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Odpovédi na otazky oponenti dizertacni prace
Autor: Ing. Jana Konopicka

Nézev: MozZnosti vyuZiti vybranych druht entomopatogennich hub v biologické ochrane
rostlin proti modelovym druhiim Skidci hospodéfskych plodin

Oponent: prof. Ing. Radovan Pokorny, Ph.D.

Otazky

1) Jsou v literatufe popsana rizika introdukce piirozenych nepfitel pro stivajici
ekosystémy?

Odpovéd’: Ano, introdukce pfirozenych nepfatel pro stavajici ekosystémy" muze pfinést celou
fadu rizik. Jedna se zejména o tzv. klasickou biologickou ochranu, kterd je zaloZenad na
z&mémé introdukei exotického biologického agens, s cilem zajistit jeho trvalé usidleni v
biotopu a tim dlouhotrvajici kontrolu zavleen¢ho tkiidce. Introdukce exotickych pfirozenych
nepiétel vak miZe mit nepfiznivy vliv na necilové pivodni druhy organismi, at’ uZ piimy
(predace, parazitace apod.) nebo nepiimy (potravni konkurence apod.) a tim i na funkci
celého ekosystému. V nejhor$im piipadé mize dojit az k uplnému vyhubeni necilového
pivodniho druhu organismu. V soucasné dob€ jsou viechna exotickéa biologické agens pred
jejich introdukei velmi peclivé studovana z hlediska jejich ekologické bezpecnosti. K tomu
slouzi vypracované protokoly pro posouzeni rizik vypusténi ciziho organismu na novém
Yizemi. Mezi fadou poZadavkd na introdukované agens je napf. jeho co nejvy3si hostitelska
specificita nebo synchronni vyvoj s cilovym druhem. Introdukovany druh by také mél byt
schopen dlouhodobg pfezivat v agroekosystému, i v piipad®, kdyZ schazi cilovy druh a me&l by
mit oportunistické chovani, tedy dokdzat rychle vyuzit populaci cilového druhu.

Nekteré negativni piipady pouZiti klasické biologické ochrany

Piikladem takovéto negativni introdukce bylo vysazeni hlemyzdé Euglandina rosea za
Gidelem kontroly afrického suchozemského hlemyzde Achatina fulica na Havaji. Doslo
k vyhynuti mnoha ptvodnich hlemyzd'd rodu Partula spp. (Civeyrel a Simberloff, 1996).
Vétdina z vice nez 700 druhd pavodnich suchozemskych plZii na Havaji je nyni vyhynula
nebo se vyskytuje pod urovni detekce.

Dal3i netsp&snou introdukei bylo vysazeni nosatce Rhinocyllus conicus do Kanady a Virginie
v 70. letech 20. stoleti pro kontrolu nepivodnich pleveld (bodlaka). Po 10 letech se pfislo na
to, ¥e tento nosatec se Zivi i na pivodnich vzacnych druzich bodlaku (Louda, 2000).

Zavedeni parazitoidni musky Compsilura concinnata 7a uéelem regulace bekyné Lymantria
dispar mélo negativni vliv na populaci ptvodnich motylt z Geledi MartinaCoviti (Parry 2008).

Netisp&$na introdukce byla zaznamendna i u ryb Gambusia affinis a G. Holbrooki které byly
introdukované do mnoha regiont k potlateni populaci koméart. Vlivem predace na pivodnich
druzich doglo ke snieni jejich populace nebo k jejich vyhynuti (Lloyd, 1990). Podobné



vysazeni sladkovodnich ryb za tlelem regulace zavletenych vodnich pleveli, kde doslo k
uplné zméné vodniho ekosystému (Courtenay, 1993).

Pouzité zdroje

Civeyrel, L., Simberloff, D.A. (1996) tale of two snails: is the cure worse than the disease?.
Biodivers Conserv 5, 1231-1252.

Courtenay, W.R., Jr. (1993) Biological pollution through fish introductions. In: Biological
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Louda, S.V. (2000) Negative ecological effects of the musk thistle biological control agent,
Rhinocyllus conicus. In: Follett PA, Duan JJ (eds) Nontarget effects of biological control.
Kluwer Academic Publishers, Dordrecht, pp. 215-243.

Lloyd, L. (1990) Native fishes as alternatives to the exotic fish, Gambusia, for insect control.
In: Introduced and translocated fishes and their ecological effects, ed. D. A. Pollard.
Department of Primary Industries and Energy, Burcau of Rural Resources, Canberra, pp. 115-
22.

Parry, D. (2008) Beyond Pandora’s box: quantitatively evaluating non-target effects of
parasitoids in classical biological control. Biol Invasions 11:47-58.

2) Na str. 13 mate uvedeno souslovi ,,vznik rezistence®. V jakém smyslu ho chapete?

Odpovéd: V tomto kontextu je souslovi ,vznik rezistence®“ mysleno jako vyvoj rezistence u
skudcti. Tento termin se pouZiva pro ztratu Gcinnosti aplikovanych pripravki (v tomto pfipadé
insekticid®) proti Skiidctim. Rezistentni hmyz je schopen tginnou latku insekticidu tolerovat,
detoxikovat nebo se ji tiplné vyhnout. Rezistentni jedinci se bud’ v populaci ve velmi malé
mife vyskytuji nebo se vlivem mutaci &i rekombinaci genl rezistentriimi stanou. Skadci
mohou mit i n&kolik generaci do roka a pokud jsou vystaveny plisobeni jedné uinné latky
insekticidu, tak vlivem tzv. selek&niho tlaku se v populaci objevi rezistentni jedinci. Postupné
mutize dochdzet k vytvofeni celé rezistentni populace nasledkem selekéniho tlaku insekticidu.
V soucasné dobg se proti vzniku rezistence u Skiidct uplatiiuji tzv. antirezistentni strategie.
Nicmén& vyuziti bioagens v ochrané rostlin proti $kidcim predstavuje vyznamnou
alternativu. Zde je velmi nizké riziko vzniku rezistence. Mikroorganismy pouzivan€ v
biologické ochrané rostlin neprodukuji pouze jednu uéinnou latku a jejich plisobeni je
mnohem komplexn&j$i v porovnani s chemickymi ptipravky. .



Oponent: doc. Dr. Ing. Jaroslav Salava
Otazky

1. Mohla byste vysvétlit viznam spojeni “vzchizejicich dospélci L. decemlineata®
na strané 36?

Odpovéd’: Jedna se o chybnou formulaci. Spravnd formulace by mé&la byt vylihlych dospélctt
L. decemlineata.

2. Cim si vysvétlujete nizSi uéinnost oletfeni kombinaci hlistice-houba proti
mandelince bramborové? (str. 36)

Odpovéd: Interakce mezi n&kterymi bioagens mohou byt antagonistické:(Hummadi et al.,
2021). V této studii vykazovala kombinovana aplikace hlistic a houby v polnich podminkach
hor§i vysledky ve srovnani se samotnou houbou, coz naznaduje negativni vliv hlistic na
(¢innost houby. MoZnym dfivodem niz3i G¢innosti kombinace hlistice-houba mohly byt
sekundarni metabolity bakterialnich symbiontd hlistic (bakterie rodu Xenorhabdus), které
produkuji mnoho bioaktivnich sloucenin, véetn® fungistatickych latek. V tomto pfipadé
mohlo dochazet ke koinfekcim a hlistice pravd&podobn& naruSily vlivem bakterialnich
symbiontti reprodukci houby v hostiteli.

Pouzité zdroje

Hummadi, E.H.; Dearden, A.; Generalovic, T.; Clunie, B.; Harrott, A.; Cetin, Y.; Demirbek,
M.; Khoja, S.; Eastwood, D.; Dudley, E. (2021) Volatile organic compounds of Metarhizium
brunneum influence the efficacy of entomopathogenic nematodes in insect control. Biol.
Control 155, 104527.

3. Jaky je podle vas potenciil vyuZiti entomopatogenni houby Beauveria bassiana
proti mandelince bramborové v polnich podminkach?

Odpovéd’: Nevyhodou pouZiti entomopatogennich hub i ostatnich bioagens je jejich zavislost
na podminkéch prostfedi (zejména teplota, relativni vzduSna vihkost a UV zafeni). Biologickd
ochrana je vyborné zvladnuta ve sklenikovych kulturdch, kde miZeme zejména teplotni a
vlhkostni parametry kontrolovat.

V polnich podminkach je u¢innost ve srovnni s béznymi insekticidy stale nizka. Nicméné
nédobové pokusy v nefizenych venkovnich podminkach ukazuji vyborné vysledky. Ukazuje
se tak obtiznost zajiitdni optimalnich podminek fungovéni biopreparatu ve velkovyrobnich
podminkach. Domnivdm se, Ze potencidl vyuZiti B. bassiana v polnich *podminkéch je s
ohledem na restrikce insekticidnich latek velky. Nicmén& bude nezbytné vénovat vyzkumné
Gsili optimalizaci metodiky aplikace a péstebni technologie vhodné pro pouZiti bioagens
v polnich podminkach (nagasovani aplikace, formulace pfipravku a dalsi).



Oponent: doc. Ing. Miloslav Zouhar, Ph.D.

Otazky

1. Ve své praci uvadite celou fadu nevyhod aplikace metod biologické ochrany,
muiZete uvést opatieni, ktera mohou frekvenci téchto nevyhod snizit. A to jak z
hlediska organizace logistiky vyroby, nafasovani ochranného zisahu, tak z
hlediska formulace nap¥iklad entomopatogennich hub.

Odpovéd’:

Vyroba

Vyrobni proces musi byt pfizptisoben konkrétnimu kmenu entomopatogenni houby (EPH) a
jeho biologii. N&kolik spoleCnosti ma patentované bioreaktory nebo vyrobni procesy
(médium, nosi¢). Vyroba by méla byt spolehlivd a bezporuchovd, nestabilita by mohla
zpusobit mnoho problémi a zvysit naklady na produkt.

Nejdtlezitgjsim krokem pro usp&nou aplikaci EPH je vyroba a spravnost skladovani. Je
doporuteno mit tzv. primarni mategnou kulturu, ze které se vyrabi veskera naslednd produkce.
Jednou nebo dvakrat za rok se z &asti primérni zasoby vytvoi{ dostate¢ny pocet subkultur na
agarové médium, a to je po dal$i Casovy usek vyuZivano pro naslednou hromadnou vyrobu. Je
tfeba dbat na to, aby houba nebyla subkultivovana vice jak 10x na umé&lych médiich, protoze
postupnym pasédZovanim se miiZe sniZit virulence a zménit dalsi vlastnosti EPH.

Dalgim zdsadnim faktorem je skladovani houby. Doporucuje se nizkoteplotni skladovani
v kapalném dusiku nebo lyofilizace kultury. Skladovat se mohou i kultury na malych
kouscich agaru v 10% glycerolu p¥i -80°C. Obecné se doporucuje mit vice neZ jeden zplisob
skladovani houby. Ulozisté kultur by mélo byt i v jiné instituci nebo ve sbirce kultur v pfipadé
potfeby zalohy. Nezbytné je mit informace o morfologické a molekularni charakterizaci
houby a daldi podrobnosti tykajici se data odb&ru, mista odbéru a hmyziho hostitele nebo
substratu a zapisu koédu pro kazdy izolat. Déle fotografie ptivodni kultury jako radialni
kolonie na agarovém médiu pro detekci naslednych zmén v kmeni houby.

Nezbytna pro komeréni formulaci je déle &istota, deklarované mnozstvi aktivni latky (titr) a
Zivotaschopnost spor. Vyrobni 3arze se musi pravidelné testovat na deklarované parametry.
P vzniku variability mezi $arZemi se mohou vyrobni SarZe srGznymi titry smichat na
pozadovanou urovei.

Aplikace a naasovani
Nacasovani aplikace EPH je zadsadni. Pfed aplikaci je nutné znat biologii Sktdce, uroven
populace Sktdce a zpﬁsob jeho pﬁsobeni Casto existuje rozdil v citlivosti mezi 2iv0tnimi

vvvvvv

kdyZ se populace hmyzu projevuje odli$né. Ale pozdéji se vyvojova stadia skudce zaénou ve
vegetadnim obdobi pfekryvat a kontrola je obtizn&jsi. Pro tyto piipady je vyZadovana
opakovana aplikace bioagens. Intervaly mezi oSetfenimi a frekvence jsou uréujicimi faktory.

Stanoveni doby postiiku je také velmi dileZité. Cas aplikace b&hem dne mtiZe byt zasadni pro
vysledek aplikace. Aby se zabranilo vysokym trovnim UV zéfeni, vysokym teplotim nebo
nizké vlhkosti, &asto se doporuéuje aplikovat bioagens brzy rano nebo pozdé odpoledne. Dale



je ddlezité zvazit aplikaci chemickych latek zvlasté fungicidi, které by mohly negativné
ovlivnit i EPH.

Formulace

Kli¢ové komponenty biopreparatli na bazi EPH jsou G¢inna latka, nosi¢, povrchov€ aktivni
latky, UV protektanty a daldi. Tyto latky se piidavaji ke zvySeni Zivotaschopnosti,
Uinnosti/virulence, trvanlivosti G¢inné latky nebo spor EPH. Dale mohou zvysit
termotoleranci spor, perzistenci, jejich kliivost, zlepsit smacivost nebo adhezivni vlastnosti
materialu. )

Spory EPH jsou v biopreparatech obvykle formulovany bud’ v praskové, olejové nebo pénové
formulaci. V kazdém gramu nebo mililitru je vyrobcem deklarované mnoZstvi spor (konidie,
blastospory) uvadéné jako CFU/g nebo CFU/ml. Po rozpusténi formulace biopreparatu jsou
EPH aplikovany ve form& vodnich suspenzi spor, a to bud’ preventivné, nebo kurativné. Pfi
kurativni aplikaci je tfeba respektovat kontaktni u¢inek preparatl. Pfi oSetfeni nadzemnich
Casti rostlin je nutné peClivé ofetfit niky, ve kterych se vyskytuje cilovy druh skudce.
Suspenze by se méla pripravovat té€sné pred postiikem, pfipadné maximalné 4-6 hodin pied
aplikaci. Dulezité je spotfebovat celou davku, ktera byla pfipravena, a to z toho diivodu, Ze po
delsi dob€ smoceni spor ve vode ztraci vitalitu a dochazi k jejich odumfeni.

2. Prvni Kkapitolou literarniho piehledu vasi dizerta¢ni price je integrovana
ochrana rostlin. Integrace biologickych metod ochrany je vidy spojena s celou
fadou komplikaci, a to zejména pokud dochazi k integraci s konvenénimi
zpusoby ochrany rostlin. Jaké postupy a opatieni je mozné pouzit k zamezeni
negativniho vliva konvenénich zptsobi ochrany rostlin na pouzivani
entomopatogennich hub v integrovanych systémech ochrany rostlin? Existuji
kmeny entomopatogennich hub, které jsou rezistentni vici fungicidim, pFipadné
jsou komeré¢né dostupné ve formé biologickych pripravkii na ochranu rostlin?

Odpovéd’: Pro zavedeni entomopatogennich hub (EPH) do systému integrované ochrany
rostlin (IOR) je nutno posoudit né&kolik kritickych faktort jako jsou: virulence, potencial
masové produkce, kompatibilita s chemickymi insekticidy, fungicidy a pfirozenymi nepfateli,
perzistence, skladovatelnost a snadnost aplikace. V posledni dobé se pro ucely registrace
posuzuji i rizika kontaminace prostfedi sekundarnimi metabolity EPH. Pokud dany kmen
EPH tyto velmi pfisné parametry spliiuje, je mozné ho v rdmei programi IOR pouzivat.
Kompatibilita s pesticidy je pro péstitele kritickym problémem, kdy musi zohlednit své
rozhodnuti pfi zvaZovani, zda, kdy a jak pouzit EPH. EPH obecng jsou k témto chemikalifm
tolerantnéj$i neZ jiné houby, ale rizné kmeny se svou citlivosti k pesticidim 1ii. Je
potvrzeno, Ze velmi zdsadni je nacasovani aplikace fungicidl (insekticidll) a EPH. Opozdé&na
aplikace fungicidli mize i vyznamné posilovat G¢innost nékterych kmentit EPH (Kouassi et
al., 2003). Pro pfesné posouzeni kompatibility se musi provést testy v terénnich nebo
sklenikovych podminkach. Ziskané vysledky v laboratornich biologickych testech vSak
mohou naznaCovat, zdali je nebo neni houba s pesticidy kompatibilni. Ukazuje se, Ze
v polnich podminkach maji fungicidy nizky nebo zddny dopad na tc¢innost komerénich EPH
hub i pfesto, Ze v laboratornich podminkach se nekompatibilita projevila., Fungicidy (podobné
jako insekticidy) se 1i§i kompatibilitou v zavislosti na koncentraci fungicidu a aplikovanych
EPH a v né&kterych studiich jsou dokonce data, kterd nazna€uji synergismus mezi fungicidy a
EPH (Kouassi et al., 2003; Shah et al., 2009). -



V ptipad€ EPH a jejich podpory a zaclenéni do systémii IOR je dédle vhodné zvySovat napf.
pomoci zavlaZzovani vlhkost, omezit pouziti pesticidi &i zajistit dostatek vhodnych hostitelt v
neobdé&lavanych biokoridorech, kteti mohou dopomoci k bezproblémovému pfezimovani.

Co se tyce fungicidni rezistence EPH, ano existuji n¢které kmeny EPH, které jsou tolerantni
nebo rezistentni vici nekterym fungicidim a jsou i komeréné dostupné. Napf. Metarhizium
brunneum kmen F52 (biopreparat Met52) je tolerantni k G¢innym latkdam chlorothalonil a
iprodion (Wu et al., 2020). Dal$i biopreparaty na bazi hub (Botanigard, Preferal, Vertalec)
byly také testovany na kompatibilitu s fungicidy. Napf. fungicidy s a¢innymi latkami
Bupirimate, Captan, Fenarimol, Fenpropimorph, Fosetyl-aluminium, Iprodione, Kresoxim,
Myclobutanil, Pyrimethanil, Quinoxyfen, Sulphur, Dinocap a Fenhexamid nemaji téméf
zadny vliv na virulenci EPH v polnich podminkéch (Shah et al., 2009).

Pouzité zdroje

Kouassi, M., Coderre, D., and Todorova, 1. (2003) Effects of the timing of applications on the
incompatability of three fungicides and one isolate of the entomopathogeni¢ fungus Beauveria
bassiana (Balsamo) Vuillemin (Deuteromycotina), Journal of Applied Entomology 127, 421-
426.

Shah, F.A., Ansari, M.A., Watkins, J., Phelps, Z., Cross J., Butt, T.M'; (2009) Influence of
commercial fungicides on the germination, growth and virulence of four species of
entomopathogenic fungi, Biocontrol Science and Technology 19:7, 743-753.

Wu, 8., Kostromytska, O.S., Goble, T., Hajek, A.E., Koppenhofer, A.M. (2020):
Compatibility of a microsclerotial granular formulation of the entomopathogenic fungus
Metarhizium brunneum with fungicides. BioControl 65, 113-123.

3. Bezpecnost metod ochrany rostlin pro ¢lovéka je ¢asto diskutovina, a to zejména
s ohledem na aplikaci pesticidu. Biologické metody ochrany rostlin jsou naproti
tomu c¢asto velmi dobf¥e pFijimany vefejnosti. U celé Fady mikroorganismu, které
by bylo moZzné vyuzit pro ochranu rostlin proti $kidcim, byl prokizan i
negativni vliv na zdravi ¢lovéka. O které organismy se jedna a bylo by podle
vaSeho ndzoru mozné za urcitych podminek vyuzit?

Odpoveéd: Jedna se predevSim o houbové a bakteridlni mikroorganismy, které mohou
vyluCovat Sirokou Skalu metabolitli, vétSinou sekundarnich produktli metabolismu.
Potenciélni zoonoticka aktivita byla potvrzena u entomopatogennich hub komplexu druht AL
anisopliae. Tyto druhy byly spojené s infekei rohovky (keratitida) u ¢lovéka a alergiemi
(Nourrisson et al., 2017). Dal§im druhem entomopatogenni houby, ktery byl zodpov&dny za
mykotickou keratitidu u pacienta byl druh B. bassiana (Oya et al., 1995).

Entomopatogenni bakterie Bacillus thuringiensis je také spojovana s riznymi lidskymi
infekcemi. Bakterie byla potvrzena u margindlni a apikalni parodontitidy, ran, vfed rohovky
a gastrointestinalnich infekci u lidi (Helgason et al., 2000).

Tyto entomopatogenni mikroorganismy nejsou povazovany za tradiéni zoonoticky agens, ale
jejich piitomnost u riznych forem lidskych infekci naznaCuje, Ze pfinejmensim u
imunokompromitovanych pacientd by mohly ptedstavovat riziko.



Podle mého nazoru lze tyto mikroorganismy vyuzivat v biologické ochrané rostlin, ale
pouzivani by mélo byt provadéno s opatrnosti, aby se zabranilo potenciondlnim infekcim
zejména u technickych pracovniki, kte# jsou v pfimé kontaktu se sporami bioagens pfi jeho
aplikaci.

Druh, ktery bych nedoporucila pouzivat v biologické ochrané rostlin je bakterie Bacillus
cereus, kterd se podili na lidské parodontitidé, i na jinych lidskych infekcich, zejména
gastrointestindlniho traktu.
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