty¢inkovita bakterie,
kterd se bézné vyskytuje v ptidé. V pribchu tvorby spor vytvaii Bt. nejen vegetativni buiiku,
ale i intracelularni krystal, ktery sehrava klicovou ulohu v patogenezi této bakterie. Toxicita a
druhova nebo skupinova specifita Bt. je ddna slozenim proteinového krystalu. Toxigenni
krystal vétSiny izolath Bt. obsahuje rizné kombinace 3 — 5 riznych toxint, které vykazuji
schopnost interakce se specifickymi receptory stfedniho stfeva zazivaciho traktu larev
nékterych druht hmyzu. V souc€asnosti je zndmo vice jak 20 riiznych bilkovinnych toxint
(tzv. Cry proteintl), jejichz kombinace se vyskytuji v krystalech rGznych izolati Bt. Pro
kategorizaci izolath Bt. jsou vyuzivany H antigeny, pomoci kterych jsou izolaty Bt
zatazovany do sérotypovych skupin a nasledné¢ i do specifickych kment. Vyznamnou
charakteristikou jednotlivych sérotypti a kment Bt je skupinové selektivni ucinek.
K nejznaméjsim patii kmen Bt. kurstaki (sérotyp H 3a3b3c), jehoz izolaty vykazuji vynikajici
ucinek na larvy motyla, kmen Bt. israliensis (H 14), selektivné uc¢inkujici na larvy komart a
jinych dvouktidlych a kmen Bt. tenebrionis (H 8) selektivné ucinkujici na larvy nékterych
broukil, véetné¢ mandelinky bramborové (Zvara a kol., 1998).

Patogeneze Bt. probiha vyhradné v larvach vnimavych druhd hmyzu a ma dvé
konsekventni faze:

- toxikémie - oslabeni azZ usmrceni hostitele v dlsledku piisobeni toxickych 6-endotoxint
parasporalniho krystalu na buiiky epitelu stfedniho stfeva hostitele.

- septikémie - invaze spor Bt. do télni dutiny doprovazena kolonizaci a utilizaci tkani a



dezintegraci hostitele v diisledku namnozeni bakterii (Landa 2002).

V obecné roviné l1ze zékladni posloupnosti v patogenezi Bt. charakterizovat
nasledovné. Krystaly Bt. jsou v principu agregaty velkych proteinii (polypeptidy, 130 — 140
kDa), které¢ funguji jako protoxiny a musi byt nejprve aktivovany. Krystaly Bt. jsou velmi
stabilni (nerozpustné v neutralnim a kyselém prostiedi) a v zazivacim traktu vétSiny zivoc¢ichti
(v€etné cloveka) proto nedochazi k aktivaci protoxind. V alkalickém prostiedi stfeva hmyzich
proteinti (pH zpravidla > 9,5) dochazi k rozpusténi krystalu a aktivaci protoxinti. Protoxin
sdm o sob¢ toxicky nepulsobi, ale v disledku ptisobeni proteolytickych enzymt jsou postupné
degradovany na toxiny (proteiny o prumérné velikosti 60 kDa), které se vazou na specifické
receptory na povrchu bun¢k epitelu stfedniho stfeva a indukuji tvorbu mikroskopickych pora
v bunéénych membranach. V dasledku poskozeni bunéénych membran dochdzi k naruseni
jejich semipermeability, coz v disledku vede k neusmérnénému pohybu iontl. Epitelialni
buiikky poskozené toxiny Bt. bobtnaji a nasledné odumiraji (praskaji, lyzuji). V dasledku
paralyzy a rozpadu bunck dochézi k rychlé imobilizaci az desintegraci celé stiedni Casti
zazivaciho traktu napadeného hostitele, larva pfestava piijimat potravu, produkuje tekuté
vykaly, neni schopna pohybu a casto jiz v této fazi hyne (letalni toxikémie). V naruSeném
sttednim stfevé dochazi k vyraznému snizeni pH, coz zpusobuje aktivaci spor Bt. (piipadné i
jinych nepatogennich druhti bakterii), které kli¢i, pronikaji do télni dutiny hostitele a po
namnozeni zpusobuji letdlni septikémii. V této fazi infikovand larva v disledku vnitini
dekompozice postupné mekne, ztekucuje a méni barvu na hnédocernou. Pfiznaky septikémie
jsou na larvach zpravidla zjevné 3 — 5 dnii od iniciace infekce (Landa 2002).

Biopreparaty na bazi Bt. jsou produkovany pomoci velkokapacitnich fermenta¢nich
biotechnologii, které vyuzivaji schopnost Bf. formovat kompletni spory i1 v saprofytickém
cyklu pfi kultivaci na tekuté zivné piid€. V soucasnosti jsou dostupné dvé finalni formy
biopreparatli na bazi Bt.. Tradi¢ni findlni formou je biomasa vitdlnich spor finalizovanych
spolu s pevnym nebo tekutym inertnim nosicem. Nové jsou vyrabény i biopreperaty
obsahujici pouze toxigenni krystal (vegetativni buiika Bz je inaktivovana teplem nebo
ultrazvukem). V obou pfipadech jsou biopreparaty aplikovany ve formé vodnich suspenzi
spor resp. toxigennich krystald. Pti aplikaci je nutno respektovat pozerovy ucinek piipravku.
Biopreparaty na bazi Bt. jsou Siroce vyuzivany v ochran¢ polnich plodin a zahradnich a
lesnich kultur proti larvam mnoha druhli motyld a broukti. V mensi mife jsou biopreparaty na
bazi Bt. israliensis vyuzivany i pii regulaci populaci komard a muchnicek (Zvara a kol.,

1998).



Entomopatogenni hlistice
Entomoparazitické hlistice tvoii béznou soucast padni fauny. Z vice nez deseti ¢eledi
hlistic (Nematoda), ve kterych jsou zastoupeny entomoparazitické druhy jsou pro ucely
praktické biologické ochrany ptednostné vyuzivany hlistovky (Rhabditida) z celedi
Steinernematidae a Heterorhabditis, zejména pak rizné druhy zastoupené v rodech
Steinernema (syn. Neopalectana) a Heterorhabditis (Zvéara a kol., 1998). Ty ptedstavuji
dynamicky se rozvijejici skupinu bioagens, jejichz vyznam v praktické biologické ochrané
rostlin rok od roku stoupa. Hlavni diivody stoupajiciho vyznamu entomoparazitickych hlistic
jsou predevsim technologické. Zavedeni dvoufdzovych fermentacnich technologii vyftesilo
problém masové produkce biomasy infekénich larev a nové formulace zpfistupnily
biopreparaty na bazi hlistic i pro rutinni a velkoplo$né pouzivani (Landa 2002).
Entomoparazitick¢ hlistovky lze obecné charakterizovat jako nespecializované
parazity, kteti mohou napadat riznd vyvojova stadia (larvy, kukly i dospélce) mnoha druhti
hmyzu. (Zvara a kol., 1998). Polyfagie hlistic souvisi s jejich parazitizmem. Spoluptisobenim
symbiotického komplexu ,,bakterie - hlistice* dochazi k velmi rychlému usmrceni
napadené¢ho jedince, coz prakticky znemoZiiuje vytvofeni vzajemnych vysoce
specializovanych adaptaci, které jsou jinak pro systém ,,parazit - hostitel* typické. Za téchto
podminek je potencidlné vhodnym hostitelem prakticky kazdy hmyzi druh, ktery:
- osidluje vhodnou ekologickou niku,
- umoziluje vytvoteni potfebné biomasy symbiotickych bakterii,
- svou velikosti umoznuje kolonizaci, vyvoj a reprodukci hlistic v télni dutiné (Landa

2002).

Mezi vhodné hostitele proto patii spiSe vétsi az velké druhy hmyzu, které jsou alespoii
casti svého vyvoje vdzany na piidu. Nejcastéji jsou hlisticemi napadana juvenilni stadia
hmyzu (tj. larvy, ptipadné kukly), méné Casto dospélci, vajicka hmyzu hlisticemi napadana
nejsou. K béznym hostitelim patii larvy a kukly nosatcovitych (Curculionidae, napt.
lalokonosci — Ofiorrhynchus ssp., ryhonosci — Bothynoderes ssp.) nebo vrubounovitych
broukl (Scarabeidae, chrousti a chroustci), housenky a kukly motylii (napt. rizné druhy
osenic, drvoplei, zavijecli, obalecd, aj.), housenice a kukly nékterych blanokiidlych (pilatky,
ploskohibetky) a dvouktidlych (napi. muchnice, tiplice, vrtalky, vrtule, kvétilky, mouchy, aj.).
Mezi vyznamné hostitele patii také nymfy a dospé€lci krtonozek (napi. zastupci roda
Gryllotalpa, Scapteriscus), $vabu (Blatella germanica) a mnoha dalSich druhi hmyzu (Landa
2002).
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Utinnost entomoparazitickych hlistic vyrazn ovliviji i nékteré prvky v jejich
chovani. N¢které druhy hlistic (napt. S. carpocarpsae a S. scapterisci) maji tendenci usadit se
v povrchové vrstvé pudy, vyckavat na pohybujiciho se hostitele a napadat jej ,.ze zalohy*
(vyhledavaci strategie nazyvana ,.sit & wait* tj. ,,sedeét a cekat). Odlisnou strategii pouzivaji
stitedné (S. feltiae, S. riobravis) az velmi pohyblivé hlistice (S. glaseri, H. bacteriophora a H.
megidis), které aktivné vyhledavaji hostitele v hlubokém profilu ptidy. Tyto hlistice distan¢né
detekuji a aktivné vyhledavaji hmyz pomoci druhové specifickych latek produkovanych
hostiteli. Strategie aktivniho pohybu a vyhleddvani je vynikajici adaptaci ve vazbé na malo
pohyblivé az nepohyblivé druhy resp. stddia hmyzich hostiteltl (napt. beznohé larvy nosatci,
ponravy chroustl a chroustkt, kukly hmyzu a pod.) (Landa 2002).

Vyvoj entomoparazitickych hlistic je nepfimy a probiha postupnou proménou pres
kvalitativné odliSnd vyvojova stadia (vajicko, larva, dospélec) resp. stupné (larvy 1. — 4.
stupn€). Ve vyvojovém cyklu hlistic sehrava unikatni Glohu larva 3. stupné (L3), ktera je
vzhledem ke svym specifickym vlastnostem a funkcim oznaCovana bud’ jako invazni larva
nebo Castéji jako infekcni larva (infective juvenilie = 1J). Infek¢ni larva je jedinym vyvojovym
stupném hlistic, ktery nepfijimé potravu a je schopen aktivné vyhledat a napadat hmyziho
hostitele, do kterého zpravidla pronika prostiednictvim piirozenych otvorti (Gstni, fitni otvor,
dychaci otvory). Infekéni larva muze kolonizovat hostitele i aktivné penetraci sténou
zazivaciho traktu nebo tracheji. Mén¢ Castd je invaze 1J ptimo do t€lni dutiny aktivni penetraci
a prinikem ptes kutikulu. Oznaleni infekcni larva je odvozeno od funkce téchto larev po
invazi do télni dutiny. V infekéni fazi je u L3 hlistic v pedni ¢asti zazivaciho traktu vyvinuta
zvlastni bakteridlni komtirka, ve které je uchovavana zarodecnd kultura symbiotickych
bakterii. Po proniknuti vypoustéji IJ symbiotické bakterie do hemolymfy. Nainokulované
bakterie jsou obéhovym systémem hmyzu roznaSeny do vSech télnich odstavci, rychle se
namnoZzuji a behem 24 — 48 hodin zpisobuji usmrceni napadeného hostitele. Piisobeni bakterii
se projevuje rychlou desintegraci télnich tkani a organi hostitele, nicméné primarni pri¢inou
usmrceni napadeného hmyzu byva masivni septikémie. Po uspésné invazi 1J je dalsi vyvoj
hlistic vazan na télni dutinu hostitele. Infekéni larva dokoncuje vyvoj a po svlékani se méni na
larvu posledniho stupné (L4). Vyvoj kon¢i proménou L4 v dospélce prvni generace (Gl).
Dalsi vyvoj v systému ,,hlistice - hostitel* zavisi na velikosti biomasy symbiotickych bakterii.
V usmrceném hmyzu mohou byt realizovany i 2 — 3 kompletni vyvojové cykly, které lze
oznacit za neparazitické, protoZe ani jindy invazni L3 stupen nemigruje a nenapad4 nového
hostitele (Landa 2002).

Symbiotické bakterie nejsou primarné patogenni, protoze postradaji schopnost aktivné
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pronikat do télni dutiny hmyzu, a to i v ptipadech, kdy proniknou do zaZivaciho traktu spolu
s potravou. Kli¢ovym mechanizmem této zvlastni verze parazitizmu je symbiotickd asociace
entomopatogennich hlistic se specifickymi bakteriemi (druh, kmen). IJ vtomto systému
pusobi jako ,,vektor® zajistujici transport bakterii do vhodného hostitele a symbiotické
bakterie vytvareji podminky potifebné pro vyvoj, pifezivani a namnozeni asociované¢ho druhu
hlistice (Landa 2002).

VSechny druhy entomoparazitickych hlistic rodu Steinernema jsou asociovany
s bakteriemi rodu Xenorhabdus a hlistice rodu Heterorhabditis jsou symbioticky asociovany
s bakteriemi rodu Photorhabdus. Kazdy druh hlistic vykazuje pfirozenou symbiotickou vazbu
pouze vici jednomu druhu symbiotické bakterie, nicmén¢ ur¢ity druh bakterie muze byt
symbioticky vazan s vice druhy hlistic (napt. druh Xenorhabdus bovienii je asociovan
s hlisticemi Steinernema affinis, S. feltiae, S. intermedia a S. kraussei, obdobné¢ pak
symbioticky druh bakterie Photorhabdus Iluminiscens byl detekovan u Heterorhabditis
bacteriophora, H. megidis a H. zealandicus) (Landa 2002).

2.4. 1. Entomopatogenni houby

Houby patii mezi nejdéle znamé a nejCastéji determinované mikroorganizmy
asociované s hmyzem ( Landa 2002).Jsou polygeneticky rozmanitou skupinou eukaryotickych
heterotrofnich mikroorganismt rozmnoZzujicich se bud’ sexudln¢ nebo asexualné (Ignis a kol.
2001,Goettel a kol. 2000). Mnoho entomopatogennich hub je v pfirod¢ relativné béznych.
Casto vyvolavaji pfirozené epizootie v populacich hmyzu, &¢imz se fadi mezi vyznamné
mikroorganismy regulujici hmyzi populace (Butt, Goettel 2000). Nejcastéji jsou parazitické
mykozy zjisStovany na druzich patiicich do ftada plostice (Hemiptera), rovnokiidli
(Orthoptera),  trasnokiidli  (Thysanoptera), stejnokiidli ~ (Homoptera), = motyli
(Lepidoptera),brouci (Coleoptera) a dvoukiidli (Diptera) (Weiser 1991, Ferron 1975, Tanada,
Kaya 1993). Entomopatogenni houby mohou napadat vSechna vyvojova stddia hmyzu,
nicméné nejcastéji se vyskytuji na larvach a kuklach, méné¢ Casto jsou houbami infikovani

dospélci a vajicka hmyzu (Landa 2002).

Klasifikace entomopatogennich hub

V systému hub jsou entomopatogenni druhy zastoupeny v mnoha fadech rtiznych
kment. Nejvyznamnéj$i  zastoupeni maji  entomopatogenni houby v kmenech
Mastigomycotina  (Chytridiomycetes:  Blastocladiales), Zygomycotina (Zygomycetes:

Entomophthorales, Mucorales), Ascomykotina (Pyrenomycetes.: Spaeriales, Laboulbeniales) a
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Deuteromycotina (Hyphomycetes: Moniliales) (Gdumann 1964, Ainsworth 1973, McCoy a
kol. 1988, Samson a kol. 1988).Velmi vyznamnou a pomérné zndmou  skupinu
entomopatogennich hub pfedstavuji houby ztaddu Entomophthorales (Zygomycotina,
Zygomycetes). Entomopatogenni houby zastoupené v tomto fadu (napt. houby patfici do rodt
Conidiobolus, Entomophaga, Entomophthora, Erynia, Neozygites a dalsi) (Pell a kol. 2001)
reprezentuji prevazné obligatné parazitické druhy, jejichz vyvojovy cyklus je vazan vyhradné
na zivého hostitele. Biotrofni charakter vSak de facto znemoziluje praktické vyuzivani téchto
hub. Pievaznou vétsinu téchto hub z fadu Entomophthorales je mozno produkovat pouze v ,,in
vivo®“ systémech na pfirozenych hostitelich, coz prakticky znemoznuje jejich masovou
produkci, kterd je nezbytnym ptedpokladem komercionalizace standardnich biopreparata
(Papierok, Hajek 1999 , Pell a kol. 2001).

Z hlediska praktické biologické ochrany maji nejvétsi vyznam vlaknité deuteromycety
(Deuteromycotina, Hyphomycetes, Moniliales). K nejznaméj$im patii houby rodi
Aschersonia,Beauveria, Hirsutella, Lecanicillium (Lecanicillium), Metarhizium, Nomuraea,
Paecilomyces a Tolypocladium.. V téchto rodech je zastoupena fada druhti, z nichz piiblizné
25 je v soucasnosti jiz vyuzivano ve formé standardnich biopreparati v biologické regulaci
populaci Skiidci zemédé€lskych plodin a kultur. Na rozdil od obligatné parazitickych
Entomophthorales, predstavuji vlaknité deuteromycety parazity fakultativni. VétSina hub této
skupiny miize realizovat kompletni vyvojovy cyklus i v alternativnich systémech bez piimé
vazby na Zivého hostitele (napt. saprofyticky cyklus na odumirajici organické hmoté rtizného

puvodu) (Landa 2002).

Zékladni charakteristiky Entomophthorales a Hyphomycetes

Charakteristika Entomophthorales Hyphomycetes

Velikost a mnozstvi konidii >10pum, relativné mélo < 10um, relativné mnoho
na mrtvého jedince konidii konidii

Sifeni konidii aktivni, kromé Massospora  neni aktivni

spp., Strongwellsea spp. a
nekterych Neozygites spp.

Pritomnost mucilagennich pfitomny nepiitomny, kromé
kapek na konidiich Lecanicillium spp., Hirsutella
spp. a Aschersonia spp.

Rhizoidy existuji u mnoha druhii nepfitomny

Schopnost zménit chovani mohou zménit chovani, napf. nemaji vliv na chovani, krom¢é

hostitele Entomophora muscae, Sorosporella spp.
Entomophaga grylli

Sporulace pred usmrcenim u n¢kterych druhii, napft. u nékterych druhi:
Entomophora thripidum, Lecanicillium lecanii
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Epizootie
Hostitelské spektrum
Produkce toxin
Saprofytismus
Odpocinkové spory

Virulence

Sporulace a rychlost kliceni

Strongwellsea castrans a
Massospora spp.

bézné u foliarniho hmyzu
obvykle uzké

neznama
neznamy, krome
Conidiobolus spp.

u mnoha druhd

malo konidii nezbytnych pro
infekci

rychla

Produkce konidii vyssiho fadu u vSech druhti

bézné u ptidniho hmyzu
obvykle Siroké, mimo
Lecanicillium lecanii a
Hirsutella thompsonii
zaznamenana u mnohych
druhti

znamy u mnoha druht

nepfitomny, mimo chlamydo-
spor Sorosporella spp.
mnoho konidii nezbytnych
pro infekci, mimo
Lecanicillium lecanii

pomala

pouze u Aschersonia spp.

Prehled klasifikace entomopatogennich hub (uprveno podle McCoy a kol. 1988 , Samson a

kol. 1988 , Humber 1999)

SUBPHYLUM

CLASSIS

ORDO

GENUS

Mastigomycotina

Chytridiomycetes

Chytridiomycetes
Oomycetes
Oomycetes

Chytridiales

Blastocladiales
Leganidiales
Saprolegniales

Coclomycidium
Myiophagus
Coelomomyces
Leganidium
Leptolegnia
Couchia

Zygomycotina

Zygomycetes
Zygomycetes

Mucorales
Entomophthorales

Sporodiniella
Conidibolus
Entomophaga
Entomophthora
Erynia
Massospora
Meristacrium
Neozygites

Ascomycotina

Hemiascomycetes

Plectomycetes
Pyrenomycetes

Laboulbeniomycetes

14

Endomycetales

Ascophaerales
Sphaeriales

Laboulbeniales

Blastotendrion
Metschnikowia
Mycoderma
Saccharomyces
Ascophaera
Cordyceps
Torrubiella
Nectria
Hypocrella
Callonectria
Filariomyces
Hesperomyces



Trenomyces
Laculoascomycetes Myriangiales Myriangum
Loculoascomycetes Pleosporales Podonectria

Deuteromycotina Hyphomycetes Moniliales Akanthomyces
Aspergillus
Beauveria
Culicinomyces
Engyodontium
Fusarium
Gibellula
Hirsutella
Hymenostilbe
Lecanicillium
Metarhizium
Nomuraea
Paecilomyces
Paraisaria
Pleurodemospora
Polycephalomyces
Pseudogibellula
Sorosporella
Sporothrix
Stibella
Tilachlidium
Tolypocladium

Coelomycetes Sphaeropsidales Aschersonia

Tetranacrium

Mycelia sterilia Aegerita

Basidiomycotina Phragmobasidiomycetes Septobasidiales Filobasidiella
Septobasidium
Uredinella

2.4.2. Vztah entomopatogennich hub k hostiteliim

Entomopatogenni houby plisobi ptevazné jako ektoparaziti hmyzu. Endoparaziticky
status entomopatogennich hub je pomémé vyjimeény (pouze nckteré druhy z
Deuteromycotina a pievazna Cast zastupci zitadu Laboulbeniales). Hmyzi hostitel je
zpravidla infikovan sporami nebo konidiemi (Zygomycotina), konidiemi nebo blastosporami
(Deuteromycotina), zoosporami (Mastigomycotila) a askosporami (Ascomycotina) (McCoy a
kol. 1988). Vstupni branou infekce je ptrevazné kutikula hmyzu. V nékterych piipadech
pronika patogen do téla hostitele prostiednictvim ptirozenych otvort (ustni organy, trachealni
systém,fitni otvor). Transovaridlni pfenos hub nebyl dosud prokazan s vyjimkou
Coelomycidum stimuii u muchniek a v ptipadé né€kterych mutualistickych kvasinek (Tarrant ,
Soper 1986).

Paraziticka valence entomopatogennich hub se pohybuje vrozmezi od druhové
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specializace (n€které druhy z Entomophthorales) az po Sirokou polyfagii (Deuteromycotina).
VétsSina druhii Siroce polyfagnich entomopatogennich hub (napt. Beauveria bassiana,
Metarhizium anisopliae, Paecilomyces fumosoroseus , Paecilomyces farinosus, Lecanicillium
lecanii a dalSi ) mize obecné parazitovat na velmi Sirokém spektru hostitelll. S Sirokou
polyfagii je Casto spojena tvorba druhové identickych, nicméné zna¢né riznorodych kmenti
(izolatli), které mohou vykazovat 1 uzkou hostitelskou specializaci (McCoy a kol. 1988).
Typickym ptikladem je tvorba velmi specifickych patotyptd u polyfagnich hub B. bassiana, M.
anisopliae a L. lecanii, u kterych je hostitelské spektrum kmene vyrazné predeterminovano
druhem hostitele, z kterého byl konkrétni patotyp izolovan (Fargeus 1976). Druhova specifita
entomopatogennich hub ve vztahu k hostitelim je nejcastéji podminéna fyziologickym
stavem hostitele, vlastnostmi kutikuly hostitelského druhu a nutritivni specializaci (naroky)
patogena (McCoy a kol. 1988). Druhova specifika entomopatogennich hub je nepiimo
ovlivnéna i biotickymi faktory, které jsou typické pro ekologickou niku hostitele. V komplexu
interakci,které podminuji §ifi spektra hostitelskych druhG sehravaji vyznamnou tulohu i
obranné systémy hostitele. Z obrannych systémti hmyzu se v obrané proti houbovym nékazadm
nejCastéji uplatiiuji tii typy obrannych reakci, které byly pozorovany v hmyzim hemocelu : 1)
fagocytoza, 2) bunécna enkapsulace a 3) humoralni enkapsulace (Charnley 1984).

Nekteré fady hmyzu jsou s entomopatogennimi houbami asociovany velmi intenzivné
a vporovnani s ostatnimi skupinami entomopatogennich mikroorganizmli a virt tvoii
entomopatogenni houby jednoznacn€ nejvyznamnéjsi skupinu patogend. Piiklad takovéto
asociace predstavuje fad Homoptera. Nékteré skupiny stejnokiidlych (napt. mSice, molice)
jsou asociovany s Sirokym sortimentem druhi entomopatogennich hub a to vcetné tzce
specializovanych druhi entomopatogennich hub, které mohou vyvolavat ndkazy na velmi
uzkém sortimentu hostitelti. Pfikladem mohou byt uzce specializované houby rodu
Aschersonia, které jsou asociovany témét vyhradné s molicemi (Homoptera, Aleyrodidae).
V nasledujicim ptehledu je uveden strucny vycet druhti hub, které byly doposud izolovany

z ruznych druhti molic.

Ptiklady druht entomopatogennich hub zjisténych na molicich (Fransen 1990, Landa 1994)

Rod/druh patogena Rod/druh hostitele
Acremonium sp. Trialeurodes vaporariorum
Aegeria webberi Dialeurodes citri, D. citrifolii

Aleurocanthus spiniferus , A. woglumi
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Aphanocladium album T. vaporariorum

Beauveria bassiana T. vaporariorum, D. citri
Cladosporium herbarum Aleurodicus cocois
Cladosporium aphidis Aleurochitron aceris
Erynia radicans Bemisia tabaci

Fusarium scripi (F. aleyrodis) Dialeurodesn sp.
Fusarium verticilloides T. vaporariorum
Microcera sp. D. citrifolii, D. citri
Paecilomyces cinnamomeus D. citri

Paecilomyces farinosus B. tabaci

Paecilomyces fumosoroseus T. vaporariorum, B. tabaci
Sporotrichum sp. D. citri

Trichothecium rozsum T. vaporariorum
Lecanicillium fusisporum T. vaporariorum
Lecanicillium lecanii D. citri, B. tabaci, T. vaporariorum

2.4.3. Vyvoj entomopatogennich hub

Houbové onemocnéni zpravidla iniciuji vitalni a virulentni konidie uchycené na téle
hostitele. Konidie nékterych druhii hub jsou pro pfichyceni na télo hostitele vybaveny
adhezivnimi substancemi (mucilageny), pomoci kterych vytvareji pevnou vazbu s kutikulou
hostitele jiz pii prvnim kontaktu (napt. houby Lecanicillium lecanii, Aschersonia aleyrodis,
Hirsutella thompsonii) (Boucias a kol. 1988, Boucias,Pendland 1991, Wraight a kol. 1990,
Vestergaard a kol. 1999). Jin¢ druhy entomopatogennich hub (napt. Beauveria bassiana,
Paecilomyces fumosoroseus, Metarhizium anisopliae) produkuji suché, siln¢ hydrofobni
konidie srozmanité strukturovanym povrchem. Primarni adheze takovychto konidii je
zajiSténa piimou interakci mezi dvéma hydrofobnimi povrchy, prostiednictvim
elektrostatickych sil, pfipadné i molekuldrni interakci mezi latkami, které jsou pfitomny na
povrchu konidii a kutikuly hostitele (napt. hemaglutiny, N-acetylglucosamin, glykoproteiny,
steroly, polarni lipidy aj.) (Boucias a kol. 1988, Sosa-Gomez a kol. 1997, Altre a kol. 1999,
Vestergaard a kol. 1999, Malsam a kol. 2002). Interakce mezi konidii, povrchem téla
vhodného hostitele a nésledny vyvoj patogena zndzoriuje schéma modelového interakéniho

systému — paraziticka ¢ast vyvojového cyklu entomopatogenni houby Metarhizium anisopliae
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(Hajek, St Leger 1994).

Indukujici bariéry
prichyceni a aktivace

profenocloxidaz =
melanizace

QObranné bariéry
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Povrchové struktury konidie

hydrofobni bariéry (& _ﬂ nm

elektrostatické naboje
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Kli¢ici konidie miize na konci klicku vytvafet penetracni struktury (napt. zduteld
Spicka klicku, apresorium nebo extracelularni pouzdro). Z téchto struktur se dale formuje
penetrac¢ni hyfa,kterd pronikd do téla hostitele. I v pfipad¢, ze dojde ke kliceni konidie,
nemusi byt houba (kmen houby) schopna proniknout pifes kutikulu hmyzu. Na procesu
penetrace se podili fada faktorti. V nemalé mife se na penetraci podileji faktory prostiedi a
pfitomnost inhibi¢nich latek, jako jsou mastné kyseliny nebo melaniny, které jsou obsazeny
v hmyzi kutikule. Pfi penetraci uplatituje patogen kombinaci biochemickych (enzymy) a
fyzikéln¢ mechanickych (tlak penetrujici hyfy) mechanismt. Mezi enzymy podilejicimi se na
penetraci patii endoprotedzy, esterdzy, lipazy, chitindzy a chitobiazy, pticemz nejvyznamné;jsi
roli hraji exoprotedzy (Sosa-Goméz a kol. 1997, Butt a kol. 1998, Gillespie a kol.2000). na
povrchu téla navazané a nakli¢ené konidie penetruji kutikulu hyfami bud’ pfimo nebo se
nejdiive rozrustaji vSemi sméry po povrchu téla hostitele (Vilcinskas, Gotz 1999). Hyfy
prorustaji do téla hostitele ptirozenymi otvory, mezitélnimi segmenty, nebo aktivni penetraci
konidialniho klicku do téla hostitele (Osborne, Landa 1992).

Po proniknuti invazni hyfy do t¢la hostitele patogen zpravidla rychle kolonizuje télni
dutinu, kde vytvaii bud’ jedno nebo vicebunécna hyfova téliska (blastospory), kterd postradaji
bunécnou sténu, nicméné jsou pokryty tenkou fibrilozni vrstvou na plazmatické membrané.
Ptedtim, neZ se patogen rozroste v hemocelu, musi pfekonat imunitni obranné¢ mechanismy
hmyzu. Imunitni obranné mechanismy piekondvad patogen produkci toxinil, reaguje

prostifednictvim humoralnich (napt. fenoloxidazy, lektiny, obranné proteiny a peptidy) nebo
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bunéénych (napt. fagocytdza, bunéna i humoralni enkapsulace) obrannych mechanizmi.
Usmrceni hostitele patogenem je zplsobeno kombinaci nékolika dé&ji, vcetné potravni
deficienci hostitele, invazi patogena do télnich tkani hostitele a jejich destrukei (Inglis a kol.
2001).

Smrti hostitele dochazi k ukonceni parazitické faze patogena a zaciné faze saprotrofni.
Za vhodnych podminek dochazi bezprostiedné po usmrceni hostitele k prorstani houby na
povrch téla usmrceného hostitele (tzv. proliferace) a na vzdusném myceliu se vytvareji
fruktifikacni organy charakteristické pro dany druh. Saprotrofni faze patogena konci tiplnou
sporulaci. K Sifeni patogena dochazi pomoci konidii Sifenych nejcastéji pasivné (voda,
proudéni vzduchu) nebo pifimym kontaktem zdravych jedincti s jedinci infikovanymi

(Osborne, Landa 1992)

Obecné schéma vyvojového cyklu vldknitych entomopatogennich hub

(Deuteromycotina, Hyphomycetes)
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8 \ prichyceni na povrch téla
vhodného hostitele klici a pomocit
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2.4.4. Faktory ovlivitujici ucinnost entomopatogennich hub

Infekce hmyzu zpiisobené entomopatogennimi houbami jsou podminény faktory
biotickymi (fyziologické podminky hostitele a patogena, hostitelskd rostlina) a faktory
abiotickymi (teplota, relativni vzdusnd vlhkost, slune¢ni zafeni) (Gindin a kol. 2000).

Vyznamné rozdily byly zaznamenany nejen mezi jednotlivymi druhy entomopatogennich
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hub, ale 1 mezi jejich jednotlivymi kmeny. V ramci jednoho druhu entomopatogenni houby
existuje Siroké spektrum kmen, které jsou rizné tolerantni k odliSnym podminkam prostiedi,
mohou se vyznacovat riznou rychlosti kli¢eni, vitalitou, patogenitou i schopnosti rastu a
sporulace na povrchu mrtvého hostitele, véetné odlisné virulence vici jednotlivym druhtim
hostitelti. Na zakladé téchto charakteristik jsou porovnavany a nasledné¢ vybirany kmeny
vhodné pro vyrobu biopreparatii ur¢enych pro praktickou biologickou ochranu rostlin (Butt,

Goettel 2000)

Biotické faktory ovlivitujici ucinnost entomopatogennich hub

Patogen

Patogenita je schopnost patogena vyvolat onemocnéni v hmyzi populaci a jako takova
je zavisla na mnoha rtznych faktorech jako je fyziologie dan¢ho hostitele (napf. obranné
mechanismy), fyziologie entomopatogenni houby (napt. produkce enzymii a sekundarnich
metabolitll) a na podminkéach vnéjsiho prostiedi. Houby, oproti ostatnim entomopatogennim
mikroorganismiim, maji zpravidla pomérné Siroké spektrum hostitelt (McCoy 1988; Inglis a
kol. 2001). Hostitelské spektrum entomopatogennich hub se vyznamné 1isi v zavislosti na
druhu houby. Naptiklad houba Aschersonia aleyrodis infikuje pouze zastupce z Celedi
Aleyrodidae a Nomuraea rileyi témet vyhradné infikuje housenky motyla ¢eledi Noctuidae.
Naproti tomu druhy pattici do rodt Beauveria, Lecanicillium, Metarhizium, Paecilomyces a
Tolypocladium jsou zpravidla Siroce polyfagni a mohou parazitovat na zastupcich paticich do
ruznych fadt hmyzu.

S Sirokou polyfagii je ¢asto spojena tvorba druhové identickych, nicméné znacné
riznorodych kmenil (izolatl), které mohou vykazovat i tzkou hostitelskou specializaci, ktera
je dana jejich virulenci (McCoy a kol. 1988). Pro uspésnou kontrolu hmyzi populace je
nezbytny vybér vhodného kmene, ktery je schopny penetrovat a infikovat jedince. Dulezitost
vybraného kmene spoc¢iva zejména: 1) v snadné kultivaci a vysoké a rychlé sporulaci na
umélé zivné puade, 2) ve vysoké virulenci vybraného kmene proti cilovému Skidci, 3) ve
schopnosti kmene odoldvat podminkam prostfedi, ve kterém se cilovy sktidce nachazi
(Meekes a kol. 2002; Gindin a kol. 2000). U mnoha kmeniti entomopatogennich hub mtize pti
jejich opétovné kultivaci na umélych zivnych ptdach nebo pii dlouhodobéjsim skladovani
dochéazet ke sniZzovani virulence k cilovému $kiidei nebo v hor§Sim ptipadé muize dojit az

k uplné ztraté této vlastnosti (Brownbridge a kol. 2001; Goettel 1992).
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Rychlost snizovani az Gplné ztraty virulence zavisi vice na jednotlivém kmenu nez na
druhu ¢i rodu entomopatogenni houby. Nékteré kmeny jsou schopny si sou virulenci udrzet i
po dlouhodobé opakované kultivaci in vitro, napt. Beauveria bassiana (Inglis a kol. 2001), L.
lecanii (Hall 1980), P. farinosus (Hayden a kol. 1992), zatimco jiné kmeny hub mohou
virulenci Uplné ztratit jiz po n€kolika malo kultivacich na umélé zivné pade¢ (Butt 2002).
Nagaich (1973) uvadi, Ze kmen houby Lecanicillium lecanii virulentni k mSicim ztratil svou
virulenci jiz po druhé pasazi pies umélou Zivnou ptidu. Za Gcelem zachovani nebo navyseni
virulence pouZzitého kmene je proto Casto zdlraziiovana nutnost udrzovat virulenci kment
pasdzovanim pies pfirozeného hmyziho hostitele (Hirte a kol. 1989). Souhrn faktora
ovlivitiujicich vznik onemocnéni indukovaného entomopatogenni houbou specifikoval pomoci

nasledujiciho schématu (Butt 2002).

Hostitel

Mezi vyznamné fyziologické a morfologické faktory, které ovliviiuji rozvoj
onemocnéni zpusobenych entomopatogennimi houbami v populaci hmyzich hostitela, patii
populacni hustota, chovani a bionomie hostitele, vyvojové stddium, dostupnost potravy,
geneticky zdklad, mozné mechanické ¢i chemické poranéni nebo poranéni zptsobené parazity
stres. Stresovany organizmus je vice nachylny k onemocnéni vyvolanému jednim nebo vice
faktory (pfemnozeni populace, nedostatek potravy, vystaveni chemickym stresortim,
nepiiznivé podminky prostiedi nebo ztrata imunity)(Inglis a kol. 2001).

Vyvojové stadium hmyzu piedstavuje vyznamny prvek predeterminace pribéhu
houbového onemocnéni. Ne vSechna vyvojova staddia hmyzu mohou byt infikovana
entomopatogennimi houbami. V mnoha ptipadech jsou juvenilni stddia hmyzu (larvy, nymfy)
vice nachylnd k infekci nez dospélei (Butt, Goettel 2000; Inglis a kol. 2001). Napftiklad,
mladé larvy Ostrinia nubilalis jsou vice nachylné k infekci vyvolané houbou Beauveria
bassiana, nez je tomu u larev starSich (Feng a kol.1985). Vyssi instary nymf molice
sklenikové Trialeurodes vaporariorum jsou méné nachylné k infekci vyvolané houbou A.
aleyrodis nez larvy mladsi a dospélci jsou timto druhem houby infikovani jen ziidkakdy
(Osborne, Landa 1992). Na druhou stranu, imaga ttdsnénky Fankliniella occidentalis vykazali
vys$$i nachylnost k infekci zptisobené houbou Lecanicillium lecanii, nez tomu bylo u
nymfalnich stadii (Vestergaard a kol. 1995). Entomophtoraceae infikuji Casto star§i imaga,
ktera jsou po vykladeni oslaben4, a tim jsou méné odolna oproti mladsim jedincim (Weiser

1966).
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Hustota populace hmyzu je obzvlasté dulezitda na pocatku a v prubéhu epizootie
choroby, nebot’ zvySuje pravdépodobnost kontaktu jedinct zdravych s jedinci infikovanymi
(Steinhaus 1958). Navic, pii vys§i populacni hustoté¢ dochazi uvnitf populace Skidce
k vytvoteni specifického mikroklimatu (teplota a RH%) a moznému urychleni vyvoj patogena

(Gindin a kol. 2000).

Hostitelska rostlina

Mnohé vlastnosti (produkce chemickych latek, rist, morfologie) hostitelskych rostlin
mohou mit pfimy nebo nepfimy vliv na pfezivani propaguli entomopatogennich hub a jejich
ucinnost (Elliot a kol. 2000). Rostliny produkuji Siroké spektrum chemickych latek, které
v zavislosti na jejich charakteru, koncentraci a biologické aktivit¢ mohou ovlivnit Zivotnost
konidii nebo nachylnost skiidci entomopatogennim houbam (Vega a kol. 1997; Butt 2002).
Experimentalné bylo prokazano, ze nymfy 3. instaru molice 7. vaporariorum jsou vysoce
nachylné k infekci vyvolané houbami B. bassiana a P. fumasoroseus na okurkach, zatimco
stejné stadium na listech rajcat bylo k infekci nachylné podstatné méné. Pravdépodobny
divod spocivd v obsahu tomatinu v listech rajéete. Bylo prokdzano, ze tomatin vykazuje
antimikrobidlni (v€etn¢ antifugdlnich) ucinky (Poprawski a kol. 2000). Poprawski, Jones
(2001) zjistili, Ze molice (Bemisia argentifolii) chované na rostlinach bavlniku vykazovaly
mensi nachylnost vici infekci houbou B. bassiana a P. fumasoroseus nez molice chované na
listech melounu. Pravdépodobnou pfic¢inou je skutecnost, Ze rostliny baviniku produku;ji latku

gossypol, u které byly prokazany inhibi¢ni G€inky na rast hub.

Abiotické faktory ovliviiujici vyvoj a ucinnost entomopatogennich hub

Abiotické faktory maji velmi vyznamny vliv na ucinnost entomopatogennich hub, a
tim 1 na pribéh infekce v populacich skiidct. V poradi klesajici relevance se nejvyraznéji
uplatiiuji vlhkost a teplota, mensi vyznam maji ostatni faktory prostfedi (sloZeni a proudéni
vzduchu, svétlo a fotoperioda). Faktory prostfedi ovliviiuji zejména Sifeni konidii, kli¢eni
konidii, penetraci invazni hyfy kutikulou a sporulaci patogena na mrtvém hostiteli

(Drummond a kol. 1987; Tanada, Kaya 1993; Inglis a kol. 2001).

Teplota
Teplota prostiedi ptestavuje dilezity faktor, ktery pilsobi nejen samostatné, ale
soucasné urcuje i nasyceni vzduchu vodnimi parami (Weiser 1966). Optimalni teplota pro

fadu entomopatogennich hub se pohybuje v rozmezi od 20°C do 25°C, nicméné infekce a
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naslednd nékaza se mize vyskytovat v rozmezi 15°C az 30°C. Pii teplotach nad 30°C bézné
dochazi k inhibici rastu mycelia a rust je obvykle zastaven pfi teplotach vyssich nez 37°C.
Teplotni tolerance mlize byt ovlivnéna existenci genotypti, které mohou vykazovat i kmenové
specifickou teplotni valenci, predeterminovanou geografickou oblasti ptivodu kmene. To
znamena, 7ze kmen ktery byl odizolovan v tropické nebo subtropické oblasti muze byt
k vyssim teplotam tolerantnéjsi, na rozdil od kmene ziskaného z chladnéjSich oblasti, ktery se
naopak muze lépe a rychleji vyvijet i pfi nizkych teplotach (Fargues a kol. 1997a; Inglis a kol.
2001). Vidal a kol. (1997a) se zabyvali vlivem teploty na rychlost ristu a G¢innost riznych
izolat houby P. fumosoroseus proti molici B. argentifolii. Pouzité kmeny byly ziskany
z ruznych hmyzich hostitell v odliSnych geografickych oblastech (jih USA, Evropa, Pékistan,
Nepal a Indie). Teplotni rozmezi pro izolaty ziskané z oblasti jihu USA (vlhké i suché
subtropické oblasti) a z oblasti zdpadni Asie (vlhka tropicka oblast) bylo Siroké (8-35°C)
s optimalnim ristem izolath pfi teploté 25°C, 25-28°C nebo 28°C. Indické kmeny vykazaly
nejvyssi toleranci k vysokym teplotam (32°C a 35°C).

Vihkost

klicovym faktorem pro rozvoj nakazy v populaci Skiidce je vlhkost, zejména pak
relativni vzdusna vlhkost (RH%). Vysoka relativni vzdusna vlhkost je nezbytna pro klic¢eni,
nebot’ vétSina konidii entomopatogennich hub kli¢i pti vlhkosti vyssi nez 90% (Hall 1981).
V pfirozeném prostfedi dochazi k vytvotfeni téchto vlhkostnich podminek béhem dne
nékolikrat, pfi poklesech a vzestupech teploty, pficemz si kazdy zivy organismus vytvaii na
povrchu pokozky vrstvicku nasycenou vodnimi parami (Weiser 1966). Naroky na relativni
vzdusnou vlhkost zpravidla vyrazn¢ stoupaji 1 v obdobi sporulace. VétSina
entomopatogennich hub dobie sporuluje pfi relativni vzduSné vlhkosti nad 95% (Hall 1981).
Napftiklad, bylo prokazéano, ze entomopatogenni houba B. bassiana sporulovala na vzdu$ném
myceliu na povrchu téla mumifikovaného hostitele (Rhodnius prolixus) az pii relativni
vzdu$né vlhkosti 97% (Fargues, Luz 2000). V ptipad¢ nevhodnych podminek vytvari 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 a kol. 1987). Desintegrace infikovaného jedince mtize probihat i za méné
piiznivych vlhkostnich pomért. V disledku produkce chitinolytickych enzymid muze
dochéazet k desintegraci kutikuly (Milner a kol. 1997) a za pfiznivych podminek pak

mycelium sndze prorusta z t€lni dutiny na povrch mrtvého hostitele a pti dostatecné vlhkosti
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tvoti typické morfologické struktury souvisejici se sporulaci (konidiofor, fialida ... apod.)
(Arthurs, Thomas 2001).

Podminky ovliviujici sporulaci jsou klicovymi faktory, které ovlivituji Siteni hub.
Sekundarni infekce je limitovana dostatecné vysokou vlhkosti prostfedi (Arhurs, Thomas
2001). Nizsi vlhkost je vyhovujici predev§im ve fazi Sifeni konidii, zejména pak u téch druht
hub, které produkuji konidie s hydrofobnim povrchem bez mucilagenniho pokryvu (Hall
1981; McCoy 1981; Gtottwald, Teders 1982). Studium podminek nezbytnych pro sporulaci
umoznuje pochopeni dynamiky priabéhu houbové epizootie a také optimalizaci podminek
prostiedi tak, aby byl umoznén rozvoj sekundarni infekce po aplikaci mykoinsekticidi
(Arhurs, Thomas 2001).

Vliv vlhkosti na vyvoj entomopatogennich hub Ize v omezené mifte cilen¢ ovliviiovat.
Ptidéani olejovych substanci do suspenze konidii napomaha preklenout kritické obdobi kli¢eni
konidii entomopatogennich hub. Olej nejen umoziuje lepsi pfilnavost konidii na povrchu
hostitele, ale vytvari i vhodné vlhkostni podminky pro kli¢eni. Olej pravdépodobné snizuje
nezbytnost vysoké vzdusné vlhkosti, kterd je normalné potiebnéd pro vyvolani infekce (Butt
2002). Zaroven zabranuje rychlému odumirani konidii a také je chrani proti UV zafeni (Prior

a kol. 1988; David-Henriet a kol. 1998; Malsam a kol. 2002).

Slunelni zareni

Konidie vSech entomopatogennich hub mohou byt poskozeny vlivem slune¢niho
zafeni, zejména pak podilem ultrafialovych paprski UVB spektra (285-320pm) a UVA
spektra (320-400um). Viditelné¢ a infraervené zafeni je mén¢ Skodlivé nez UV zafeni
(Fargues a kol. 1997b). Vyznamné rozdily v citlivosti k zafeni byly zaznamenany i mezi
jednotlivymi druhy entomopatogennich hub. Konidie M. flavoviridae byly k umélému zatfeni

odolngjsi nez konidie hub B. bassiana, M. anisopliae, P. fumasoroseus (Fargues a kol.1993).

Piida

Pida ptedstavuje extrémné slozité prostfedi, ve kterém se vic¢i entomopatogennim
houbam prosazuje fada faktorii. K nejvyznamnéjSim faktorim podmiiujicim vyskyt a
pusobeni entomopatogennich hub patii ptidni typ (textura ptidy, obsah organické hmoty, pH),
vlhkost (vodni kapacita) a ptdni mikrofléra (Inglis a kol. 2001). Tyto faktory mohou
ovliviiovat Zivotnost, perzistenci 1 u¢innost hub, které jsou vyuzivany v biologické ochrané
rostlin jako regulujici mikrobiologickda agens (Studdert, Kaya 1990). Pro aplikace

entomopatogennich hub do ptdy jsou zamérné vyvijeny rizné formulaéni formy (WP, WDG,
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lyofilizované mycelium, mycelidlni granule) a pouzivaji se i rozmanit¢ formy aplikace
(posttik, injektaz, moieni, introdukce granuli a pelet). Pida pfedstavuje pro mnoho druhii
entomopatogennich hub zcela pfirozené prostfedi a v riznych typech pid lze zaznamenat
pfitomnost a pfirozeny vyskyt mnoha druht hub, zejména B. bassiana, M. anisopliae a P.
farinosus (Landa a kol. 2002). Konidie hub pietrvavaji v pidé mirného klimatu déle nez
blastospory (Butt 2002). Mnoho entomopatogennich hub je schopno v pid¢é snaset rozdilné
teploty 1 podminky vysoké vlhkosti a sucha (Inglis a kol. 2001). Mnoho studii prokézalo, ze
konidie aplikované na povrch pidy nebo konidie zapravené do pidy vykazuji zna¢nou stalost
v podminkach mirného klimatu (Storey a kol. 1989). V pid¢ mohou houby ptezivat na

castech organické hmoty i jako saprotrofové (Tanada, Kaya 1993).

2.5. Charabkteristika nejvyznamnéjsich rodi a druhit entomopatogennich hub

V Deuteromycotina je zastoupena pievazna ¢ast roddi/druhli entomopatogennich hub,
které maji prakticky nebo potenciadlni vyznam v biologické ochrané rostlin. S ohledem na
praktické vyuziti jsou jednoznacné nejvyznamnéjsi skupinou deuteromycet druhy patiici do
ttidy Hyphomycetes , fadu Moniliales. Nékazy vyvolané témito houbami se obecné nazyvaji
,muskadriny*. Druhou nejvyznamné;jsi skupinu entomopatogennich hub tvoii druhy patiici do
radu Entomophthorales (Zygomycotina, Zygomycetes). V porovnani s ptedchozi skupinou
vSak jde pfevazné o obligatni patogeny hmyzu a jejich praktické vyuziti nardzi na problém

umélych kultivaci (Landa 1994).

Rod Aschersonia Weber

Houby rodu Aschersonia predstavuji anamorfni stadia, jehoz perfektni teleomorfni
stadia patii do rodu Hypocrella (Ascomycotina, Sphaeriales). V rdmci rodu Aschesonia je
evidovano pies 50 druht hub uzce specializovanych na Cervce a molice. Pfirozeny vyskyt
téchto hub je vazan na subtropické a tropické oblasti. V souvislosti s tizkou specializaci jsou
v ramci rodu Aschersonia odliSovany rody, které parazituji vyhradné na cervcich (skupina
Lecaniicolae) a druhy parazitujici vyhradné na molicich (skupina Aleyrodicolae) (Procenko
1967, Fransen 1990).Do skupiny Aleyrodicolae patii krom¢ nejrozsitenéjSiho druhu A.
aleyrodis 1 druhy A. flava, A. goldiana, A. flavocitrina, A. placenta, A. viridans a dalsi.
Z hlediska potencionalniho vyuziti v biologické ochrané proti molicim je jednoznacné
nejvyznamnéj$im a nejstudovangj$im druhem houby A. aleyrodis, ktera je béznou soucasti
entomopatogenni mykoflory v agroekosystémech citrusovych sadti (Fransen 1990). Poprvé

byla zjisténa a popsana na pocatku stoleti po izolaci z molice citrusové (Dialeurodes citri)
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v prib&hu pfirozené epizootie v citrusovych sadech na Floridé (Fawcett 1908, Pech 1921).
Kromé¢ molice citrusové byla nasledné zjiSténa i1 na dalSich druzich molic, z nichz mezi
nejzndméjsi patti 7. vaporariorum, T. abutiloneus, B. tabaci, B. giffardi, D. citrifolii,
Aleurocanthus woglumi a Tetraleurodes acaciae (Farsen 1990). Pyknospory 4. aleyrodis jsou
jednobunééné, fusiformni, vietenovitého tvaru, se zfetelnymi inkluzemi v protoplasmé (3 — 5
inkluznich kapek uvnitf vyzralych pyknospor) a jsou produkovany fialidami ve formé
mucilagenni masy. Fialidy jsou uloZeny v pyknidéach, které se formuji v hustém mycelidlnim
stromatu na povrchu usmrceného hostitele (Samson, Rombach 1985). Béznou soucasti
mucilagenni masy pyknospor je B — karoten, ktery zptisobuje nejen typické zbarveni samotné
masy pyknospor, ale je 1 pfi¢inou nacervenalého zbarveni infikovanych larev (Landa a kol.
1989). Vyznam B — karotenu v mucilagenni mase pyknospor neni dosud uspokojivé vysvétlen.
Pravdépodobnd tuloha B — karotenu je v ochrané pyknospor proti negativnim ucinkiim

slune¢niho zateni (Osborne, Landa 1992).

Aschersonia

Schéma vyvojového cyklu 4. aleyrodis na larvé Masa pyknospor A. aleyrodis na povrchu
molice (A, B) a tvorba a tvar pyknospor (C, D) infikované larvy molice sklenikové (SEM,
(Procenko 1967) archiv KRV ZF JU)

Rod Beauveria Vuillemin

Nejvyznamnéj§i zastupci rodu Beauveria jsou B. bassiana (Bals.) Vuil,
B. brongniartii (Bals.) Vuil. a B. tenella (Bals.) Vuil. (Landa 1998). B. bassiana je Siroce
polyfagni entomopatogenni houba, kterd je typickym pfedstavitelem entomopatogenni
mykoflory ptidy (Weiser 1966). Parazituje na pidnim hmyzu, resp. na stadiich hmyzu, které
se vyskytuji vpudé (naptf. pfi prezimovani) (Landa 1998). Jeji vyskyt na Sktdcich

kolonizujicich vyhradné¢ nadzemni ¢asti rostlin je velmi fidky (Weiser 1966). V sortimentu
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hostitelll jsou zastoupeni zastupci z fadu rovnoktidli (napf. krtonozky), brouci (napt. larvy a
kukly chrousti a chroustkli, mandelinky bramborové, lalokonoscii a mnoho dalSich druhti),
larvy a kukly motylt, dvoukiidlého a stejnokiidlého hmyzu (Landa 1998).

Pribéh infekce je v podstaté stejny jako u ostatnich entomopatogennich hub. Za
optimalni teplotu pro rist a vyvoj bylo stanoveno teplotni rozmezi 23 — 26°C pfi relativni
vzdu$né vlhkosti nebo vlhkosti substratu 80 — 100%. Minimalni teplota pro riist mycelia je 5-
8°C, maximalni teplota pro rist mycelia je 28 — 31°C (Dirlbekova 1991). Nepfiiznivé obdobi
pretrvava houba ve formé spor na chranénych mistech (v piid€) nebo v infikovaném hmyzu
(Schwarz a kol. 1996).

Na umélych zivnych ptidach 1 na pfirozeném substratu vytvaii mycelium mlécné bilé
barvy. Konidie jsou globoidniho az subgloboidniho tvaru o velikosti 2,0 — 3,0 x 2,0 — 2,5um.
Konidiogenni struktury tvofi husté hroznovité shluky (Dirlbekova 1991).

Ve stiedni Evropé jsou komeréné produkovany tii preparaty a bdzi hub rodu
Beauveria. Na bazi B. bassiana je to Gesky ptipravek BOVEROL. Ve Svycarsku je
produkovan piipravek na bazi B. brongniartii, kmene Bb 96, pouzivany proti larvam
chrousti. V rakousku byly zplid s hojnym vyskytem ponrav chroustli izolovdny kmeny
IMBST 95.031 a 95.041 pouzivané v preparatu MELOCONT PILZGESTE také proti
ponravam chrousti (Rod a kol. 2005). BOVEROL se dodava ve formé suchého prasku
obsahujici vzdusné konidie. Tento praSek se pred aplikaci v mensim mnoZzstvi vody rozetie v
husou kasi, poté se doplni vodou na predepsany objem postiikové kapaliny a aplikuje se
postiikem. Podminkou dobré tc¢innosti je, aby hmyz s konidiemi na povrchu byl delsi dobu v
prostiedi s velmi vysokou vlhkosti (Rod a kol. 2005). Piipravky ENGERLINGSPILZ a
MELOCONT-PILZGERSTE jsou formulovany jako obilnd zrna porostlda myceliem houby.
Tyto ptipravky se pfi aplikaci zapravi do piidy (secim strojem, rotavatorem), kde dojde ke
styku s houbou a tim k infekci hmyzu (napt. ponravy chroustl).

Podminkou dobré uc¢innosti je dostate¢nad vlhkost pidy po dobu nékolika tydnt po aplikaci

(Rod a kol. 2005).

Rod Metarhizium Sorokin

M. anisopliae (Metsch.) Sorok., M. flavoviridae W. Gams & Rozsypal reprezentuji
Siroce polyfagni houby, které jsou prevazné vazany na pidni hmyz (rovnokiidli, brouci a
dvoukiidli) (Landa 1998). Vedle Beauverie je M. anisopliae druhym nejrozsifencjSim
entomopatogennim druhem napadajicim az 200 druhti hmyzu (Veen a kol. 1968). Nakazy

vyvolané M. anisopliae jsou oznacovany jako ,zelené muskardiny“, protoze infikovany
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jedinec portsta hustou, tmaveé zelenou masou konidii (Hrdy a kol. 1991).

Tyto houby se bézn¢ vyskytuji v padach oblasti mirného pdsma, subtropli a tropu.
Podobné jako B. bassiana jsou b&znou slozkou ptid na uzemi CR, kde piisobi jako piirozeni
regulatofi v populacich pidniho hmyzu (Landa 1998). M. anisopliae je houba ekologicky
vazand na vlhké, teplé prostiedi, proto je nejcastéji u zemnich stadii hmyzu (Weiser 1966).
Jeji teplotni optimum lezi pii 20 az 25 °C. Termofilita M. anisopliae je nesporna ve srovnani
s B. bassiana a P. farinosus. Pii 10°C potiebuje M. anisopliae témét dvojnasobek Casu na
zahéjeni sporulace nez B. bassiana (Vinninen a kol. 1995).

Nékaza u hmyzu probiha 4 — 6 dni, podle velikosti a druhu hmyzu a infekéni davky.
Hyfy proristaji pokozkou ven a na povrchu tvofi bilé az nartizovélé mycelium. Radidlné
vyrustaji z povlaku hyf kratké konidiofory tésné ptfimknuté k sob¢ do nadpadnéjsich svazeck.
Z nich se vyvijeji konidie. Jsou tyCinkovité, 3,5 um Siroké a 6,5 az 7,2 um dlouhé, jsou
v fetézcich pfimknuty k sobé, takZe na povrchu hostitele tvofi napadné Spalicky. Jsou
zelenosedé¢ az olivove zelené (Weiser 1966).

Velkokapacitni kultivace na pevnych substratech je mozna na otrubach, fepnych
fizcich, na mlatu 1 na pilinach impregnovanych sladinou. Material se sterilizuje v plechovych
krabicich a rozprostira se v pfedem fumigaci vysterilizovanych komorach na sterilni plechové
lisky (Weiser 1966).

Biopreparaty na bazi Metarhizium anisopliae jsou velkoplo$né aplikovany zejména
v zemich Jizni Ameriky (Brazilie, Argentina, Kolumbie) (Landa 1998). Markova (1987)
uvadi pripravek na bazi M. anisopliae METARHIZIN jako preparat vyuzivany v byvalém
SSSR. Hrdy a kol. (1991) se zminuje o pouziti M. anisopliae jako mykoinsektiidu ve Francii

v davce 1 — 2 kg/ha proti ponravam,plosticim a brouktim.

Rod Paecilomyces Bainier

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 nakazy na zéstupcich z mnoha fa4dt hmyzu
(Orthoptera, Thysanoptera, Homoptera, Coleoptera, Lepidoptera, Diptera), fytofagnich
roztoCich (napt. sviluskoviti — Tetranychidae) a nékterych druzich had’atek (cystotvorna
had’atka z rodu Globodera, Heterodera) (Landa 1998).

Houba P. fumosoroseus (dale PFR) vykazuje nejen status entomopatogenni a

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

Na pfirozeném hostiteli i na umélych zivnych piadach vytvéii PFR zprvu bilé vatovité
kolonie, které pozdéji méni barvu do odstinii narizové€l¢, nafialovélé az Sedofialové barvy.
Zména barvy kolonii pfimo koreluje se stupném sporulace kultury. Starsi, plné sporulujici
kultury maji az Sedofialové zbarveni a vatovity charakter kolonie se méni v prasny,
s povrchem zcela pokrytym obrovskym mnoZstvim konidii. V jednom fetizku konidii
pfichyceném na konidiogenni phialidé mlize byt pfitomno i vice nez 50konidii (Landa 1994).

Tento druh je jiz vyuzivan v praktické ochrané rostlin. Americka firma ThermoTrilogy
Corporation vyrabi a distribuuje bioprepardt PFR 97WDG — APOPKA, ktery je pod
obchodnim nazvem PREFERAL distribuovan také belgickou firmou Biobest v Evropé. Tento
preparat je pouzivan v ochrané¢ rychlené zeleniny a okrasnych kvétin proti Sirokému
sortimentu $ktidct (msice, molice, ervci, tfasnénky ... a dali). V CR je pokusné pouZivan
v ochrané jehli¢nant proti kiirovetim z rodu Ips (napt. 1. typographus) a v ochrané¢ brambor
proti mandelince bramborové (Landa 1998).

Rovnéz houba P. farinosus je Casto izolovana z urcitych stadii hmyzu Zijiciho v lesni
pude¢, kde jsou pro rozvoj mykoz zvlasté ptriznivé abiotické podminky (Prenerova 1991).

P. farinosus se u nas pouziva v piipravnych aplikacich proti vajickim a housenkdm
pilatek, ale ma pomérné Siroky zabér na nejriiznéjsi Skiadce, pokud jsou v prostiedi dosti

vlhkém, aby se houby mohla na povrchu skiidce uchytit (Hrdy a kol. 1991).

Spory houby Paecilomyces fumosoroseus Sporulujici P. fumosoroseus — spory Vv
fetizcich se formuji na koncich lahvicovitych
konidiofor (foto archiv KRV ZF JU)
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Rod Lecanicillium (=Verticillium) Zare & W. Gams

L. lecanii (Zimm.) Viegas. prestavuje Siroce polyfagni entomopatogenni druh
patogena, ktery je pouzivan v biologické ochran¢ proti drobnym savym Skidcim (naptiklad
ttasnénkdm, mSicim a molicim Skodicim na rychlené zeleniné a okrasnych kvétinach
pestovanych ve sklenicich) (Landa 1998). V pfirozenych podminkach, se mizeme s V. lecanii
setkat kromé fadu Homoptera i u jinych druht patticich do fadu Coleoptera, Hymenoptera,
Heteroptera, Lepidoptera a Diptera (Landa 1983). Kromé parazitické asociace s uvedenymi
skupinami ¢lenovcii bylo zjisténo, ze se V. lecanii vyskytuje i jako ektoparazit na nékterych
druzich fytopatogennich hub. Ptikladem je vyskyt na uredosporach riznych druhti rzi (napft.
Uromyces dianthi, U. appendiculatus, Puccinia graminis aj.) (Landa 1994)

Zdrojem infekce je piida, ze které jsou konidie houby roznaSeny piidnim hmyzem a

roztoc¢i. V koloniich msic a molic se ndkaza po prvnim pfeneseni $iii pfi vzajemném kontaktu
jedinci tvoricich kolonie, nebo se konidie §ifi vétrem a vodou (Landa 1983).
Hlavnim determinaénim znakem V. lecanii je typickd forma sporulace. V prubéhu
konidiogeneze se na vzdusném myceliu vytvareji dlouhé lavicovité konidiofory na jejichz
koncich se postupné tvofi elipsoidni konidie o rozmérech 3,5 - 5,0 ym a 1,0 - 1,5 pm.
Konidiofory jsou na myceliu umistény v pteslenech a z jedné zony protilehlé vyristaji 2, 3 az
4 konidiofory. Na koncich hyf mize byt pfeslen tvofen i vice konidiofory. Konidiospory jsou
vytvateny z postupné se tvoticiho shluku, ktery ma podobu kulicky. V zavérecné fazi
sporulace se kulicky pokryvaji mucilagenni hmotou, ktera udrzuje kompaktni tvar finalniho
utvaru (Landa 1983).

Ze zakladni charakteristiky vztahti V./lecanii k abiotickym faktorim je zfejmé, Ze
vyuziti tohoto agens v praktické ochrané rostlin je témito faktory predeterminovano pouze pro
teplé a vlhké mikroklima sklenikd (Landa 1994).

Koppert (Nizozemi), které jsou znamy pod obchodnimi nazvy MYCOTAL (uréen k ochrané
sklenikovych plodin proti molici sklenikové a molici bavinikové), VERTALEC (kmen vysoce
virulentni na rizné druhy msic) a TRIPTAL (kmen V. lecanii s vysokou ucinnosti na hmyz
trasnokiidly, napt. tfdsnénka zahradni Thrips tabaci a ttdsnénka zapadni Frankliniella

occidentalis) (Landa 1998).
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Rod Hirsutella Patouillard

je demonstrativné zastoupen druhem H. thompsonii. Tato houba je ptikladem tzv.
akarifagni houby, ktera mize vyvolavat primarni ndkazy v populacich nékterych druhii
fytofagnich roztocl, vcetné svilusky chmelové Tetranychus wrticae a vlnovnika
Phyllocoptruta oleivora. Nékteré druhy patiici do rodu Hirsutella patii 1 mezi houby
nematofagni, parazitujici zejména na v pudé¢ se vyskytujicich sedentérnich had’atcich
(cystotvorna a halkotvorna had’atka) (Landa 1998)

Na trhu v USA byl k dispozici biopreparat (MYCAR), ktery byl vyuzivan v ochrané

ovocnych drevin véetné citrusi proti nékterym druhiim fytofagnich roztoct (Landa 1998)

Rod Nomuraea

Tento rod sestava pouze ze dvou druhti : N. rileyi a N. atypicola.N. rileyi ptedstavuje
pomérné Uzce specializovany druh patogena,ktery je svou parazitickou verzi vyvoje vazan na
larvy mnoha druhi motyld. V USA byl vyvinut biopreparat na bazi N. rileyi, ktery
v soucasnosti prochdzi registratnim procesem a je uréen pro ochranu kukufice (zavije¢
kukuti¢ny), brukvovité zeleniny (bélasek zelny, mura zelna a dalsi), lesnich dievin (bekyn¢) a

pro ochranu fady dalSich hostitelskych rostlin (Landa 1998).

2.6. Bioprepardty na bazi entomopatognnich hub

Utinnou slozkou vétsiny biopreparatii na bazi entomopatogennich hub tvofi spory
nebo blastospory. Spory jsou produkovany v ,,in vitro“ systémech kultivaci na povrchu
pevnych nebo tekutych zivnych pud, pfipadné na pfirozenych substratech (Grajek 1994,
Wright, Carruthers 1999). Tenkosténné blastospory jsou produkovany pomoci fermentacnich
biotechnologii (submerzni kultivace v tekutém zivném médiu) (Goettel, Roberst 1991,
Wright, Carruthers 1999).

Z hlediska kvantitativniho je nejvétsi mnozstvi biopreparati na bazi spor
entomopatogennich hub produkovano pomoci in vitro produkénich systémt vyuzivajicich
ruzné piirozené pevné substraty, nejcastéji semena riznych druhi rostlin (ryZe, proso,
kukufice, pSenice, je¢men a dal$i) (Vyas, Yadav, Patel 1991). Pfikladem jsou velko i
nizkoobjemové produkce hub Beauveria bassiana a Metarhizium anisopliae v Ciné a zemich
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 ptipraven po 2 — 3 tydnech kultivace a formulaci tvofi rizné upraveny
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(napt. mlety) komplex ,,patogen - substrat™ (Feng, Poprawski, Khachatourians 1994, Grimm
2001). Tyto technologie produkce vlaknitych hub jsou v soucasnosti upfednostiovany i proto,
7e jsou casto koncipovany na bazi zdmérného vyuzivani obnovitelnych ptirozenych zdroja,
pfipadné i odpadnich organickych produktl (Dangar a kol. 1991, Rani, Susamma-Mathai
1999, Gopalakrishnan, Anusuya, Narayanan 1999).

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

Podstatné standardnéjSi biopraparaty lze ziskat pomoci povrchovych kultivacnich
technologii (Ibrahim, Low 1993), z nichZ k nejpropracovanéj$im a nejrozsifenéjSim patii tzv.
»pytlovd metoda® (u nds znama také jako ,,Kybalova metoda®), pti které jsou masy spor
entomopatogennich hub produkovany v aerobnim prostiedi na myceliu portstajicim povrch
sterilniho tekutého zivného média, kteréje uzavieno ve sterilnich PVC pytlich. Kompletni
biomasa (mycelium a spory) je po ususeni finalizovana mletim a smisenim s inertnim nosi¢em
(siloxid, jemné mletd kiemelina) do ve vodé suspendovatelnych praski. Touto metodou byl i
v CR produkovan doposud jediny trzné dostupny biopreparat houby B.bassiana majici
obchodni nazev BOVEROL (Simsékova a kol. 1981, Weiser 1991).

Nekteré druhy entomopatogennich hub je mozno produkovat jako submerzni kultury.
Submerzni kultivace entomopatogennich hub Ize v principu povazovat za technologické
analogie pfirozenych procesll vyvoje entomopatogennich hub na hmyzich hostitelych , kdy
v kliCové parazitické Casti vyvojového cyklu patogena pronika do télni dutiny hostitele a
v semi-aerobnich podminkéch v tekutém prostiedi (hemolymfa) vytvari zvlastni tenkosténné,
jednobunécné, tvarové 1 velikosti pomérné nestabilni Gtvary nazyvané blastospory (Charnley
1984, Humber 1997). Fermentac¢ni technologie umoziuji produkovat velké mnoZzstvi
uniformni biomasy tvotené prevazné blastosporymi, s piimési mycelidlnich ¢astic a fragmentti
(Lopez a kol.2000). Submerzni kultury se pomérn¢ snadno finalizuji a formuji do standardni
formy biopreparati. Vyvoj biotechnologii orientovanych do oblasti velkokapacitnich
submerznich kultivaci vladknitych hub lze bez nadsazky povazovat za nejvyznamnéjsi
fenomén vyvoje standardnich mykoinsekticidi a mykofungicidi. VétSina v soucasnosti
komeréné dostupnych preparati na bazi hub je konstruovana na bazi blastospor, resp.
biomasy ziskané pomoci submerznich kultivaci (Wright, Carruthers 1999).

Standardni bioprepardty na bazi entomopatogennich hub musi spliiovat fadu

kvalitativnich a kvantitativnich kritérii a obdobn¢ jako syntetické pesticidy podléhaji
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kompletnimu registratnimu procesu (Neale, Newton 1999, Jenkins, Grzywacz 2000). Mezi

klicové parametry kvalitativni povahy patii garance druhu a patogena, specifikace podilu

aktivni a doplikové slozky v bioprepardtu a maximalni pfipustna kontaminace (zastoupeni

cizorodych biotickych pfimési,napt. bakterii, v 1g/ml pfipravku). Mezi hlavni kvantitativni a

kvalitativni parametry houbovych preparati patii (Menn, Hall 1999, Inglish a kol. 2001):

- pocet infekcnich jednotek — garantovany minimalni pocet konidii, resp. blastospor,
zpravidla se pohybuje v rozmezi od 1,0 x 10* — 1,0 x 10'° konidii v 1 g/ ml biopreparétu

- klicivost konidii — garantovana vitalita konidii nebo blastospor uddvana v %

- pocet jednotek tvoricich konidie (CFU — colony forming units) — specificky udaj
kvalitativni povahy, udavajici z kolika jednotek patogena ptitomnych v1 g / ml

biopreparatu se pii kultivaci na umélé zivné pide vytvoii samostatna kolonie

Zvlastni skupinu houbovych biopreparati predstavuji piipravky jejichz aktivni slozku
tvoti bud’ neinfek¢éni formy biomasy hub (mycelium) nebo infekéni jednotky imobilizované
v organickych nebo anorganickych nosic¢ich. Tyto formule byly cilené vyvinuty pro ucely
pudnich aplikaci proti ptivodcim onemocnéni a Sklidctiim vyskytujicim se v pudé. V podstaté
jsou zndmy dv¢ zakladni (a v principu zna¢né podobné) verze téchto formulaci:

- biopreparaty na bazi myceliovych granuli — patogen je finalizovan do formy susenych
myceliovych fragmentt, které po aplikaci do pidy jimaji vodu a postupné regeneruji do
standardni formy mycelia, na kterém se tvoii konidie, které mohou infikovat hmyziho
hostitele (Andersch a kol. 1990)

- biopreparaty na bazi alginatovych pelet — smiSend biomasa (mycelium, blastospory,
konidie) patogena je spolu s nutritivni slozkou imobilizovana do drobnych pelet, které po
aplikaci do ptdy jimaji vodu, imobilizovana houba regeneruje a s vyuzitim zivin, které
jsou soucasti pelety realizuje kompletni saprofyticky cyklus, jehoz vysledkem je tvorba

nové generace konidii (Pereira, Roberts 1991, Eyal a kol. 1994)

Ptiklady biopreparat na bazi vldknitych entomopatogennich hub registrovanych pro potieby

biologické ochrany proti zivoc¢iSnym Skiidciim (upraveno podle Wright, Carruthers 1999).

Druh patogenni houby Obchodni nazev Vyrobce Zemg registrace

™

Beauveria bassiana Naturalis-L Troy Biosciences USA, staty EU

Naturalis-H&G™  Troy Biosciences
Naturalis-T&O™  Troy Biosciences

lTM

Ostrini Natural Plant Protect.
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Mycotrol™ Mycotech

Mycotrol-O Mycotech
Botanigard22WP™ Mycotech
Metarhizium anisopliae Bio-Blast™ EcoScience USA
Paecilomyces fumosoroseus PFR 97™20%WDG Certis USA, staty EU
PreFeRal Biobest NV Japonsko
Paecilomyces Lilacinus Paecil Technol. Innovation Australie
Bioact Corporation
Lecanicillium lecanii Vertalec™ Koppert B. V. USA, staty EU
Mycotal ™
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3. CiL DIPLOMOVE PRACE

Tato diplomové prace byla zamétena na studium vlivu podminek submerzni kultivace
vybranych druhii entomopatogennich hub v tekutém zivném médiu s diirazem na optimalizaci
klicovych prvkl procesu tohoto zptsobu produkce uniformni biomasy mitosporickych hub —
blastospor. Experimentalni ¢ast prace byla koncipovana s ohledem na nasledujici okruhy
problémii:

1. Vlivu sloZeni zivné pidy na produkci blastospor

2. Porovnani schopnosti riznych druhli a kmend entomopatogennich hub produkovat
blastospory v submerzni kultuie.

3. Vliv podminek submerzni kultivace na produkci a vytéznost blastospor

4. Ovétit moznost produkce uniformni biomasy blastospor v rozsahu pouzitelném pro

velkoplo$né aplikace
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4. MATERIAL A METODIKA

4.1. Kmeny entomopatogennich hub pouzZivané v pokusech

Beauveria bassiana

V pokusech byly pouzity dva kmeny houby Beauveria bassiana — Bba PM a kmen
Bba 01. Kmen Bba PM byl odizolovéan v prib&éhu monitoringu vyskytu hub v CR v roce 2004,
zpudy odebrané zporostu ozimé pSenice,v obci PénCin (Morava). Kmen Bba 01 byl
odizolovan z Cervcl ve vyzkumné stanici MFREC (Mid — Florida Research and Education
Center) na Floridé (USA). Je to velmi spiralujici plosna kultura na zivné padé PDA (Potato

Dextrose Agar).

Lecanicillium lecanii

V pokusech byly pouzity kmeny — 19 a LLE 06. Kmen 19 byl odizolovan z dospélct
lykozrouta smrkového (Ips typhographus) odchycenych feromonovymi lapaci v oblasti NP a
CHKO Sumava. Kmen LLE 06 byl izolovan ze silné epizoocie ¢ervetl (Coccus hesperidum)
na ibiScich, rostoucich volné v aredlu vyzkumné stanice Floridské univerzity v Gainesville,
Florida (Mid Florida Research & Educational Centre, Apopka, Florida). Tento kmen silné

spirdluje na zivné pudé PDA. Tvoii kratké konidiofory a husté mycelium bézové barvy.

Metarhizium anisopliae

V pokusech bylo pouzit kmen Metarhizium anisopliac M 192, ktery byl odchycen
v prib&hu monitoringu ptirozené¢ho vyskytu entomopatogennich hub v ptidach v regionu Jizni
Cechy. Tento kmen byl izolovan z ptidniho vzorku odebraného na pozemku s psenici ozimou
na lokalité v okoli Tabora. Kmen byl odizolovan pomoci metody ,,zivych pasti“ — expozice

pudniho vzorku larvam zavijee voskového Gallera mellonella.

Paecilomyces fumosoroseus

Kmen PFR BM, je kmen PFR 97 Apopka (Apopka — jméno oblasti na Florid€, kde byl
kmen vroce 1987 izolovan, referenéni typovy kmen je uloZzen v americké sbirce
mikroorganismt pod ozna¢enim ATCC 20874). Kmen PFR 97 je od roku 1994 vyuzivan jako
G&inny agens PFR 97 ™ 20% WDG a biopreparatu, ktery je zejména v Evropé registrovan
pod obchodnim nézvem PreFeRal ™. Oba biopreparaty obsahuji 20% submerzni biomasy

(blastospory) kmene PFR 97 (2,0 x 10° CFU/g ") a 80% internich piisad. Kmen PFR 97
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Apopka pouzity v pokusech je kmen, ktery byl reizolovan z epizoocii vyvolanych rozto¢em
Polyphagotarsonemus latus , na rostlinach bazalky, ve sklenicich vyzkumné stanice

MFR&EC.

Zakladni charakteristiky kment hub pouzitych v pokusech

DRUH Kod Oblast Plodina Zdroj
Beauveria bassiana PM Péncin 0zima pSenice puda
Beauveria bassiana Bba 01 Florida ibisek cervci
Lecanicillium lecanii 19 Sumava smrk, kiira kiirovec
Lecanicillium lecanii LLE 06 Florida ibiSek cerveil
Metarhizium anisopliae M 192 Jizni Cechy  ozima pSenice pudni
Paecilomyces fumosoroseus PFR 97 Florida bazalka roztoCi

4.2. Kultiva¢ni media
Pro porovnani mnozstvi vyprodukovanych konidii jednotlivych kment byly pouZzity

rizné druhy zivnych pad.

Slozeni zivnych ptd pouZitych v pokusech

ZIVNA PUDA ZKRATKA SLOZENI

Sabouraund Dextrose Broth SA pepton 10g
dextrosa 20g

Potato Dextrose Broth PDB bramborovy extract 200g
dextrosa 20g

YM Broth YM kvasni¢ny extrakt 3g
sladinovy extrakt 3g
pepton 5g
dextrosa 10g

Malt Extract Bbroth Base MEB sladinovy extrakt 17g
pepton 3g

Agar se sladinkovym extraktem SL sladinovy extrakt
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4.3. Obecné metodické aspekty

Priprava konidiové suspenze

Konidiové suspenze byly piipravovany pomoci sterilniho roztoku 0,05% Tween 80.
Konidiovd suspenze byla ziskdna pfelitim povrchu pln€ sporulujicich kultur sterilnim
roztokem Tween 80. Koncentrace konidii byla ur€ovana pomoci hemacytometru (pocitaci
komiirka) a nasledn& adjustovana na pozadovany titr, zpravidla na hodnotu 1,0 x 10" konidii
/Iml nebo 1,0 x 10° konidii/Iml. Nasledn& byla suspenze nainokulovana do jednotlivych

zivnych pid v mnozstvi 1ml do 100ml Zivné pudy.

Stanoveni vytéinosti na umélém Zivném médiu

Cilem testu je stanovit mnoZzstvi vyprodukovanych konidii pfi submerzni kultivaci
entomopatogennich hub do riiznych zivnych médii. Dal$imi sledovanymi vlivy na vytéznost
konidii jsou : porovndni vytéznosti pfi rizné rychlosti otacek na orbitdlni tfepacce - 150 a
250 otacek za minutu, zjiStovani vlivu zpisobu tfepani — orbitalni a linedrni pohyb a vliv
riznych objemu suspenze.
Stanoveni vytéZnosti se provadi pomoci hemacytometru (Neubauerova vylepSena

komtrka).Vytéznost byla zjistovana na téchto zivnych médiich : SA, YM, MEB, PDB a SL.

Stanoveni pH
Pro méteni pH byl pouzit pH — metr PH 340 — B/SET 2 s elektrodou SEN TIX 50.

Pted pouzitim byl pH meter vzdy kalibrovan pomoci dvoustupiiové kalibrace.

4.4. Charakteristika metodickych aspektii hlavnich studii projektu

VytéZnost konidii B.bassiana po kultivaci na riuznych typech pid

V prvé sérii pokusti byla stanovovana vytéznost B.bassiana ze submerzni kultury
kment Bba 01 a Bba PM ptivodni na tekutych zivnych ptidach SA, YM, MEB, PDB a SL.
Tento test byl proveden za tcelem zjisténi mnoZzstvi konidii vyprodukovanych na rtiznych
zivnych pudach a za ucelem porovnani produkce blastospor obou kment. Vytéznost byla
vyhodnocovdna 3., 5. a 7.den kontinuadlni submerzni kultivace. Pfi hodnoceni byl
pomoci hemacytometru stanoven pocet blastospor v submerzni kultuie. Vysledkem byl vybér

produktivnéjsiho kmene entomopatogenni houby Beauveria bassiana.
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Vytéinost konidii riznych kmenit entomopatogennich hub B.bassiana, L. lecanii, M.
anisopliae a P.fumosoroseus pii rozdilné agitaci submerzni kultury

Vytéznost blastospor byla zjistovana u kment Bba 01 (Beauveria bassiana), M 192
(Metarhizium anisoplyae), LLE 06, 19 (Lecanicillium lecanii) a PFR BM (Paecylomyces
fumosoroseus) na tekutych zivnych pidach SA, YM, MEB, PDB a SL pfi rychlosti tfepani
150 a 250 otacek/minutu na orbitdlni tiepacce. Vytéznost byla stanovena pomoci
hemacytometru stanovenim poctu blastospor 3., 5. a 7.den kultivace. Vysledkem bylo zjisténi

vlivu rychlosti tfepani na produkei konidii.

VytéZnost konidii riiznych kmenii entomopatogennich hub B. bassiana, L. lecanii a P.
fumosoroseus p¥i rozdilném zpiisobu tiepdni (orbitalni versus linearni)

V pokusech byl sledovan vliv typu pohybu (=aerace) submerzni kultury na vytéznost
blastospor vybranych kment Bba 01 (Beauveria bassiana), 19 (Lecanicillium lecanii) a PFR
BM (Paecilomyces fumosoroseus) na tekutych zivnych pudéach ptfi orbitdlnim a linedrnim
pohybu tfepacky. Vytéznost blastospor byla opét stanovovana pomoci hemacytometru 3., 5. a

7.den kultivace. Cilem pokusii bylo stanovit vliv typu tfepani na vytéZznost blastospor.

VytéZnost blastospor B. bassiana po kultivaci v riiznych objemech tekutych Zivnych pid
Vytéznost blastospor kmene Bba 01 houby Beauveria bassiana byla sledovana na
pudach MEB, MEB 2x a SL, v suspenzich o objemu 100 ml, 500ml a 1000ml. Pida MEB 2x
mé dvojnasobny obsah zivin nez piida MEB v tomtéz mnoZstvi a zarovenn ma obdobné
mnozstvi zivin jako pida SL. Tento pokus byl také zaméfen na to, zda je mozné ptidu SL
nahradit pidou MEB 2x aniz by doslo k zadsadni zméné ve vytéznosti konidii. Vytéznost
blastospor byla stanovovana pomoci hemacytometru a to 3., 5. a 7.den. Vysledkem také bylo

prokéazani vlivu objemu suspenze na produkci konidii.

Stiednékapacitni produkce entomopatogennich hub pomoci optimalizovanych submerznich
kultivaci

Vybrané kmeny hub B. bassiana, L. lecanii a P. fumosoroseus byly produkovany
pomoci standardniho systému submerzni kultivace v tekuté zivné pudé PDB, ve 2000 ml
erlenmayerovych bankach (=1000 ml zivné pidy na 1 kultivacni jednotku), kultivace pod
dobu 7 dni pii 250 otackach, amplituda vykyvu 5, v mistnosti temperované na 23+2°C. Kazdy
kmen byl produkovan ve 3-8 opakovanich, celkem bylo vyprodukovéano vice nez 40 litrt

submerznich kultur (19,25 litrii submerznich kultur kmend houby P. fumosoroseus, L. lecanii
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— 6.6 litrt, B. bassiana — 15 litrG). VSechny submerzni kultury vyprodukované v téchto

pokusech byly pouzity pro oveéfovaci pokusy ve sklenicich.
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5. EXPERIMENTALNI CAST A VYSLEDKY

Produkce blastospor entomopatogennich hub v riznych typech tekutych pad

5.1. Beauveria bassiana

Pokus ¢. 1: Porovnani vytéznosti blastospor kmeni Bba 01 a Bba PM entomopatogenni

houby Beauveria bassiana.

Cilem tohoto testu bylo stanoveni produkce blastospor kmenti Bba 01 a Bba PM. na
ruznych typech pud, jejich porovnani a vybér produktivnéjSiho kmene entomopatogenni

houby Beauveria bassiana. VytéZnost byla vyhodnocovana 3.,5. a 7.den.

Tabulka €. 1. Porovnani vytéznosti blastospor Beauveria bassiana kmene Bba 01 na riznych

typech standardnich zivnych pid (150 ot./ min, orbitalni pohyb).

Pocet blastospor ve 100 ml zivné pudy

Pida

3.den 5.den 7.den
SA 3,18E+08 2,38E+09 4,73E+09
YM 3,33E+10 3,45E+10 3,75E+10
MEB 1,20E+10 4,38E+10 5,80E+10
PDB 3,30E+10 3,70E+10 4,38E+10
SL 3,43E+10 5,20E+10 5,83E+10

Tabulka €. 2. Porovnani vytéznosti blastospor Beauveria bassiana kmene Bba PM na riznych

typech standardnich Zivnych ptd (150 ot./ min, orbitalni pohyb).

Pocet blastospor ve 100 ml zivné pady

Puda

3.den 5.den 7.den
SA 0,00E+00 1,55E+09 2,28E+09
YM 4,08E+09 5,28E+09 6,03E+09
MEB 1,02E+09 5,15E+09 5,75E+09
PDB 6,75E+09 1,38E+10 1,75E+10
SL 8,55E+09 1,38E+10 1,63E+10
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Graf ¢. 1. Porovnani vytéznosti blastospor Beauveria bassiana kmene Bba 01 na rtiznych

typech standardnich zivnych ptd (150 ot./ min, orbitalni pohyb).

Bba 01 - 1500t./min.
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1,00E+10+

0,00E+00-
SA YM MEB PDB SL

druhy pid

Graf ¢.2. Porovnani vytéZnosti Beauveria bassiana kmene Bba PM na rGznych typech

standardnich zivnych puad (150 ot./min, orbitalni pohyb).

Bba PM - 1500t./min.
2,00E+10+
—~ 1,50E+10
- E
N 9 1,00E+104 @3.den
‘E‘ g B 5.den
o
< 5,00E+09 | O7.den
0,00E+00-
SA YM MEB PDB SL
druhy pad
Zhodnoceni pokusu.

U kmene Bba 01 se jako nejlepsi zivné médium projevila piida SL a MEB .U kmene
Bba PM byly jako nejleps$i vyhodnoceny pidy SL a PDB. Jako jednozna¢nénejméné

produkéni byla zivna piida , na které bylo dosazeno nejnizsich vytéznosti u obou kment, byla
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vyhodnocena pida SA. Z porovnani schopnosti produkce blastospor je ziejmé, Ze kmen Bba

01 je vice produktivnéjsi nez kmen Bba PM, a to na vSech typech pud.

Pokus ¢. 2: Porovnani vytéznosti blastospor houby B. bassiana kmen Bba0Ol pii rozdilné

rychlosti tfepani.

Cilem tohoto testu bylo zjisténi produkce spor u kmene Bba 01 pfi rychlosti tfepani

150 a 250 otacek / minutu a jejich vzédjemné porovnani.

Tabulka €. 3: Vytéznost blastospor kmene Bba 01 na riznych typech piid pii rychlosti tiepani
150 ot./ min.

Pocet blastospor ve 100 ml zivné pady

Pida

3.den 5.den 7.den
SA 2,98E+09 1,68E+10 3,70E+10
YM 5,73E+09 7,85E+09 8,25E+10
MEB 2.83E+09 1,26E+10 5,00E+10
PDB 5,18E+09 1,15E+10 4,23E+10
SL 7,73E+09 1,43E+10 1,85E+11
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Graf ¢. 3: Vytéznost blastospor kmene Bba 01 na rtznych typech pud pfi rychlosti tfepani

1500t./min.
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Tabulka €. 4 : Vytéznost blastospor kmene Bba 01 na riznych typech ptid pfi rychlosti tfepani

- 2500t./ min.
Pocet blastospor ve 100 ml zivné pady
Pida
3.den 5.den 7.den
SA 3,55E+09 1,28E+10 3,78E+10
YM 5,63E+09 1,32E+10 1,15E+10
MEB 4,83E+09 5,00E+10 2,33E+11
PDB 2,95E+09 1,03E+10 5,00E+10
SL 7,83E+09 2,33E+10 1,02E+11
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Graf ¢. 4: Vytéznost blastospor kmene Bba 01 na rtznych typech ptud pfi rychlosti tfepani
2500t./ min.
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Zhodnoceni pokusu:

Tento pokus prokazal vliv zmény rychlosti tfepani na vytéznost. U kmene Bba
01 se pfi rychlosti fepani 150 otacek/min. ukazala jako nejlepsi piida SL a jako nejhorsi puda
SA,u rychlosti 250 otacek/min. byla ale jako nejlepsi vyhodnocena piida MEB,jako nejhorsi
puda YM.

Pokus ¢. 3: Vliv zplsobu tiepani na vytéznost blastospor houby Beauveria bassiana kmen
Bba 01

Cilem tohoto pokusu bylo zjiSténi vlivu orbitalniho nebo linedrniho pohyb tfepani na

vytéznost blastospor u kmene Bba 01.

Tabulka €. 5: Vytéznost blastospor kmene Bba 01 na riiznych typech pid pfi orbitdlnim

pohybu tfepani
Pocet blastospor ve 100 ml zivné pady

puda

3.den 5.den 7.den
SA 6,25E+07 7,00E+08 2,90E+10
YM 3,20E+09 1,70E+10 8,28E+10
MEB 3,53E+08 2,10E+10 3,55E+10
PDB 1,38E+09 2,93E+10 7,30E+10
SL 2,60E+09 4,80E+09 5,45E+10
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Graf ¢.5: Vytéznost blastospor kmene Bba 01 na riznych typech pud pfi orbitalnim pohybu

trepani

Bba 01 - orbitalni pohyb
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druhy pad

Tabulka ¢. 6: Vytéznost kmene Bba 01 na riiznych typech pud pfi linedrnim pohybu tiepani

Pocet blastospor ve 100 ml zivné pudy

puda

3.den 5.den 7.den
SA 1,25E+07 1,43E+08 2,53E+08
YM 1,40E+08 6,25E+08 7,35E+08
MEB 4,50E+07 4,35E+08 6,13E+08
PDB 2,75E+08 2,63E+09 3,28E+09
SL 7,00E+08 9,00E+08 4,90E+09
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Graf ¢.6: Vytéznost blastospor kmene Bba 01 na rtiznych typech piid pii linearnim pohybu

trepani

Bba 01 - linearni pohyb

5,00E+09-
4,50E+09 |
4,00E+09]
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SA YM MEB PDB SL
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Zhodnoceni pokusu:
Nejvyssi vytéznosti bylo u kmene Bba 01 dosazeno pfi orbitdlnim sméru tiepani na
pudé YM a PDB,nejniz§i na pudé SA a MEB.Pfi linearnim sméru tfepani byla nejvyssi

Cvwr

znacné ovliviiuje vytéznost a pro kazdou pidu je dany zpusob tfepani vice ¢i méné vhodny.

Pokus €. 4: Vliv raznych objemu suspenze entomopatogenni houby Beauveria bassiana na

vytéznost blastospor

Cilem tohoto testu bylo zjistit vliv riznych objemt na vytéznost kmene Bba 01 u pad
MEB, MEB 2x a SL.Déle porovnani ptid MEB 2x a SL a moznost nahrazeni pudy SL ptidou
MEB 2X.Tyto dv¢ piidy maji obdobny obsah Zivin.
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Tabulka ¢€.7: Vytéznost blastospor kmene Bba 01 v riiznych objemech pidy MEB.

Kultiva¢ni objem

Pocet blastospor ve 100 ml zivné pady

1.opakovani

2.opakovani

100ml 8,83E+10 8,63E+10
500ml 1,23E+11 1,31E+11
1000ml 1,13E+11 1,15E+11
Graf ¢.7: Vytéznost blastospor kmene Bba 01 v riznych objemech ptidy MEB.
Bba 01- MEB
1,40E+11-
1,20E+11
T 1,00E+111
2 $
O % 800E+10{ |
:E ; 6.00E+10 1 O 1.opakovani
B | B 2.opakovani
» 4,00E+10 1
2,00E+10-
0,00E+00-

100ml

500ml 1000ml

objem suspenze

Tabulka ¢. 8: Vytéznost blastospor kmene Bba 01 vriznych objemech pidy MEB2x
(dvojnasobna davka zivin pudy MEB).

) _ Pocet blastospor ve 100 ml zivné pady
Kultiva¢ni objem

1.opakovani 2.opakovani

100ml 1,18E+11 1.24E+11
500ml 1,05E+11 1,35E+11
1000ml 1,17E+11 1,31E+11
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Graf ¢.8: Vytéznost kmene Bba 01 v riznych objemech pidy MEB 2x

vytéZnost
(spory celkem)
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1000ml

O 1.opakovani
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Tabulka ¢. 9: Vytéznost blastospor kmene Bba 01 v riznych objemech pudy SL.

Kultiva¢ni objem

Pocet blastospor ve 100 ml zivné pady

1.opakovéani

2.opakovani

3.opakovani

100ml 9,40E+10 8,78E+10 8,35E+10
500ml 1L61E+11 1,33E+11 1,24E+11
1000ml 1,16E+11 1,06E+11 1,20E+11
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Graf ¢.9: Vytéznost blastospor kmene Bba 01 v riznych objemech ptidy SL.

Bba 01 - SL
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Zhodnoceni pokusu:

Tento pokus prokdzal vliv objemu suspenze na vytéznost konidii.Nejvyssi vytéznost
byla dosazena u objemu 500 ml u vSech typtu ptd,nejnizsi vytéznost vykazovali suspenze o
objemu 100 ml. Pfi srovnani pid SL a MEB 2x se neprojevily vyrazné rozdily ve

vytéznosti,proto je mozné piidu SL nahradit pidou MEB 2x.

5.2. Lecanicillium lecanii

Pokus €. 5: Porovnani vytéznosti blastospor u kmene 19 v zavislosti na rozdilné rychlosti

ttepani.

Cilem tohoto testu bylo zjiSténi produkce spor u kmene 19 pfi rychlosti tfepani 150 a

250 otacek / minutu a jejich vzajemné porovnani.
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Tabulka ¢.10 : Vytéznost blastospor kmene 19 na riznych typech ptd pfi rychlosti tfepani
1500t./min.

Pocet blastospor ve 100 ml zivné pudy

Tekuta Zivna ptida

3.den 5.den 7.den
SA 0,00E+00 0,00E+00 9,00E+09
YM 3,53E+09 1,28E+10 1,80E+10
MEB 9,60E+08 1,23E+10 2,00E+10
PDB 1,23E+08 5,83E+09 5,25E+09
SL 8,73E+09 4,05E+10 9,55E+10

Graf ¢. 10: Vytéznost blastospor kmene I9 na riznych typech pud pii rychlosti tfepani
1500t./min.

VL 19 - 1500t./min.
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Tabulka €. 11 : Vytéznost blastospor kmene 19 na riznych typech pid pfi rychlosti tfepani
2500t./min.

Pocet blastospor ve 100 ml zivné pady

Tekuta zivna puda

3.den 5.den 7.den
SA 4,00E+07 7,50E+09 2,85E+10
YM 5,63E+09 1,21E+10 2,40E+10
MEB 2,50E+09 3,00E+10 5,08E+10
PDB 2,00E+08 1,20E+09 1,68E+09
SL 1,02E+10 2,38E+10 5,45E+10
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Graf ¢. 11: Vytéznost blastospor kmene I9 na riznych typech pud pii rychlosti tfepani
2500t./min.

VL 19 - 2500t./min.
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Zhodnoceni pokusu:

Bylo prokdzano, Ze rozdilné rychlost tfepani zplsobuje zmény ve vytéznosti konidii
kmene 19. Pii 150 otackach/min. byla vyhodnocena jako nejvhodnéjsi ptida SL, ostatni Zivné
pudy dosahovaly mnohem nizsi vytéznosti. Pfi 250 otaCkach/min. bylo dosazeno vyssi

vytéznosti u vétSiny piid, jen puda PDB se ukdzala jako nevhodna.

Pokus €. 6: Porovnani vytéznosti u kmene LLE 06 pfi rozdilné rychlosti tfepani.
Cilem tohoto testu bylo zjisténi produkce spor u kmene LLE 06 houby Lecanicium
lecanii pti rychlosti tfepani 150 a 250 otacek / minutu.

Tabulka ¢. 12: Vytéznost kmene LLE 06 na rtznych typech pid pii rychlosti tfepani
1500t./min.

Pocet blastospor ve 100 ml zivné pady

Tekuta zivna ptida

3.den 5.den 7.den
SA 0,00E+00 0,00E+00 7,00E+05
YM 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00
MEB 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00
PDB 7,50E+06 0,00E+00 7,50E+06
SL 5,50E+06 0,00E+00 5,00E+06
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Graf ¢.12: Vytéznost kmene LLE 06 na riznych typech ptd pfi rychlosti tfepani 150ot./min.
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Tabulka ¢. 13
2500t./min.

: Vytéznost kmene LLE 06 na rtznych typech pid pfi rychlosti tfepani

Tekuta zivna

Pocet blastospor ve 100 ml zivné pudy

pida 3.den 5.den 7.den
SA 5,00E+06 0,00E+00 0,00E+00
YM 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00
MEB 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00
PDB 7.50E+06 0,00E+00 0,00E+00
SL 4,75E+07 0,00E+00 0,00E+00
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Graf ¢.13: Vytéznost kmene LLE 06 na riznych typech ptd pfi rychlosti tfepani 2500ot./min.
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Zhodnoceni pokusu:
U kmene LLE 06 se nepodafilo objektivné zaznamenat nartist konidii, protoze béhem

méteni doslo k velkému nartistu mycelia, vétSina konidii se neuvolnila a ztistala pfirostla na

konidioforech.

Pokus €. 7: Vliv zptisobu tfepani na vytéznost u kmene 19.
Cilem tohoto testu bylo zjiSténi vlivu orbitdlniho a linearniho pohybu tfepani na

vytéznost kmene I9.

Tabulka ¢.14 : Vytéznost kmene 19 na riznych typech pid pii orbitalnim pohybu tfepani.

Pocet blastospor ve 100 ml zivné pady

Tekuta zivna ptida

3.den 5.den 7.den
SA 4,50E+07 7,55E+08 2,73E+10
YM 4,98E+09 2,00E+10 2,45E+10
MEB 7,50E+07 3,95E+09 3,33E+10
PDB 5,75E+07 7,75E+07 3,73E+08
SL 3,70E+09 3,98E+10 6,23E+10
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Graf ¢.14: Vytéznost kmene 19 na riznych typech pad pfi orbitalnim pohybu tfepani.
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Tabulka €. 15: Vytéznost blastospor kmene 19 na riznych ptudach pii linearnim tfepani.

Pocet blastospor ve 100 ml zivné piady

3.den 5.den 7.den
SA 7,75E+09 2,05E+10 2,33E+10
YM 1,45E+09 1,58E+09 8,68E+09
MEB 1,00E+09 1,08E+09 1,22E+10
PDB 4,88E+08 6,23E+09 1,95E+10
SL 5,00E+09 3,03E+10 3,80E+10
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Graf ¢. 15: Vytéznost blastospor kmene 19 na rtiznych ptidach pii linearnim pohybu tfepani.
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Zhodnoceni pokusu.

Nejvyssi vytéznosti blastospor byla zaznamenana u kmene 19 dosazeno pii orbitalnim

cvwr

cvwr

5.3. Metarhizium anisopliae

Pokus €. 8: Porovnani vytéznosti u kmene M 192 entomopatogenni houby Metarhizium
anisopliae pti rozdilné rychlosti tfepani.
Cilem tohoto testu bylo zjisténi produkce spor u kmene M 192 pfi rychlosti tfepani

150 a 250 otacek / minutu a jejich vzajemné porovnani.

Tabulka ¢. 16 : Vytéznost blastospor kmene M 192 na riznych typech pld pfi rychlosti

ttepani 1500t./min.

Pocet blastospor ve 100 ml zivné pudy

Tekutd zivna ptida

3.den 5.den 7.den
SA 6,25E+07 7,25E+08 8,05E+08
YM 7,00E+07 4,55E+08 7,65E+08
MEB 3,00E+07 1,25E+08 1,48E+08
PDB 1,50E+07 4,00E+07 4,25E+07
SL 2,05E+08 2,38E+08 2,35E+08
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Graf ¢.16: Vytéznost blastospor kmene M 192 na riznych typech ptd pfi rychlosti tfepani
1500t./min.
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Tabulka ¢.17: VytéZnost blastospor kmene M 192 na riznych typech puid pfi rychlosti tfepani
2500t./min.

Pocet blastospor ve 100 ml zivné pidy
Tekutd Zivna plida

3.den 5.den 7.den
SA 6,75E+07 1,55E+08 1,95E+08
YM 3,50E+07 8,50E+07 9,75E+07
MEB 3,00E+07 4,50E+07 5,25E+07
PDB 1,00E+07 2,00E+07 3,00E+07
SL 2,35E+08 3,05E+08 3,70E+08
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Graf ¢.17: Vytéznost kmene M 192 na riznych typech pud pfi rychlosti tfepani 2500t./min.
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Zhodnoceni pokusu:

Tento pokus prokazal vliv zmény rychlosti tfepani na vytéznost. Blastospor. U kmene
M 192 byla pti 150 otackach/min. vytéznost nejvyssi na piadach SA a YM, nejnizsi na PDB,
kdezto pii rychlosti 250 otacek/min. byla nejlepsi puda SL, nejhorsi byla opét PDB.

5.4. Paecilomyces fumosoroseus

Pokus ¢. 9: Porovnani vytéznosti blastospor u kmene PFR BM entomopatogenni houby
Paecilomyces fumosoroseus pti rozdilné rychlosti tfepani.

Cilem tohoto testu bylo zjisténi produkce spor u kmene PFR BM pii rychlosti tfepani
150 a 250 otacek / minutu.

Tabulka €.18: Vytéznost blastospor kmene PFR BM na rtiznych typech ptd pii rychlosti

ttepani 1500t./min.

Pocet blastospor ve 100 ml zivné pudy

Tekuta zivna ptida

3.den 5.den 7.den
SA 1,25E+07 3,13E+09 4,68E+10
YM 0,00E+00 3,34E+08 1,05E+09
MEB 2,50E+06 6,05E+08 1,04E+10
PDB 6,23E+08 8,65E+08 1,04E+09
SL 1,20E+09 1,43E+10 2,50E+10
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Graf ¢. 18: Vytéznost blastospor kmene PFR BM na rGznych typech ptd pfi rychlosti tfepani
1500t./min.
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Tabulka €. 19: Vytéznost blastospor kmene PFR BM na riznych typech ptd pfi rychlosti

ttepani 2500t./min.

Pocet blastospor ve 100 ml zivné pudy
Tekuta zivna ptida

3.den 5.den 7.den
SA 1,50E+07 7,03E+08 1,19E+10
YM 9,40E+08 3,68E+09 4,20E+09
MEB 6,83E+08 3,55E+09 5,30E+09
PDB 1,13E+09 2,05E+09 2,80E+09
SL 5,05E+09 1,03E+10 1,05E+10
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Graf ¢. 19: Vytéznost kmene PFR BM na rtznych typech piid pfi rychlosti tfepani 2500t./min.
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Zhodnoceni pokusu.

Kmen PFR BM dosahl lepsich vysledki pti vyssi rychlosti tfepani, na vétsin€ ptid bylo
dosazeno uspokojivych vysledkl vytéznosti. Pti nizsi rychlosti tiepani se vétSina pad ukdzala
a PDB, pfi 250 otackach/min. byly jako nejlepsi pidy vyhodnoceny SA a SL, jako nejhorsi
puda PDB.

Pokus €. 10: Vliv zplsobu tfepani na vytéznost blastospor u kmene PFR BM.

Cilem tohoto testu bylo zjisténi vlivu orbitdlniho a linedrniho pohybu tifepani na

vytéznost u kmene PFR BM .

Tabulka ¢. 20: Vytéznost kmene PFR BM na riznych typech ptid pfi orbitdlnim pohybu

trepani.

Pocet blastospor ve 100 ml zivné pady

Tekuta Zivna ptida

3.den 5.den 7.den
SA 1,25E+07 3,13E+09 4,68E+10
YM 7,50E+06 3 43E+08 1,05E+09
MEB 2,50E+06 6,05E+08 1,04E+10
PDB 6,23E+08 8,65E+08 1,04E+09
SL 1,20E+09 1,43E+10 2.50E+10
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Graf ¢.20: Vytéznost kmene PFR BM na rtiznych typech pad pfi orbitalnim pohybu tfepani.
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Tabulka ¢.21: Vytéznost kmene PFR BM na riznych typech pid pfi linearnim pohybu

trepani.

Pocet blastospor ve 100 ml zivné piady
Tekutd Zivna plida

3.den 5.den 7.den
SA 4,18E+08 1,78E+09 4,30E+09
YM 1,00E+09 1,18E+09 2,25E+09
MEB 5,00E+07 6,18E+08 4,55E+09
PDB 5,75E+08 1,23E+09 1,50E+09
SL 3,80E+09 8,25E+09 2,63E+10
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Graf ¢.21: Vytéznost kmene PFR BM na riznych typech pid pfi linedrnim pohybu tfepani.

PFR BM - linearni pohyb
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Zhodnoceni pokusu.

Nejvyssi vytéznosti bylo u kmene PFR BM dosazeno pii orbitdlnim sméru tfepani na
pudé SA,nejnizsi na pidé YM a PDB.Pfi linedrnim sméru tiepani byla nejvyssi vytéznost na
pudé SL,na ostatnich pidach byla vytéznost daleko niz$i. Prokazalo se tedy, Zze zpisob
pohybu tiepani zna¢né ovliviiuje vytéznost a pro kazdou ptdu je dany zptisob tfepani vice ¢i

méné vhodny.
5.5. Zmény pH Zivné pidy v zavislosti na submerzni kultivaci
Pokus €.11: Méteni pH Cistych a nainokulovanych pad

Jako dopliikova hodnota bylo méteno pH u Cistych zivnych pid — SA, YM, MEB,
PDB a SL , bez nainokulovani entomopatogennimi houbami a nasledné u Zivnych pid 7.den
po nainokulovani riznymi kmeny hub. Byly zjiStovany zmény pH vlivem metabolith

jednotlivych kmenii entomopatogennich hub a zmény zptisobené odlisnou rychlosti a zptisobu

pohybu tfepani.
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Tabulka ¢.22: Zakladni hodnoty pH jednotlivych Cistych ptd (sterilni, neinokulované).

puda

SA

YM

MEB

PDB SL

pH

4,91

5,12

5,43

4,95 5,45

Tabulka ¢.23: Hodnoty pH kmenti Bba 01 a Bba PM houby Beauveria bassiana na rtiznych

typech ptd pfi rychlosti tfepani 150 otacek/min.

Kmen B. bassiana PUDA pH
SA 3,55

YM 3,80

Bba 01 MEB 3,69
PDB 4,36

SL 4,79

SA 3,72

YM 3,26

Bba PM MEB 4,35
PDB 3,66

SL 5,12

Tabulka ¢.24: Hodnoty pH kment LLE 19, MET M192 a Bba 01 na rtiznych typech pud, pti

rychlosti tfepani 150 otacek/min.

Kmen PUDA pH POZNAMKA
SA 4,57
YM 4,39
VL I9 MEB 4,12
PDB 3,29
SL 4,37
SA 4,42 chuchvalce
YM 5,52 kulicky,nepravidelné
MET M192 MEB 4,88 nekompaktni kulicky
PDB 3,83 kulicky
SL 5,23 bez kuli¢ek
SA 3,45
YM 3,68
Bba 01 MEB 3.41
PDB 3,30
SL 4,33
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Tabulka ¢.25: Hodnoty pH kmenti LLE 19, MET M192 a Bba 01 na rtiznych typech ptd, pfi
rychlosti tfepani 250 otacek/min.

Kmen PUDA pH POZNAMKA
SA 4,41
YM 5,49
VL 19 MEB 4,58
PDB 4,04
SL 5,34
SA 4,69 kulicky
YM 5,57 kulicky
MET M192 MEB 4,76 mensi kulicky
PDB 3,65 kulicky
SL 5,38 kulicky
SA 4,36
YM 4,19
Bba 01 MEB 4,89
PDB 3,62
SL 4,35

Tabulka €. 26: Hodnoty pH kment LLE 06 a PFR BM na rGznych typech ptd, pfi rychlosti

ttepani 150 otacek/min.

Kmen PUDA pH POZNAMKA
SA-1 3,96 cervena
SA-2 4,01 cervena
YM-1 6,29 ¢ervena
YM-2 4,09
MEB-1 7,59
LLE 06 MEB-2 3,60
PDB-1 3,23
PDB-2 3,40 éervena
SL-1 4,13
SL-2 4,29
SA-1 3,01
SA-2 4,57 nacervenala
YM-1 3,29 vetsi kulicky
YM-2 2,72 vetsi kulicky
MEB-1 3,16
PFR BM MEB-2 2,97
PDB-1 2,76 mens$i kulicky
PDB-2 2,93 mens$i kulicky
SL-1 3,88
SL-2 4,10
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Tabulka ¢. 27: Hodnoty pH kment LLE 06 a PFR BM na rGznych typech ptd, pfi rychlosti

ttepani 250 otacek/min

Kmen PUDA pH POZNAMKA
SA-1 3,55 cervena
SA-2 3,97 tmaveé Cervena
YM-1 7,13 oranzova
YM-2 6,15 oranzova
MEB-1 7,49
LLE 06
MEB-2 6,91
PDB-1 2,80
PDB-2 2,75
SL-1 2,83 nahnédla
SL-2 2,99 nahnédla
SA-1 3,09
SA-2 4,12
YM-1 3,39
YM-2 7,06 tm.Cervena / hnéda
MEB-1 3,23
PFR BM
MEB-2 4,44
PDB-1 2,42
PDB-2 2,27 rizova
SL-1 3,58
SL-2 3,63
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Tabulka ¢.28: Hodnoty pH kmenti LLE 19, PFR BM a Bba 01 na rtznych typech pud pfi

orbitalnim pohybu tiepani

Kmen PUDA pH POZNAMKA
SA 5,27
YM 4,65
LLE 19 MEB 3,95
PDB 4,40 bilé kulicky
SL 4,27
SA 4,57 nacervenala
YM 2,72 vetsi kulicky
PFR BM MEB 2,97
PDB 2,93 mensi kulicky
SL 4,10
SA 3,18
YM 4,57
Bba 01 MEB 3,24
PDB 4,81
SL 3,92
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Tabulka ¢.29: Hodnoty pH kmenti LLE 19, PFR BM a Bba 01 na rtznych typech pud pfi

linearnim pohybu tiepani

Kmen Zivna pada pH
SA 4,90
YM 4,61
LLEI9 MEB 4,56
PDB 3,20
SL 3,78
SA 4,67
YM 3,13
PFR BM MEB 3,16
PDB 2,63
SL 3,98
SA 3,31
YM 3,60
Bba 01 MEB 3,15
PDB 3,29
SL 4,44
Zhodnoceni pokusu.

Tento test prokazal vliv metabolit hub na pH Zivnych ptd. U vétSiny pozorovanych
kment zptisobila submerzni kultivace pokles pH, pouze u kmene LLE 06 doslo k vyraznému
zvySeni pH u ptid YM a MEB pii 150 1 250 ota¢kach/min. Dale byly prokazany zmény pH pfi

rozdilné rychlosti i sméru pohybu tiepani.

5.6. Sti‘ednéobjemové produkce submerzni biomasy vybranych kmenit entomopatogennich
hub
Pro stfednéobjemové kultivace byla pouzita sada kment hub Paecilomyces

fumosoroseus odvozenych od zakladniho kmene PFR 97 (Apopka), Lecanicillium lecanii

67



(kmen 19) a Beauveria bassiana kmen Bba PK . Pro inokulace tekutych zivnych médii byla
pouzita suspenze blastospor ziskdna 3 denni kultivaci hub v tekuté zivné ptidé¢ PDB. Pro
produkéni kultivace byly pouzivany 1000 ml kulaté banky, do kterych bylo dodano 350 ml
tekutého zivného média (PDB) a kazda batika byla inokulovana 10 ml inokulaéni suspenze
blastospor adjustované na titr 1,0 x 10° blastospor/1ml. Po inokulaci byly baiiky umistény na
linearni tiepacku (3 nosna plata s kovovymi tchyty, maximalni kapacita - 50 litra, pfimocary
pohyb, staly vykyv a pohyb 250 vykyvii za minutu). Submerzni kultivace probihala
kontinualné po dobu 3-5 dnil pfi primérné teploté¢ 23 +2°C a pfi omezeném osvétleni. Po
ukonceni kultivace byly vSechny kultury hodnoceny, pficemz klicovym hodnoticim
parametrem bylo mnoZstvi blastospor v Iml submerzni kultury. Submerzni kultury byly
nasledné zakoncentrovany odstfed’ovanim (5 min/1500 rpm) a pro dal§i hodnoceni vytéznosti

byl pouzivan koncentrat blastospor (=blastosporova pasta).

Tabulka ¢. 30. Stfednéobjemova submerzni kultivace entomopatogenni houby Paecilomyces

fumosoroseus kmen PFR 97 (2B)

Produkéni parametr 1. Sarze 2. Sarze 3. Sarze 4. sarze 5. Sarze
Submerzni kultura (celkem ml) 1350 1600 2050 2400
Titr (blastospor/1ml) 4,30 x 10° 5,90 x 10° 4,80 x 10 6,30 x 10® 6,10 x 10®
Blastospor celkem " 581 x 10" 9,44 x 10" 9,84 x 10" 1,51 x 10" 1,46 x 10"
Suspenze 1,0x10%ml (1) " 580,5 944 984 1512
Pasta (g) " 274 352 461 439
Blastospor/ 1g pasty 1,70 x 10° 2,10x 10° 1,70 x 10° 2,80 x 10° 2,60 x 10°
Blastospor celkem 4,66 x 10" 7,39 x 10" 7,83 x 10" 1,22 x 10" 1,06 x 10"
Suspenze 1,0 x10° (1) 465,8 739,2 783,7 1229,2
Vytéznost pasty (%) V- 80,24 78,31 79,64 81,30

! Celkové mnozstvi blastospor v ptivodni submerzni kultuie
" Standardni titr suspenzi pouzivanych pti provoznich aplikacich
" Blastosporovy koncentrat ziskany odstfedénim submerzni kultury

Y- Podil z ptivodni submerzni kultury (100% = piivodni subverze pied finalizaci odstfedénim)

68



Tabulka €. 31: Stfedn€¢objemova submerzni kultivace entomopatogenni houby Paecilomyces

fumosoroseus kmen PFR 97 (H10)

Produkéni parametr 1. Sarze 2. Sarze 3. Sarze 4. Sarze
Submerzni kultura (celkem ml) 1650 1400 1550 1000
Titr (blastospor/1ml) 4,80x 10* 4,10x 10* 5,40 x 10° 430x 10°
Blastospor celkem 7,92 x 10" 5,74 x 10" 8,37 x 10" 430x 10"
Suspenze 1,0x10° (1) 792 574 837 430
Pasta (g) 255 273 305 120
Blastospor/1g pasty 2,50 x 10° 1,60 x 10° 2,10x 10° 2,80 x 10°
Blastospor celkem 6,38 x 10" 4,36 x 10" 6,40 x 10" 3,36 x 10"
Suspenze 1,0x10° (1) 638 437 641 336
Vytéznost pasty (%) 80,49 76,10 76,52 78,14

Tabulka ¢. 32: Stfedn¢objemova submerzni kultivace entomopatogenni houby Paecilomyces

fumosoroseus kmen PFR 97 (H20)

Produkéni parametr 1.8arze 2. Sarze 3. Sarze 4. sarze
Submerzni kultura (celkem ml) 700 700 1050 1400
Titr (blastospor/1ml) 6,30 x 10* 5,10 x 10° 5,90 x 10° 6,10 x 10°
Blastospor celkem 4 41E+11 3,57E+11 6,20E+11 8,54E+11
Suspenze 1,0x10° (1) 441 357 619,5 854
Pasta (g) 209 195 288 373
Blastospor/ 1g pasty 1,90E+09 1,67E+09 1,82E+09 1,94E+09
Blastospor celkem 3,97E+11 3,2565E+11 5,2416E+11 7,2362E+11
Suspenze - 1,0x10° (1) 397,1 325,65 524,16 723,62
Vytéznost pasty (%) 90,05 91,22 84,61 84,73
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Tabulka €. 33: Stfedn¢objemova submerzni kultivace entomopatogenni houby Lecanicillium

lecanii kmen 19

Produkéni parametr 1.Sarze 2.Sarze 3. Sarze 4. Sarze 5. Sarze

Submerzni kultura (celkem ml) 1000 1400 1600 1050 1600

Titr (blastospor/1ml) 8,84 x 10° 1,05x 10° 8,76 x 10° 9,80 x 10* 1,22 x 10°

Blastospor celkem 8,84 x 10" 1,47 x 10" 1,40 x 10" 1,03 x 10" 1,95 x 10"

Suspenze 1,0x10° (1) 884 1470 1402 1029 1952

Pasta (g) 124 210 192 158 215

Blastospor/ 1g pasty 5,77 x 10° 5,63 x 10° 6,33 x 10° 5,66 x 10° 6,83 x 10°

Blastospor celkem 7,15 x 10" 1,18 x 10" 1,21 x 10" 8,94 x 10" 1,46 x 10"

Suspenze - 1,0x10° (1) 715,48 1182,3 1215,36 894,28 1468,45

Vytéznost pasty (%) 80,94 80,43 86,71 86,91 75,23

Tabulka €. 34: Stfedn¢objemova submerzni kultivace entomopatogenni houby Beauveria

bassiana kmen P4

Produkéni parametr 1.Sarze 2.Sarze 3. Sarze 4. Sarze 5. Sarze
Submerzni kultura (celkem ml) 1350 1400 1050 6400 4800
Titr (blastospor/1ml) 7,95 x 10° 6,34 x 10° 6,61 x 10° 8,11 x 10° 7,40 x 10°
Blastospor celkem 1,07 x 10" 8,88 x 10" 6,94 x 10" 5,19x 10" 3,55x 10"
Suspenze 1,0x10° (1) 1073 888 694 5190 3552
Pasta (g) 274 269 217 1143 865
Blastospor/ 1g pasty 3,30 x 10° 2,99 x 10° 2,71 x 10° 3,61 x10° 3,66 x 10°
Blastospor celkem 9,04 x 10" 8,05 x 10" 5,88 x 10" 4,13 x 10" 3,17 x 10"
Suspenze - 1,0x10° (1) 904 805 588 4126 3166
Vytéznost pasty (%) 84,25 90,65 84,73 79,50 89,13
Zhodnoceni pokusu.

Produkce kazdého z kmenl pouzitych v pokuse byla opakovana 4 — 5 (kompletné

odd€lené série produkci). Opakovani submerznich kultivaci prokazalo pomérné vysokou

stabilitu produkci jednotlivych druhtkmenti hub. V rdmci produkci byla ziskdvana i

koncentrovana verze produktu — blastosporova pasta, kterd byla ziskana odstfedénim.
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V pokusech bylo vyprodukovano témét 40 litri submerznich kultur, které predstavovaly
moznost nafedéni na témét 29 000 litrt suspenzi o titru 1,0 x 10°blastospor v 1 ml (11 397

litrG Bba; 6 737 litrti Lle a 10 389 litrG PFR).
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6. DISKUZE A ZAVERY

Entomopatogenni  houby pfedstavuji obecn¢ velmi studovanou skupinu
mikroorganizmii. Casto jsou vyuzivany v biologické ochrané rostlin k potladeni vyskytu fady
Skiidei.  Obecnym  predpokladem  vyuziti  submerzni kultivace je  schopnost
entomopatogennich hub vytvaret specifické spory tzv. blastospory. Blastospory jsou
definovany jako tenkosténné spory vznikajici pucenim (opakujici se postupné déleni mate¢né
blastospory na dvé blastospory dcefiné), tedy nikoliv jako silnosténné konidie, které se
formuji pomoci konidiogennich bunck (fialida) na konidioforech, které se vytvaieji na
vzdusném myceliu (napf. na povrchu téla usmrceného hmyziho hostitele). V procesu
patogeneze, ktery je realizovan v pfirozeném interakénim systému ,,patogen — hostitel* se ve
vyvojovém cyklu blastospory objevuji po proniknuti patogena do télni dutiny hostitele a
svym rychlym mnozenim umoziuji i€¢innou kolonizaci t€lni dutiny, ktera de facto predstavuje
submerzni prostfedi, protoze je (u hmyzu) vyplnéna cirkulujici, ¢aste¢né okysli¢ovanou
hemolymfou. V tomto kontextu pifedstavuji submerzni kultivace technologickou analogii
ptirozenych mechanizmli vyvoje resp. ¢asti vyvoje vlaknitych hub. Principem submerznich
kultivaci entomopatogennich hub je jejich kultivace v tekutych zivnych médiich pii zajisténi
omezeného (nicméné dostatecného) prokysliceni. Pro nizkoprodukcéni submerzni kultivace
jsou nejcastéji pouzivany orbitalni nekolinedrni tfepacky, na které jsou umistovany baiiky
s tekutym zivnym médiem. Pro inokulace zivného média jsou nejcastéji vyuzivany suspenze
konidii nebo blastospor ptislusného kmene houby ziskané¢ z matec¢nych kultur, které mohou
byt kultivovany bud’ povrchové (napf. kultury na agarizovany zivny pidach nebo na povrchu
ptirozenych substrati), pfipadné i jako submerzni kultury (tzv. inokula¢ni faze produkce). Po
inokulaci tekuté zivné pidy jsou baiky umistény na tfepacku nastavenou na pozadované
parametry (otacky/min, vykyv). Kontinualni pohyb tfepacky zajistuje pohyb tekutého zivného
média, ¢imZ je zabezpeceno pozadované provzdusnéni média a zaroven 1 znemoznén
»povrchovy rist houby na hladiné média (jev typicky pro stacionarni kultivace, rist mycelia
a konidiogeneze v aerobnich podminkéach). Pomoci submerznich kultivaci 1ze produkovat
uniformni biomasu vétSiny zndmych druht vlaknitych entomopatogennich hub a na bazi
blastospor ziskanych pomoci submerzni kultivace je také konstruovana pfevaznd vétSina
komer¢nich biopreparatl (napt. Preferal®, Botangard®, Vertalec® a dalsi).

Cilem této diplomové prace bylo ovéfeni moznosti vyuziti nizkokapacitnich
biotechnologii zaméfenych na produkci uniformni biomasy vybranych kment

entomopatogennich hub pomoci submerzni kultivace na umélych zivnych médiich. Bylo
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prokazano,ze produkce uniformni biomasy blastospor je mozna. Velice nutné je ale
optimalizovat kultivace pro kazdy kmen zvlast, protoze kazdy kmen ma své specifické
pozadavky na slozeni Zivin umé¢lého zivného média, na hodnotu pH, na teplotu pfi které
kultivace probihd, ale i na samotny zptisob provedeni a délku trvani kultivace. Pak je pomérné
snadné dosahnout uspokojivych vysledkti v produkci blastospor u jakychkoli  kment
entomopatogennich hub.

Pokus €. 1 byl zaméfen na porovnani vytéznosti blastospor kmenti Bba 01 a Bba PM
entomopatogenni houby Beauveria bassiana a na vybér produktivnéjsiho kmene. Produkce
blastospor byla vyhodnocovana 3., 5. a 7. den kultivace na tekutych zivnych ptdach SA, YM,
MEB, PDB a SL. Vysledkem bylo zjisténi, ze kmen Bba 01 dosahuje vyssi produkce
blastospor na vSech typech Zivnych piid, nez kmen Bba PM plivodni. U kmene Bba 01 se jako
nejlepsi zivné médium projevila ptida SL, kde vytéznost dosahovala produkce 5,83 x 10"
blastospor ve 100ml suspenze a pida MEB s produkci 5,80 x 10" blastospor ve 100ml. U
kmene Bba PM byla jako nejlepsi vyhodnocena pida PDB s vytéznosti 1,75 x 10"
blastospor/100ml a piida SL s vytéznosti 1,63 x 10'° blastospor/100ml. Jednoznaénd nejméné
vyhodnocena piida SA, kde u kmene Bba0l vyt&znost dosahovala hodnoty 4,73 x 10’ a u
kmene Bba PM puivodni hodnoty 2,29 x 10° blastospor/100ml.

Pokusy ¢. 2, 5, 6, 8 a 9 byly zaméfeny na porovnani vytéznosti blastospor u kment
Bba 01 (Beauveria bassiana), M 192 (Metarhizium anisoplyae), LLE 06, 19 (Lecanicillium
lecanii) a PFR BM (Paecylomyces fumosoroseus) na tekutych zivnych pudach SA, YM,
MEB, PDB a SL, pfi rychlosti tfepani 150 a 250 otacek/minutu na orbitdlni tfepacce. Tento
pokus prokazal vliv zmény rychlosti tfepani na vytéznost. Jednoznacné vyssi vytéznosti bylo
dosazeno pii rychlosti tfepani 150ot./min. a to u vSech sledovanych kment. Z pouZitych
zivnych pud se jako nejvhodnéjsi ukdzaly pidy SA a SL a jako nejméné vhodné pida PDB u
témert vSech kment a i u obou rychlosti tfepani. Pti rychlosti tiepani 1500t./min. byly nejvyssi
vyt&znosti u sledovanych kmend nasledujici: Bba0l — SL 1,85 x 10", 19 — SL 9,55 x 10'°,
M192 — SA 8,05 x 10° a PFR BM — SA 4,68 x 10°, a nejnizsi vytéznosti dosahovaly hodnot:
Bba0l — SA 3,7 x 10'°, 19 — PDB 5,25 x 10°, M192 — PDB 4,25 x 10" a PFR BM — PDB 1,04
x 10°. PH rychlosti tiepani 250ot./min. byly nejvyssi vyt&znosti u sledovanych kmend
nasledujici: Bba0l — MEB 2,33 x 10", 19 — SL 5,45 x 10'%, M192 — SL 3,7 x 10° a PFR BM —
SA 1,19 x 1010, a nejnizsi vytéznosti dosahovaly hodnot: BbaOl — YM 1,15 x 1010, 19 - PDB
1,68 x 10°, M192 — PDB 3,0 x 10’ a PFR BM — PDB 2,8 x 10°. U kmene LLE 06 se

73



nepodafilo objektivné zaznamenat nartst konidii, protoze béhem meéfeni doslo k velkému
narastu mycelia, vétSina konidii se neuvolnila a ziistala ptirostla na konidioforech.

Pokusy €. 3, 7 a 10 byly zaméfeny na zjiSténi vlivu orbitdlniho a linedrniho zplsobu
pohybu tfepani na vytéznost blastospor. Tento vliv byl prokézan, jelikoz pii orbitalnim
pohybu tfepani bylo u vSech sledovanych kmenti entomopatogennich hub dosazeno vyssi
vytéznosti blastospor na vSech typech tekutych zivnych ptd oproti linedrnimu pohybu tiepani.
V tomto pokusu byly pouzity kmeny Bba 01 (Beauveria bassiana), 19 (Lecanicillium lecanii)
a PFR BM (Paecylomyces fumosoroseus). Produkce blastospor byla vyhodnocovéana 3., 5. a 7.
den kultivace. Pti orbitadlnim pohybu tfepani byla produkce blastospor nasledujici : kmen
Bba01 dosahoval nejvyssi vyt&Znosti na zivné padé YM (8,28 x 10'%) a nejnizsi vyt&znosti na
pidé SA (2,90 x 10'%), kmen 19 dosahoval nejvy$si vytéznosti na zivné ptidé SL (6,23 x 10'°)
na pudé SA (4,68 x 10'°) a nejnizsi produkce stejnd jako kmen I9 na ptdé PDB (1,04 x 10°).
Pii linearnim pohybu tfepani dosahovala vytéznost ndsledujicich hodnot: u kmene Bba01 byla
produkce nejvyssi u pady SL (4,9 x 10°), nejnizsi u pady SA (2,53 x 10®), kmen I9 dosahoval
nejvyssi vytéznosti na zivné padé SL (3,8 x 10'%) a nejniz$i na padé YM (8,68 x 10°) a u
kmene PFR BM byla vytéznost nejvyssi opét na padé SL (2,63 x 10'%) a nejniz§i na padd
PDB (1,5 x 10°).

Pokus €. 4 byl zaméfen na vliv raznych objemil suspenze entomopatogenni houby
Beauveria bassiana na vytéznost blastospor. Cilem tohoto testu bylo zjistit vliv riiznych
objemu (100, 500 a 1000ml) na vytéznost kmene Bba 01 u piid MEB, MEB 2x a SL a dale
porovnani pid MEB 2x a SL a moznost nahrazeni pidy SL ptidou MEB 2X.Tyto dvé puady
maji obdobny obsah zivin. Tento pokus prokazal vliv objemu suspenze na vytéznost
konidii.Nejvyssi vytéznost byla dosaZena u objemu 500 ml u vSech typi pad (MEB — 1,31 x
objemu 100 ml (MEB — 8,63 x 10'°, MEB 2x — 1,24 x 10'" a SL — 8,78 x 10'%). P¥i srovnani
pud SL a MEB 2x se neprojevily vyrazné rozdily ve vytéznosti, a proto je mozné ptidu SL
nahradit piidou MEB 2x.

Pokus €.11 byl zaméfen na stanoveni hodnoty pH a na prokazani vlivu metabolit
vybranych kmenii entomopatogennich hub (BbaOl, Bba PM, 19, LLE06, M192, PFR BM) a
vlivu rychlosti a zplsobu tfepani na zménu této hodnoty. Lze jednoznac¢né konstatovat,ze
vSechny sledované ukazatele maji prokazatelny vliv na zménu pH Zivnych pid, do kterych
byly nainokulovany jednotlivé kmeny.Hodnoty pH u ¢istych pld jsou : SA — 4,91 , YM —
5,12, MEB - 5,43 , PDB — 4,95 a SL — 5,45. U vétSiny testt doslo k poklesu hodnoty pH. Jen

74



pii rychlosti tfepani 1500t./min. doslo ke zvySeni hodnoty pH u kmene M192 na pidé YM na
pH 5,52 a u kmene LLEO6 na ptidach YM na pH 6,29 a na MEB na pH 7,59. Pii rychlosti
ttepani 2500t./min. doSlo ke zvySeni hodnoty pH u kmene 19 na pidé YM na pH 5,49, u
kmene LLEO6 na ptidach YM na pH 7,13 a na MEB na pH 7,49 a u kmene M192 na pud¢
YM na hodnotu pH 5,57.

Stiednéobjemové produkce szbmerznich kultur vybranych kment hub Beauveria
bassiana, Lecanicillium lecanii a Paecilomyces fumosoroseus prokazaly moznost vyuzivat
standardni postup submerzni kultivace. Nicméné, rozdily v produkci blastospor naznacuji, Ze
optimalizace postupu je nutna a pro produk¢ni kultivace bude funkéni vyuzivat postupy, které
respektuji nejen naroky a pozadavky jednotlivych druhti, ale i1 kment entomopatogennich
hub.

Vysledky diplomové prace lze stru¢né shrnout do nasledujicich bodt a konstatovani:

1. VsSechny testované kmeny a druhy entomopatogennich hub lze produkovat jako
submerzni kultury.

2. Produkce blastospor je ovlivnéna sloZzenim zivnych pad.

3. Produkci a vytéznost blastospor ovliviiuji podminky submerzni kultivace (rychlost a
zpusob tiepani.)

4. Objem suspenze znacné ovliviluje vytéZnost.

5. Obdobné¢ kultivaéni postupy je mozné vyuzit pro produkci uniformni biomasy riznych

druhii/kment entomopatogennich hub uréenych pro pouziti v biologické ochrané rostlin.
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8. PRILOHA - fotodokumentace

Ptiloha ¢. 1: Fotodokumentace zafizeni pouzitého pro kultivaci jednotlivych kment
entomopatogennich hub. Byla pouzita tfepacka firmy Kithner SHAKER, ktera umoziovala
jak orbitalni tak 1 linearni pohyb tfepani,frekvenci tfepani v rozsahu 20 — 500 otacek za

minutu a také tfepani nékolika desitek vzorki na jednou o rtiznych objemech.
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Ptiloha ¢. 2: Fotodokumentace ke studiim zaméfenym na produkci blastospor kmend Bba PM
puvodni a Bba 01 entomopatogenni houby Beauveria bassiana na tekutych zivnych pidach
SA,YM, MEB, PDB a SL.

B.bassiana — kmen Bba PM ptvodni

B. bassiana — kmen Bba 01
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Ptiloha ¢. 3: Fotodokumentace ke studii zamétené na produkci blastospor kmene M 192

entomopatogenni houby Metarhizium anisopliae na tekutych zivnych pudach SA,YM, MEB,

PDB a SL, pfti rychlosti tfepani 150 a 2500t./min.

Metarhizium anisopliae — kmen M192, 150 ot./min.

Metarhizium anisopliae — kmen M192, 250 ot./min.
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Ptiloha ¢. 4: Fotodokumentace ke studii zamétené na produkci blastospor kmene 19

entomopatogenni houby Lecanicillium lecanii na tekutych zivnych pidach SA,YM, MEB,

PDB a SL, pfti rychlosti tfepani 150 a 2500t./min.

Lecanicillium lecanii — I9, 150 ot./min.

Lecanicillium lecanii — 19, 250 ot./min.
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