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ZKRATKY A POZNAMKY

ZKRATKA NAZEV
Bba Beauveria bassiana
CB Ceské Budgjovice
CFU Colony Forming Unit
CK Cesky Krumlov
DOD Viz. SM a.i. dodine
GBM Galleria bait method
IOR Integrovana ochrana rostlin
JH Jindfichtiv Hradec
L.spp Lecanicillium spp.
Lle Lecanicillium lecanii
Man Metarhizium anisopliae
Pca Paecilomyces carneus
PDA Potato Dextrose Agar (agarizovana bramborovo-dextrozova puda)
PDB Potato Dextrose Broth (tekuta bramborovo-dextrézova puda)
Pfr Paecilomyces fumosoroseus
P1 Prachatice
Pli Paecilomyces lilacinus
SM a.i. dodine Selektivni médium s aktivni (fungicidni) slozkou dodine
ST Strakonice
TA Tabor

1)

2)

3)

Index GI (2,5 — 3,00 bylo mozné pouZit pouze u druht
entomopatogennich hub, které mohou realizovat cely vyvojovy cyklus na
umélé Zivné padé (napf. Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae,
Paecilomyces fumosoroseus, Lecanicillium lecanii)

Larva se nepohybuje, ale je zfejmy pohyb hibetni cévy nebo reakce larvy
na podrazdéni napf. Stéteckem

Pokud byl stejny druh entomopatogenni houby detekovan pomoci obou
izolatnich technik byl piednostngé uloZen kmen izolovany pomoci
Galleria bait method (GBM) ve sbirce kmeni katedry rostlinné vyroby
ZF JU v Ceskych Budgjovicich pod ozna¢enim uvedenym v tabulce 5.1.

Vysledky nebylo mozné ziskat vlivem kontaminace

Celkové mnozstvi blastospor/ konidii v pivodni submerzni/ povrchové
kultufe

Standardni titr suspenzi pouzivanych pfi provoznich aplikacich
Blastosporovy/ konidiovy koncentrat ziskany odstfedénim submerzni/
povrchové kultury

Podil z ptivodni submerzni/ povrchové kultury (100% = ptvodni
suspenze pied finalizaci odstfedénim)




Uvod

s
1. UVOD

Prechod k trznimu hospodéistvi znamenal vyrazny tlak na prizplisobeni se zemédélstvi
novym ekonomickym podminkdm a odbytovym moznostem z hlediska jejich rozméru,
struktury a vykonnosti. Rozhodujicim kritériem uplatnéni zemédé&lskych produktii na trhu je
v soutasné dobé cena pfijatelna pro zakaznika a vysoka kvalita. Vlivem pfirozeného vyvoje,
osvéty a mozna i modnich trendi je u spotiebitele kladen diraz na zdravotni nezavadnost
produkce a zpusob jeji produkce. Tim se zde vytvaii de facto novy trh s produkty
ekologického zem&dglstvi, ktery svym ristem vytvafi prostor pro alternativu ke konven¢nimu
zem&delstvi.

Na rozdil od konvenénich nejsou trvale udrZitelné zemédelske technologie
parametrizovany pouze standardnimi ekonomickymi kritérii (napt. naklady), ale i tim, jakym
zplisobem se podileji (resp. nepodileji) na spotiebé neobnovitelnych ptirodnich zdroju a jak
plispivaji k ochran& Zivotniho prostiedi a lidského zdravi. V ochrané rostlin péstovanych
v konvencnich systémech jednoznatné dominuji kurativni (reaktivni) aplikace syntetickych
pesticidii. V soutasné dobg, ale jiz existuji teoreticky ucelené a prakticky i ekonomicky
konkurenceschopné alternativni strategie, z nichZ nejvyznamn&j§i je integrovand ochrana
rostlin (resp. bio-intenzivni IOR), jejimZ hlavnim cilem je udrZeni &etnosti populaci Skidci a
frekvence vyskytu chorob na tolerovatelné urovni.

Biologickou ochranu rostlin je mozné definovat jako ,,Zamérné vyuzivani ptirozenych
nepfétel s cilem regulovat populace Skidcd, chorob a plevelnych rostlin“. Oviem z hlediska
velkoplo$né biologické ochrany mé vyuZiti napf. parazitoidd nebo predatorii své limitace
vmasové produkci, na rozdil od patogennich mikroorganismi, jako jsou napf.
entomopatogenni houby.

Soud4sti registrovanych biopreparati entomopatogennich hub jsou vsak nepivodni
(exotické) kmeny, které oproti pfirozené se vyskytujicim kmenim nejsou adaptovany na
podminky prostiedi dané (agro)biocendzy a pouze opakované vnaSeni muze zaru€it Zadouci
efekt. Ztohoto divodu je re-introdukce autochtonnich kmeni entomopatogennich hub
budoucim fedenim, jak predejit ekonomickym ztratdm a pfi tom nenarusit kiehkou rovnovahu
v (agro)biocen6zach. Nezbytnym pfedpokladem viak zistava legislativni zjednoduSeni této
procedury.
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2.

CiL PRACE

Disertaéni prace se zabyvala pfirozenym vyskytem, frekvenci a druhovou diverzitou

entomopatogennich hub v pidnich podsystémech, polyfaktorialnim hodnocenim izolovanych
kmenti entomopatogennich hub a perzistenci zmérné introdukovaného kmene (B. bassiana)
do pidy. Zdmérem této disertacni prace bylo doplnit mykologickou sbirku Katedry rostlinné
vyroby ZF JU v Ceskych Budg&jovicich o nové typové kultury kment entomopatogennich hub
a jejich charakteristiky a dale metodicky pfispét k vyuziti téchto pfirozenych regulacnich
mikroorganismil v systémech integrované ochrany rostlin.

Jednotlivé dil¢i cile disertacni prace:

»

>

Realizovat plosny monitoring pfirozeného vyskytu entomopatogennich hub v pudé se
zaméfenim na obiloviny.

Stanovit druhovou diverzitu a &etnost vyskytu entomopatogennich hub na jednotlivych
pokusnych stanovistich pomoci vstupniho a popi. opakovaného monitoringu.

Polyfaktorialng charakterizovat izolované kmeny entomopatogennich hub pomoci
in vitro“ a ,in vivo“ (bio)test a na zakladé téchto hodnoticich parametrd vybrat kmen(y)
s optimalnimi ristovymi, produkénimi a biologickymi vlastnostmi pro potieby naslednych
studii.

Zhodnotit pfipravek BETA-LIQ® (REDAM, Smrzices.r.0o.) jako vhodny ,nosi¢”
entomopatogennich hub pfi jejich zamérné introdukei do pudy

Realizovat modelovou studii zahrnujici vSechny predeslé kroky s cilem stanovit
perzistenci selektovaného kmene entomopatogenni houby po jeho zdmémé introdukci
do piidy za pomoci molekularni metody RAPD.
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- 3. LITERARNI PREHLED
3.1. Entomopatogenni houby v integrované ochrané rostlin

Zékladni principy integrované ochrany rostlin (IOR) byly definovany na pocatku
60. let minulého stoleti jako teoreticka a prakticka alternativa vaéi explozivnimu néristu
spotieby a globalni aplikaci syntetickych pesticidl, zejména nové generace organickych
insekticiddi- (Landa 2002). Vedle terminu IOR se v poslednich letech bézné uziva také
anglicky termin IPM (Integrated Pest Management), termin zavedl v roce 1972 v USA Vybor
pro ochranu Zivotniho prostedi (Hrdy et al. 1991). Klasicka definice FAO zroku 1967
charakterizuje integrovanou ochranu rostlin jako ,,Komplexni systém, opatieni zaméfenych na
regulaci Cetnosti populaci Skidcii s ohledem na ekologické, ekonomické, toxikologické a
hygienické pozadavky, se zamérem udrZet Cetnost populaci Skidcii na tolerovatelné urovni,
pFi zdmérném preferovdani a védomém vyuZivani ptirozenych metod regulace populact
Skiidci (Landa 2002)./ Cuperus et al. (2000) pohliZi na integrovanou ochranu rostlin jako na
kombinaci biologickych, kulturnich, fyzikalnich a chemickych prostfedkii jako na zpusob
minimalizace ekonomickych, zdravotnich a environmentalnich rizik.

Soutasna definice IOR zvySuje diraz na zamémné vyuZivani biologickych a bio-
raciondlnich metod regulace populaci $kiidci, jak upozoriiuje Landa (2002), coZ je reakce na
skutetnost, Ze IOR je jiz zcela b&Zn& zaméiovana a prezentovana jako ,,usmérnéna aplikace
pesticidii* resp. ,.cilend chemickd ochrana®.

Metodologickym zékladem integrované ochrany rostlin proti Zivo¢isnym Skiidctiim je
prednostni vyuzivani alternativnich metod regulace &etnosti jejich populaci s cilem udrzet
populace $kiidcti na tolerovatelné rovni. Mezi alternativni metody regulace Getnosti Skidcd
patii (Landa 1994):

» Agrotechnické metody — zasah do prostredi, ve kterém se populace skadci vyvijeji, vetne
zém&mého vyuziti komplexu vztahi fytofagi k hostitelskym rostlindm

» Fyzikdlni metody — zAmérna uprava abiotickych faktora

» Bioraciondlni metody — vyuziti latek ovliviujicich vyvoj a chovani hmyzu (feromony,
analogy hormon@ hmyzu, inhibitory syntézy chitinu)

» Genetické metody — metody ovliviiujicich rozmnozovéni hmyzu a vyuzivajici
intraspecifické genetické prvky (napf. introdukce sterilnich samct u monogamnich druhd
(SIT), vnitrodruhova inkompatibilita, vna3eni letalnich genii nebo genii se zménénymi
vlastnostmi do populaci apod.)

» Biologické metody — vyuziti pfirozenych nepratel, tj. parazitd, resp. parazitoidd;
predatorii — dravch a patogennich mikroorganizmd.
Mezi patogeny pouZzivané v biologické ochrané rostlin fadime bakterie, houby, viry, 4
protozoa a nematoda. Kazda skupina zahrnuje stovky druht, které mohou atakovat hmyz.
Nicmén& pouze nékteré druhy byly vyuzity v biologické ochrané rostlin (Cuperus et. al
2000).
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3.2. Houby soucasti pidniho podsystému

Pida je zdkladni &asti prostiedi, kde rostou a vyviji se plodiny (Kfen et al. 2005) a je
patmg jedinym pfirozenym prostfedim, kde jsou vSechny podminky pro rozvoj
mikroorganizmi. Proto je piida neoby&ejn& hojné osidlena mikroorganizmy a prakticky ji
miiZeme pokladat za jejich zékladni rezervoar, ze kterého pfichazeji do ostatnich pfirozenych
prostredi, do vody a do vzduchu (Leittgeb et al. 1988).

Pidni mikroorganizmy jsou Zivou soudasti pidni organické hmoty s kratkou dobou
obratu a spolu s odumfelymi rostlinnymi zbytky tvofi jeji nestabilni slozku. Svou Cinnosti
zprostiedkovavaji pfeménu organické hmoty v piidé a soucasn€ jsou dileZitym zdrojem a
zésobarnou Zivin, (Santrickova 1993). Jejich rozmisténi v pidé je nerovnomérné. Zvlast
bohat& jsou jimi osidleny povrchové horizonty (do 30 cm)| (Leittgeb et al. 1988). Pudni
mykoflora, tj. soubor zastupcii riiznych ekologickych skupin hub, které se v padé vyskytuji ve
form& spor nebo aktivniho vegetativniho mycelia, ma v piidé velice vyznamné postaveni a
spolu s bakteriemi, aktimomycetami, pidnimi fasami tvofi specifickou skupinu pudnich
mikroorganizmii nazyvanou pudni mikroflora /(Repova 1985). Nejzavazn&jsi vyznam hub
spotivé v jejich intenzivni spolutiasti na viech rozkladnych pochodech i jinych chemickych
procesech. Tleni a hniti organickych latek, jez tvofi nejdileZit&jsi slozku, pokud jde o udrZeni
ptirodni rovnovéhy, je diisledek spole¢ného plisobeni bakterii a hlavné hub, jeZ jako reducenti
prevadgji nahromadéné organické slouceniny do formy znova vyuZitelnych anorganickych
slougenin (Svréek 1997).

Houby jsou polygeneticky rozmanitou skupinou eukaryotickych heterotrofnich
mikroorganizmii, rozmnozujicich se bud’ sexualn& nebo asexudlng (Inglis et al. 2001; Goettel
et al. 2000), u nichz b&hem evoluéniho procesu doslo k vytvoreni celé skaly adapa¢nich
mechanizmi umoZiiujicich piizpisobit se ¢asto velmi riiznorodém prostredi. Z evolu¢niho
 hlediska pedstavuji polyfyletickou skupinu organizmi, jejiz ¢lenové ale plni podobné role
v ekosystému, vytvéteji dileZité symbiotické vztahy s Zivo€ichy a s cévnatymi rostlinami a
predstavuji pfevaznou vétsinu patogent hospodafsky vyuzivanych rostlin (Bruns et al. 1991).

Entomopatogenni houby jsou unikatnimi pfirozenymi obyvateli ptady, ktefi byli
hodnoceni jako biologické regulacni agens pro mnoho pudnich $kidct (Krueger, Roberts
1997).

3.3. Obecna charakteristika entomopatogennich hub

Entomopatogenni houby jsou nejdéle znamé a nejcastéji determinované
entomopatogenni mikroorganizmy asociované s hmyzem, protoZe jejich riist na povrchu t€la
riiznych druhi hostiteld je na rozdil od ostatnich skupin entomopatogennich mikroorganizmu
snadno vizualné patrny, (Landa, Obornik 1997). V soudasnosti je znamo pfiblizn€ 750 druhi
hub zahrnujici jak fakultativni, tak i obligatni patogeny hmyzu, vyskytujici se v rozmanitém
pfirozeném prostredi (Tanada, Kaya 1993; McCoy et al. 1988). Entomopatogenni houby maji
unikétni schopnost prenikat pres vné&jsi ochranné bariéry hostitele. Endoparaziticky status
entomopatogennich hub je pomémé vyjimecny (pouze n&které druhy z Mitosporickych hub a
plevazna &ast zastupch z¥adu (Laboulbeniales) (Landa, Obornik 1997). Mnoho druhi
entomopatogennich hub patiicich do tfid Hyphomycetes a Zygomycetes vyvolava primarni
onemocnéni u suchozemského hmyzu, zatimco houby naleZejici do tfidy Chytridiomycetes a
Oomycetes napadaji prevazné hmyz vodni, (Butt, Goettel 2000). Hmyzi hostitel je zpravidla
infikovan sporami nebo konidiemi (Zygomycotina), konidiemi nebo blastosporami
(Deuteromycotina resp. Mitosporické houby), zoosporami (Mastigomycotina) a askosporami
(Ascomycotina) (Landa, Obornik 1997).
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e
" K oznageni pomocného oddéleni Deuteromycotina Inglis et al. (2001) poznamenavaji,

e mnoho mykologl jiZ neakceptuje Deuteromycota a jeho podskupiny jako oficialni
taxonomické seskupeni a tyto houby byly dohromady charakteristicky oznaceny jako
,mitosporické houby*.

3.3.1. Klasifikace entomopatogennich hub

7 hlediska odlinych revizi se pro klasifikaci entomopatogennich hub nejvice ujal
upraveny klasifikatni systém Ainswortha (Ainsworth 1973). V tomto klasifikaénim systému
jsou nejvy$simi taxony hub kmeny Myxomycota a Eumycota. Kmen Myxomycota sdruzuje
houby vytvatejici plasmodialni formy. U kmene Eumycota jsou zastoupeny houby, které
zpravidla vytvareji mycelium a netvoii formy plasmodialni. VSechny entomopatogenni houby
patii do Eumycota, kde jsou zastoupeny v podkmenech Mastigomycotina (Chytridiomycetes,
Blastocladiales); Zygomycotina (Zygomycetes: Entomophthorales, Mucorales); Ascomycotin
~ (Pyrenomycetes: Spaeriales, Laboulbeniales) a Deuteromycotina resp. Mitosporcké houby
(Hyphomycetes: Moniliales)(Ainsworth 1973; McCoy et al. 1988; Samson et al. 1988).

Termin entomopatogenni zahrnuje vSechny typy asociaci mezi hmyzem a houbami
zapfitifiyjici onemocnéni  hmyzu. Entomopatogenni houby  jsou soutasti mnoha
taxonomickych skupin v fi§i hub (Charnley 1997). Nejznaméjsim zastupcem podkmene
Mastigomycotina je rod Coelomo;nyces. Zahrnuje vodni druhy (produkujici Z0O0Spory)
obligatn parazitujici na moskytech a ostatnich Diptera , (Charnley 1997; Goettel et al. 2000).
Daldi velmi vyznamnou skupinu hub tvofi druhy néleiejici do tadu Entomophthorales.
Entomopatogenni houby zastoupen¢ v tomto tadu (napt. houby patiici do rodd Conidiobolus,
Entomophaga, Entomophthora, Erynia, Neozygites a dal$i) reprezentuji obligatné parazitické
druhy, jejichz vyvojovy cyklus je vazan vyhradné na Zivého hostitele. Biotrofni charakter v
podstaté znemoziiuje praktické vyuzivani t&chto hub. Pfevaznou vétsinu hub zfadu
Entomophthorales je moZno produkovat pouze v Lin vivo“ systémech na piirozenych
hostitelich, coZ prakticky znemoZiuje jejich masovou produkci, ktera je nezbytnym
predpokladem komercionalizace standardnich biopreparatt) (Papierok, Hajek 1999; Pell et al.
2001). Velka skupina hub, obsahujici mnoho entomopatogennich taxond, ztratila schopnost
produkovat nebo pouze vzacné produkovat sexudlni spory. Tato skupina byla tradiné
umisténa do vytvoteného oddéleni, Deuteromycota, uvnitt uméle vytvofené tfidy,

Hyphomycetes (Inglis et al. 2001).

’ Druhy l}vféméf kazdého rodu entomopatogennich Hyphomycetes se rozliduji podle
~ morfologie jejich konidii, konidiogennich bungk a podle jejich hostitele (Humber 1997).
Nejznaméjsi entomopatogenni rody hub nalezejici mezi Hyphomycetes jsou Aspergillus,
Beauveria, Culicinomycetes,  Hirsutella, Metarhizium, Nomuraea, Paecilomyces
Tolypocladium a Verticilium. N&kolik druhi entomopatogennich hub nicmén& vibec €i jen
zidka produkuji exogenni konidie. Dva piiklady takovychto hub jsou Aschersonia a
~ Sorosporella (Inglis et al. 2001).
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Piehled klasifikace entomopatogennich hub
(upraveno podle McCoy et al. 1988; Samson et al. 1988)

SUBPHYLUM CLASSIS ORDO GENUS
Chytridiomycetes Chytridiales Coclomycidium
Myiophagus
Mastigomycotina Chytridiomycetes Blastocladiales Coelomomyces
Oomycetes Leganidiales l]:egf.nlléilu?;
Oomycetes (Pozn.: Nov& | Saprolegniales Cf)i:hi fn

fazeny do fi§e Chromista)

Zygomycetes Mucorales Sporodiniella

Zygomycetes Entomophthorales Conidibolus
Entomophaga
Entomophthora
Erynia
Massospora
Meristacrium
Neozygites

Zygomycotina

Hemiascomycetes Endomycetales Blastotendrion
Metschnikowia
Mycoderma

Saccharomyces

Ascophaera
Plectomycetes Ascophaerales Cordyceps

Pyrenomycetes Sphaeriales Torrubiella
Ascomycotina Nectria
Hypocrella
Calonectria
Filariomyces
Laboulbeniomycetes Laboulbeniales Hesperomyces
Trenomyces
Myriangum

Loculoascomycetes Myriangiales Podonectria

Loculoascomycetes Pleosporales

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

Deuteromycotina Parasaria

(Mitosporické houby) Pleurodemospora
Polycephalomyces

Pseudogibellula
Sorosporella
Sporothrix
Stilbella
Tolypocladium
Verticillium
Aschersonia
Tetranacrium

Coelomycetes

Mycelia sterilia Aegerita

Phragmo- Septobasidiales Filobasidiella

Basidiomycotina basidiomycetes Septobasidium
Uredinella

(zvyraznény tisk) - rody se zastoupenim druhii vyznamnych v biologické ochrané rostlin
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3.3.2. Obecni charakteristika vztahii entomopatogennich hub k hostitelim

Houbova onemocnéni u hmyzu jsou b&Znym a Casto se vyskytujicim jevem, ktery
neziidka miZe vyvolat epizoocii uvniti populace hmyzu, kdy dochazi k zdecimovani celé
hmyzi populace, (Hajek, St Leger 1994). Entomopatogenni houby jsou unikatni v ramci
hmyzich patogenfi v tom, Ze infikuji své hostitele pres jejich externi kutikulu, ackoliv nékolik
mélo druhti je schopno infikovat hostitele i pres alimentalni kanalek (pfirozeny télni otvor)
(Boucias et al. 1988). Takovéto specializace v Zivotnim cyklu vyzaduji mnoho adaptaci, jako
tiaptiklad schopnost uvoliiovat vhodné enzymy (Vilcinskas, Gotz 1999). Pfi porovnani
s vétsinou ostatnich typt patogenti, houby maji nejsirsi hostitelské spektrum v ramci patogeni
¢lenoved (Inglis et al. 2001) a jsou asociované s hmyzem, Zijicim v rizném prostiedi
zahrnujicim sladkovodni zdroje, pidu, povrch pldy a nad povrchem (Hajek, St. Leger 1994).
Miizeme zde nalézt vysoce specifické druhy, které se vyskytuji pouze na jednom hostiteli
nebo jen na urditém stadiu jednoho hostitele, a zaroven druhy, které napadaji celou fadu
druhti, rodt, celedi nebo i vyssich systematickych skupin (Weiser 1966). Z toho vyplyva, Ze
paraziticka valence entomopatogennich hub se pohybuje v rozmezi od druhové specializace
(n&které druhy Enthomophthorales) az po Sirokou polyfagii (Deuteromycotina resp.
Mitosporické houby). V&tsina druhii Siroce polyféagnich entomopatogennich hub (napf.
Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae, Paecilomyces fumosoroseus, Paecilomyces
farinosus a Verticillium lecanii a dalsi) (pozn. Verticillium lecanii resp. Lecanicillium lecanii
(Zimmerman) Gams & Zare) miiZe obecné parazitovat na sirokém spektru hostitelti. S Sirokou
polyfagii je Zasto spojena tvorba druhové identickych, nicméné znaéné riznorodych kment
(izolatd), které mohou vykazovat i uzkou specializaci (McCoy et al. 1988). Typickym
piikladem je tvorba velmi specifickych patotypi u polyfagnich hub B. bassiana,
M. anisopliae a V. lecanii, u kterych je hostitelské spektrum kmene vyrazné
predeterminovano druhem hostitele, z kterého byl konkrétni patotyp izolovan (Fargues 1976).

Entomopatogenni houby parazituji na zastupcich vSech fadi hmyzu. Nejcastéji jsou
parazitické mykozy zjistovany na druzich patficich do fada plostice (Hemiptera), rovnokiidli
(Orthoptera), tiasnokiidli (Thysanoptera), stejnokiidli (Homoptera), motyli (Lepidoptera),
brouci (Coleoptera) a dvoukiidli (Diptera) (Weiser 1966; Tanada, Kaya 1993; Landa 2002).
Ne vsechna vyvojova stddia hmyzu mohou byt infikovana entomopatogennimi houbami.
V mnoha ptipadech jsou juvenilni stadia hmyzu (larvy, nymfy) vice nachylna k infekci nez
dospélci (Butt, Goettel 2000; Inglis et al. 2001).

V komplexu interakei, které podmiriuji spektra hostitelskych druhti, sehravaji
vyznamnou tlohu i obranné systémy hostitele. Z obrannych systémi hmyzu se v obrané proti
houbovym nakazam nejéast&ji uplatiiuji tfi typy obrannych reakei, které byly pozorovany
v hmyzim hemocelu: 1) fagocytoza, 2) bun&nd enkapsulace a 3) humoralni enkapsulace
\(Vilcinskas, G6tz 1999).

3.3.3. Vyvojovy cyklus entomopatogennich hub (Deuteromycotina resp. Mitosporické
houby, Hyphomycetes)

Priibéh a vznik piirozené infekce je zavisly jak na vlastnostech patogena a hostitele,
tak i na G&inném mechanizmu pienosu infekénich propaguli mezi patogenem a hostitelem.
Pfenos a nasledné Sifeni houbovych propaguli je zavislé na celé fadé procesi jako je
produkce, uvolnéni a rozptyleni konidii, jejich perzistence a kliCivost (Hajek, St Leger 1994).
Konidie, které vykazuji v&tsi perzistenci budou s v&tsi pravdépodobnosti schopny setkat se
s hostitelem a zpisobit nakazu (Inglis et al. 2001).

Vyvoj kazdého z druhii entomopatogennich deuteromycet ma sva logicka specifika,
ktera jsou souhrnem interspecifickych vztahti v konkrétnim systému ,patogen — hostitel®.
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Nicméné entomopatogenni deuteromycety maji charakter konzervativni skupiny patogeni a
na souhrn jejich interakci s hostiteli 1ze aplikovat obecny model. Vyvoj téchto myko6z na
hostitelich 1ze rozdélit do tii fazi, které zahruji primarni interakce mezi patogenem a
hostitelem a vyvoj patogena od prvého kontaktu s hostitelem (Graficky list 8) do ukonceni
vyvojového cyklu (Landa 1994).

[<==,

1) Ptichyceni a kli¢eni konidii A~ S S

na povrchu kutikuly hostitele

2) Penetrace patogena kutikulou do

télni dutiny hostitele L o
t interni kliceni
3) Vyvoj patogena az do faze produkce o b sper
novych konidii S
i . penetrace kutikulou
Schéma: hostitele \ /
(Landa 2002)

Houbové onemocnéni zpravidla iniciuji vitalni a virulentni konidie uchycené na téle
hostitele (Vestergaard et al. 1999). Siteni konidii a mechanizmus zajist'ujici primarni kontakt
konidii shostitelem jsou procesy zpravidla nahodilé, které jsou ve vétsingé pripadi
zprostiedkovany pomoci abiotickych faktord (McCoy et al. 1988). Patogen se v prostredi
miZe Sifit nekolika zptisoby — aktivnim Sifenim infek&nich propaguli (3ifeni na kratké
vzdéalenosti), pomoci povétrnostnich faktorti (vitr a dést) nebo pomoci biotickych vektord
(§ifeni na dlouhé vzdalenosti) (Fuxa, Tanada 1987; Roy, Pell 2000). Castym mechanizmem
Siteni houbovych nakaz v populacich hostitele je kontakt zdravych jedinct s jedinci
infikovanymi nebo tzv. autodiseminace (samoSifeni), pfi kterém dochazi k Sifeni nékazy
uvnitf populaci v souvislosti s vnitropopula¢nimi procesy (McCoy et al. 1988).

Vlastni proces adheze konidie k povrchu t€la hostitele je procesem pasivnim, ve
kterém sehrava kli€¢ovou ulohu povrchova struktura konidii. Konidie nékterych druhd
entomopatogennich deuteromycet jsou pro fézi primarniho kontaktu s hostitelem vybaveny
7elatinovym nebo mucilagennim povrchem (napt. Verticillium lecanii, Aschersonia aleyrodis,
Hirsutella thompsonii aj.) (Tanada, Kaya 1993). Jiné druhy entomopatogennich hub (napf.
Beauveria bassiana, Paecilomyces fumosoroseus, Metarhizium anisopliae) produkuji suché,
silng hydrofobni konidie s rozmanité strukturovanym povrchem. Primarni adheze takovychto
konidii je zajidténa ptimou interakci mezi dvéma hydrofobnimi povrchy, prostfednictvim
elektrostatickych sil, ptipadné i molekularni interakci mezi latkami, které jsou pfitomny na
povrchu konidii a kutikuly hostitele (napf. hemaglutiny, N-acetylglucosamin, glykoproteiny,
steroly, polarni lipidy aj.) (Boucias et al. 1988; Sosa-Gomez et al. 1997; Altre et al. 1999;
. Vestergaard et al. 1999; Malsam et al. 2002).

S adhezi pfimo ‘souvisi i kli¢eni konidii. Aminokyseliny a uhlohydraty obsaZené
v hmyzi kutikule mohou byt diileZitym spoustécim mechanizmem pro kligeni konidii (Smith,
Grula, 1981; Woods, Grula 1984). Tyto Ziviny tak mohou urychlit infek¢ni proces tim, Ze
budou stimulovat kliceni konidii, ale na druhou stranu mohou potencialn¢ zasahovat do
pribéhu hmyzi nakazy, jestlize stimuluji vice vegetativni rist nez tvorbu apresorii (Li,
Holdom 1995). Vyznam exogennich Zivin na povrchu hmyziho hostitele pro stimulaci
Klidivosti konidii B. bassiana demonstrovali ve své studii Woods, Grula (1984) a Hunt et al.
(1984). '

Kligeni konidii je prvni aktivni fazi interakce patogena s hostitelem. Vétsina druhii
entomopatogennich deuteromycet produkuje konidie dostatecné vybavené k vykliCeni bez
nutnosti pfijimat externi Ziviny. Kli¢eni konidii tak pfevazné zavisi na vngjsich abiotickych
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faktorech (r.v.v., teplota), méné& pak na svételnych podminkach a externich Zivinach (Boucias
et al. 1988), ale zarovei i na pfitomnosti latek inhibi¢ni povahy na povrchu kutikuly hostitele
(mastné kyseliny, melanin), (Inglis et al. 2001). Nejdfive dochazi k vyraznému zvétSeni
konidie (bobtnani) a pak nasleduje tvorba primarniho klicku (Boucias et al. 1988). Od urcité
faze nakli¢eni za¢ina primarni kli¢ek slouzit jako penetrujici hyfa. V této fazi je jiZ patogen
zpravidla zavisly na externim zdroji vyzivy a dochdzi k vyuZivani latek pfitomnych v kutikule
hostitele (Boucias et al. 1988). Entomopatogenni houby mohou penetrovat kutikulu pfimo,
piikladem je Verticillium lecanii a Beauveria bassiana nebo formuji apresorium
s penetrujicim hrotem (napt. Metarhizium anisopliae) (Zacharuk 1970 a, b, ¢). Penetrace pres
kutikulu je nejéastjsi zpisob invaze do téla hmyziho hostitele (Ferron 1978), ale vznik
infekce byl rovnéz zaznamenan pies respiraéni systém (Clark et al. 1968), zazivaci trakt

\(Miranpuri, Khachatourians 1991) a ustni ustroji (Siebeneicher et al. 1992). Pfi penetraci

kutikuly uplatiiuji entomopatogenni houby z tiidy Hyphomycetes kombinaci biochemickych
(enzymy) a fyzikalngé mechanickych (tlak penetrujici hyfy) prvki. Produkce exoprotedz je
dulezita pfi penetraci hmyzi kutikuly houbou M. anisopliae a ostatnimi druhy hub, ale stejné
tak se zapojuji i ostatni enzymy jako jsou endoproteazy, esterazy, chitinazy a chitobidzy

/(St Leger et al. 1993). Proteazova a chitinizova aktivita rozhodujicim zpisobem podmifiuje

patogenitu entomopatogennich hub pfi invazi do hostitele’ (St Leger et al.1993). Koncova
$picka invazni hyfy pronikd v enzymaticky naruSeném misté penetrace. Castym mistem
penetrace jsou méné sklerotizované &asti na povrchu téla (Boucias, Pendland 1984).

Po penetraci hyfy do téIni dutiny hostitele nastupuje paraziticka faze vyvoje patogena.
V této fazi patogen kolonizuje t&lni dutinu hostitele a vyuziva latky vazané v télnich tkanich
(Weiser 1977). Za timto ucelem se u vétsiny entomopatogennich deuteromycet vytvareji
pucenim uvniti téla rizné typy heterogennich tenkosténnych télisek (blastospory, kvasni¢na
téliska, hyfalni t&liska a fragmenty). Hyfy uvnitf hemocelu hostitele maji jedno ¢i
vicebun&¢nou strukturu a postradaji klasickou bun&nou sténu/(Ingles et al. 2001). ‘Inch
(1988) prokazal, ze z blastospor houby P.fumosoroseus, které se tvofi béhem infekce
v hemocelu hostitele, je iniciovano zp&tné pronikani mycelia na povrch hostitele. Kromé
formovani uvedenych typt télisek je pro tuto fazi typické i zvySeni produkce riznych
primérnich a sekundarnich metaboliti. Obecnou funkei metaboliti je uvolfovani a ucast
v procesu vyuzivani Zzivin ztkani hostitele (primarni metabolity), potladeni imunitnich
obrannych reakci hostitele a vytvafeni prostiedi nevhodného pro kolonizaci napadeného
hostitele jinymi druhy patogennich nebo saprofytickych mikroorganizmi (sekundarni
metabolity) )(McCoy et al. 1988; Tanada, Kaya 1993). Hmyz miize na houbovou infekci
odpovédét humoralnimi (napt. fagocytéza, enkapsulace) mechanizmy |(Bidochka et al. 1997;
Boucias, Pendland 1998), nicméné hyfélni téliska (balstospory) n&kterych druhd hub, jako je
napt. Nomuraea rileyi, se nezdaji byt fagocytovany hemocyty, a to z divodu, Ze blastospory
postradaji specificky povrchové latky a proto nemohu byt opsonizovany humoralnimi lectiny,
a nebo napodobuji povrchové epitopy hmyzich hemocyti (Boucias, Pendland 1998). Z toho
vyplyva, Ze uhynuti hmyzu mize byt vysledkem kombinace riznych faktori a je zpusobeno
potravni deficienci hostitele, invazi patogena do t&lnich tkdni a jejich destrukei a produkci
toxini. Napt. B. bassiana produkuje mnoZstvi toxickych sloucenin zahrnujici beauvericin,
bassianolide a oosporein. Houba M. anisopliae produkuje toxiny, které jsou znamy jako
destruxiny. N&které z nich jsou zndmé tim, Ze zpusobuji nervovou paralyzu (Dumas et al.
1996), zatimco ostatni mohou mit imunosupresivni u¢inek (Cerenius et al. 1990). Po uhynuti
hostitele zacina saprofyticka vyvojovéa faze, kdy houby produkuji riizné metabolity (napf.
houba B. bassiana a B. brongniartii produkuje oosporein), které zabraiuji v disledku
kompeti¢niho piisobeni kolonizaci odumfelého hostitele ostatnimi mikroorganizmy (Inglis et
al. 2001). V této fazi vytvaii vétdina entomopatogennich deuteromycet mycelidlni masu
uvnitf téIni dutiny hostitele (mumifikace hostitele). Brzy po usmrceni hostitele, pokud jsou
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k tomu piiznivé podminky, hyfy proristaji z téla hostitele a vytvareji konidiogenni burnky
(Ingles et al. 2001), jejichz pritomnost signalizuje pocatek posledni asti vyvojového cyklu
patogena — konidiogenezi. V této fazi jsou nejpatrn&jsi morfologické rozdily mezi
jednotlivymi druhy entomopatogennich hub (konidiofor — usporadani konidii, tvar a velikost
konidii atd.). Druhy enotompatogenich hub vyskytujicich se pfevazné v pudnim prostiedi
(napt. M. anisopliae, B. bassiana) zpravidla vytvafeji husté povrchové mycelium tvofené
kratkymi hyfami a kratké konidiofory, na kterych jsou konidie produkovany v obrovské mase
po celém povrchu téla (Tanada, Kaya 1993).

3.3.4. Nejvyznamnéjsi rody a druhy enotmopatogennich hub (Hyphomycetes,
Moniliales) asociovéné s pidnim prostredim

Beauveria bassiana (Bals.-Criv.) Vuill.

Beauveria bassiana (Bals.-Criv.) Vuill. (Deuteromycotina resp. Mitosporické houby:
Hyphomycetes) je kosmopolitn& rozsifenou entomopatogenni houbou (Gaugler et al. 1989;
Bidochka et al. 1998), ktera reprezentuje Siroce polyfagni druh, ktery se béZn¢ vyskytuje v pudé
a parazituje na pidnim hmyzu (Vanninen et al. 2000;/Keller et al. 2003). Nakazy vyvolané
témito houbami jsou oznadovany jako ,,bilé muskardiny* (Weiser 1966; Kumar et al. 1999).
Vedle druhu B. bassiana bylo popsano dalsich Sest druhii hub rodu Beauveria, a to
B. brongniartii, B. tenella, B. amorpha, B. vermiconia, B. velata a B. caledonica (Driver, Milner
1998).

Jako biologicka alternativa k chemickym insekticidim je houbovy patogen
B. bassiana vyznamné vyuZivan jako mykoinsekticid proti n€kolika hmyzim Skidcim
(Castrillo et al. 2004). Tento patogen zpisobuje primarni onemocnéni u vice nez 100 druht
hmyzu (Hajek, St Leger 1994), ale jen zfidka jsou sledovany epizootie Vv pfirozenych
populacich hmyzu (Eeng et al. 1994). Vyskyt na kiidcich kolonizujicich vyhradné nadzemni
&asti rostlin je velmi Fidky (Weiser 1966), coz mize byt dano i nizkou perzistenci patogena na
povrchu listi (Gardner et al. 1977). Gardner et al. (1977) zjistili, Ze pii aplikaci houby
B. basssiana na listy s6ji ve formé vodni suspenze ztraceji konidie béhem 5-10 dni 50 %
z jejich potateni Zivotnosti. Rychlou ztratu Zivotaschopnosti pfi aplikaci na listy bramboru
(Soanum tuberosum) rovnéz zaznamenalj Storey a Gardner (1987). Nicmén¢ v pudé je houba
B. bassiana perzistentni az po dobu 2 let (Lingg, Donaldson 1981). Na povrchu infikovaného
hostitele B. bassiana vytvaii husté bilé mycelium)(Humber 1997). Vyvoj (konidiogeneze) je
sympodialni, kdy se vytvateji jednotlivé konidie na cik-cak strukturach. Konidiogenni bunky
jsou lahvovitého tvaru. Konidie jsou hyalinni, kulovitého nebo elipsovitého tvaru (Anonym 3,
2007).

Mnoho kment houby B. bassiana se vyznaluje i rozdilnou patogenitou K riiznym
pfirozenym hostitelim a jejich vyvojovym fazim (Fargues, Remaudiere 1977; Poprawski et
al. 1985). V sortimentu hostiteli jsou zastoupeni zastupci zifddu rovnokfidli (napf.
krtonozky), brouci (napf. larvy a kukly chroustdi a chroustkl, mandelinky bramborové,
lalokonoscti a mnoho dalsich druhi), larvy a kukly motyld, dvoukfidlého a stejnokfidlého
hmyzu(Landa 1998).

B. bassiana se b&né pouziva k regulaci populaci zavije¢e kukufi¢ného (Ostrinia
nubilalis) (Lepidoptera: Crambidae) (Bruck, Lewis 2002) a kromé& toho byl prokazan 1
endofyticky vztah mezi B. bassiana a hostitelskou rostlinou (kukufici), coZ znamena, ze B.
bassiana je schopna vyvolat infekci i u larev $kodicich uvnitt rostliny’ (Bing, Lewis 1991).
Konidie na povrchu listd kukufice kli¢i a prodluzujici klicek penetruje do epidermis listu
(Wagner, Lewis 2000). Kli¢eni konidii probiha bez ohledu na topografické signaly na
povrchu listu a kli¢ici hyfa ptimo penetruje do rostlinné kutikuly. Houba B. bassiana rovnéz
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zpisobovala piirozenou infekci u klist'at druhti Hyalomma anatlicu a Ixodes ricinus (Costa et
al. 2001) a nékolik studii ukazuje , ze B. bassiana je b&zny patogen vyvolavajici onemocnéni
u hmyzu Zijiciho na jehli¢natych stromech (Doane 1959; Balazy 1965). Pfi aplikaci had’atek
druhu Heterorhabditis bacteriophora a houby B. bassiana byla pozorovana celkové vyssi
mortalita larev Spodoptera exigua (Lepidoptera, Noctuidae) (Barbercheck, Kaya 1991).

Na hmyzu infikovaném houbou B. bassiana je moZné pozorovat meleaniza¢ni skvrny
a Cerveny pigment (Vey, Fargues 1977; Ferron 1981). Pfitomnost Cerven¢ho pigmentu je
zpiisobena antibiotikem (oosporein) inhibujicim rist bakterii na substratu kolonizovaném
houbou (Ferron 1981). Kromé toho je oosporein toxicky k celé fadé organizmi (Eyal et al.
1994), coz muiZe zpisobit vy3$i mortalitu. Tvorba melanizatnich skvin je zpusobena
poskozenim kutikuly penetrujici konidii (Ferron 1981).

Kolonie houby B. bassiana vykazovaly maximalni tempo ristu na umélém Zivném
médiu v teplotnim rozmezi 23 — 25 °C a pfi vy3si ¢i niZ8i teploté se tempo ristu snizovalo
(Ferron 1967; Studdert, Kaya 1990). Optimalni kli¢ivost, rist a sporulace houby B. bassiana
byla zaznamenéna pti 100 % relativni vzdusné vlhkosti a teploté 25 — 30 °C (Walstad et al.
1970).

Entomopatogenni houbu B. bassiana je mozno snadno kultivovat na pevnych i
v tekutych Zivnych ptdach. Pro masovou produkei jsou vyuZivany dvoufazové a submerzni
technologie kultivace. P¥i submerzni kultivaci vznika asto smés bastospor a konidii. Konidie
vznikaji téméf stejné rychle jako balstospory, ale jsou stalejsi (Feng et al. 1994).

Metarhizium anisopliae (Metschn.) Sorok.

M. anisopliae (Metschn.) Sorok., byla poprvé popsana jako entomopatogen
asociovany s vrubounovitymi brouky &eledi Scarabeidae, napt. Anisoplia austriaca Driver et
al. (2000). Patfi mezi kosmopolitné rozsifené houby s Sirokym spektrem hostiteld (Leland
2001). Rod Metarhizium zahrnuje zastupce (M. anisopliae, M. flavoviride, M. album a M.
brunneum). Na zakladé RAPD analyzy mnoha kmeni je v soudasnosti druh M. anisopliae
povazovan za polyfyleticky a kmeny naleZejici do tohoto rodu (druhu) jsou dale déleny do
Styfech poddruhii: M. anisopliae var. anisopliae, M. anisopliae var. majus, M. anisopliae var.
lepidiotum, M. anisopliae var. acridum Driver et al. (2000). Napiiklad M. anisopliae infikuje
vice nez 200 druhti hmyzu a patii mezi bézné zastupce pudni mykoflory (Bridge et al. 1993;
| Dromph, Vestergard 2002).

Nékazy vyvolané houbou M. anisopliae jsou oznalovany jako ,zelena muskardina®,
protoze infikovany jedinec porGstd hustym, tmavé zelenym myceliem. Konidiofory jsou
vétvené, tvorici ttvary podobné hustym mnohoramennym svicnim. Na kratkych fialidach
vyristaji dlouhé, ty&inkovité konidie, které vytvareji kompaktni sloupce (fetizky) (Humber
1997). Vzdu$né konidie obsahuji na svém povrchu latku ze skupiny monoamini znarou jako
hydrophobis, ktera poskytuje ochranu konidiim v pfirozeném prostiedi a zvySuje jejich
hydrofobni vlastnosti. Stejna latka je ptitomna i na povrchu konidii entomopatogenni houby
B. bassiana (Bidochka et al. 1995). M. anisopliae pouZiva pfi penetraci hmyzi kutikuly
podobng jako vétsina ostatnich druhi entomopatogennich hub kombinaci biochemickych
(enzymy) a fyzikilné mechanickych (mechanicky tlak penetrujici hyfy) prvka.
Nejvyznamnéj$im kutikulu degradujicim enzymem je subtilisin napf. Pr1 (Wang et al. 2002)

Optimalni teplota pro vétsinu kment M. anisopliae je 25 °C, nicméné teplotni ristovy
pomér se u jednotlivych kmend zna¢né 1isi. Nékteré kmeny maji Siroké teplotni rozmezi leZici
kolem optima, zatimco u ostatnich kmenti je teplotni rozmezi mnohem uzsi. Pfi testovani 22
kmenii houby M. anisopliae se maximalni ristovy pomér pfi teploté 25 °C pohyboval od
2,5mm do 5,9 mm za den. Vé&tSina kmenti rostla v teplotnim rozmezi 11 — 35 °C, i kdyz u
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nékolika kmenti byl zaznamenan rist i v teplotnim rozmezi 8 — 37 °C. Optimalni teplota se
pohybovala v rozmezi 25 — 32 °C (Ouedraogo et al. 1997).

Paecilomyces fumosoroseus (Wize) A.H.S.Br. & G. Srn.

P. fumosoroseus (Wize) A H.S.Br. & G. Sm., nalezi do vlaknitych entomopatogennich
hub (Deuteromycotina: Hyphomycetes). Rod Paecilomyces (P. fumosoroseus, P. farinosus, P.
lilacinus, P. variotii) reprezentuje $iroce polyfagni entomofagni, akarifagni a nematofagni
druhy hub, které iniciuji ndkazy na zastupcich z mnoha fadi hmyzu (Orthoptera,
Thysanoptera, Coleoptera, Homoptera, Lepidoptera, Diptera) (Osborne, Landa 1992; Hoddle
2004), fytofagnich rozto€ich (napf. sviluSkoviti — Tetranychidae) (Shi, Feng 2004) a
nékterych druzich had’atek (mapf. cystotvorna hadatka zrod Globodera, Heterodera)
) (Franco et al. 1981;\Siddiqui, Mahmood 1994).

, Patogen byl popisovan a evidovéan pod fadou riznych jmen (napf. Isaria fumosoroseus

WIZE, Sicaria aphodii Vuill, Spicaria cossus Portier a Sartory, Penicillium hibernicus
Kennelly a Grines, Penicillium isarioides, aj.)/(Samson, Rombach 1985, Osborne, Landa
1992). Na pfirozeném hostiteli i na umélych zivnych padach vytvaii P. fumosoroseus zprvu
bilé vatovité kolonie (pramér okolo 4cm za 14 dnii pfi 25 °C), které pozdé&ji méni barvu od
odstinti narizovélé pies nafialovélou az do Sedofialové barvy (Bajan 1973). Zména barvy
kolonii ptimo koreluje s vyvojem kultury. Starsi, pln¢ sporulujici kultury maji az Sedofialové
zbarveni a vatovity charakter kolonie se méni v prasny, s povrchem zcela pokrytym
obrovskym mnozstvim konidii.

Hlavni determinaéni znaky druhu jsou detekovany na morfologickych strukturach
sporulujicich kultur. Tvorba synnemat je u tohoto druhu &asta Humber (1997). Konidiofory se
vétSinou vytvafeji na vzdusnych hyfach (Barnett 1962), nesouci preslenovité rozbihavé
(divergentni) vétve a konidiogenni buiiky (fialidy) (Humber 1997). Konidiogenni phialidy se
na koncich konidioforti formuji v poétu 3 — 6 fialid /1 konidiofor, na kterych se vytvareji
ovalné konidie. Konidie se na koncich philid oddéluji postupné, nejmladsi konidie je vzdy
v kontaktu s phialidou a odtlatuje starsi konidie dal do tvoriciho se fetizku. V jednom fetizku
konidii pfichyceném na konidiogenni phialidé mize byt pfitomno i vice nez 50 konidii
((Samson 1974; Osborne, Landa 1992). P. fumosoroseus muiZe mit jesté dalsi morfologické
‘stadium (blastospory), tvofici se pii kultivaci v submerzni kultufe (tekuta Zivna puda) (Vidal
etal. 1997).

P. fumosoroseus je kosmopolitni Siroce polyfagni houbovy patogen, ktery byl
v ptirozenych podminkach nejcast€ji izolovan ze zastupct z fadu Lepidoptera, Diptera a
Coleoptera' (Bajan 1973). Infekéni cyklus P. fumosoroseus je obzvlasté rychly ve srovnani
s jinymi entomopatogennimi houbami. V pokusech bylo dokéazano, Ze infekéni cyklus PFR je
o 1 -3 dny kratdi nez u Verticillium lecanii a o 4 — 7 dni kratsi nez u Aschersonia aleyrodis

\ (Landa, Jiranova 1988).

Teplota vzhledem k r. v. v. je méné limitujicim faktorem. Optimalni tempo ristu bylo
dosazeno pfi 20 — 30 °C a rust houby dosahoval 0 — 5,2 mm za den. Vyssi teploty (30 —
40 °C) omezovaly rist vice nez teploty nizsi (8 — 11°C). Vysledky ukézaly casteCnou
variabilitu tykajici se mikroklimatu houbového biotopu. Nejvice izolati pochazi z Evropy
(mimé podnebi), kde se teplotni rozsah pro rust pohybuje od 8 — 30 °C s optiméalnim tempem
riistu pii 20 °C, 20 — 25 °C nebo 25 °C. Teplotni rozsah pro izolaty z Jizni Ameriky (vlhké a
suché subtropické podnebi) a ze zapadni Asie (vlhké, tropické podnebi) byl $irsi (8 — 35 °C)s
optimalnim rdstem pii 25 °C, 25 — 28 °C nebo 28 °C. Indické izolaty (monzunové podnebi)
vykazovaly nejlepsi snaSenlivost k vysoké teplot& (32 — 35°C) (Vidal et al. 1997).
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Paecilomyces lilacinus (Thom) Samson

Houba P. lilacinus byla opakované izolovana z larev rizného druhu hmyzu. Prvni
kmen izolovany z vaji¢ek pidnich had’atek z rodu Meloidogyne byl zaznamenan v Peru, ale
jak uvadi Jatala (1982), houba je schopna infikovat vaji¢ka i ostatnich druhi phdnich
nematod, napf. Globodera rostochiensis 'WOLLENWEBER, Heterodera glycines
ICHINOHE. Za ur&itych okolnosti miize houba P. lilacinus zpUsobit infekci i u pohyblivych
vyvojovych stadii nematod a nebo sedentérnich samicek, ale nejvyssi u€innost vykazuje proti
vajitkim (Cabanillas et al. 1989). Kromé toho bylo zjisténo, ze P. lilacinus je potencialné
vyuzitelné bioagens proti houb& Rhizoctonia solani, ktera je ptivodcem celé fady onemocnéni
u kulturnich rostlin. V podminkéch in vitro se prokazalo, Ze houba P. lilacinus produkuje
substance inhibujici riist R. solani a zpisobujici morfologické abnormality na hyfach (Jacobs
et al. 2003).

Kolonii P. lilacinus je moné charakterizovat jako rychle rostouci, vytvaiejici
chomacovité mycelium, vinové Eervené aZ po fialovou barvu. Konidiofory vzty¢ené, 400 —
600 um na délku, prileZitostné formovany v trsy az do 2 mm vysky, nesouci vétve s huste
nakupenymi fialidami. Konidiofor 3 — 4 um Siroké, od Zluté do nachové, s hrubym povrchem
(tetky). Fialidy se z rozsifené bazalni ¢asti zuZuji v tzky krk. Konidie jsou elipsoidni az
vietenovité, hyalinni (2,5 - 3,0 x2,0 —2,2 pm) v fetizku (Hoog et al. 2000).

Lecanicillium lecanii (Zimmerman) Gams & Zare (dfive Verticillium lecanii (Zimm.)
Viégas)

Lecanicillium lecanii, revize rodu provedena vroce 2001 (Zare, Gams 2001a,b).
L. lecanii (Deuteromycotina resp. Mitosporické houby, Hyphomycetes) je kosmopolitné
rozsiteny druh entomopatogenni houby, ktery byl poprvé popsan po izolaci z ervee Coccus
viridis (Hall 1976; Hall 1981). L. lecanii je velmi dobfe znama polyfagni entomopatogenni
houba. - Spontanni epizootie zplusobené timto patogenem jsou nejéast&ji zaznamenany
v populacich hmyzu fadu Homoptera, zvlasté pak v populacich riznych druhii msic, molic a
gervetl (Hall 1976). Méné &asté jsou zdznamy tykajici se vyskytu L. lecanii v populacich
hostiteld patticich do jinych fadi hmyzu, nicmén€ v sortimentu hostiteli patogena byly
zaznamenani zastupci fada Orthoptera, Heteroptera, Lepidoptera, Coleoptera, Hymenoptera
a Thysanoptera, z nichz zejména nekteré druhy tfasn€nek patfi k velmi b&Znym hostitelim.
Spektrum parazitizmu L. lecanii vSak neni omezeno pouze na hmyz. Spontanni epizootie
zpisobené L. lecanii byly zjistény i v populacich n€kterych druht rozto¢u (napt. Tetranychus
urticae a vlnovniki z eledi Eryophidae)|(Osborne, Landa 1992). Kromé parazitické asociace
s uvedenymi skupinami ¢lenovei bylo zjisténo, Ze se L. lecanii vyskytuje i jako ektoparazit na
nékterych druzich fytopatogennich hub. Piikladem této ektoparazitické formy vyvoje L.
lecanii je vyskyt na uredosporach riznych druh@ rzi (napf. Uromyces dianthi,
U. appendiculatus, Puccinia graminis) a na konidiich padli okurkového Sphaerotheca
fuliginea. L. lecanii je biotrofni parazit, ktery usmrcuje padli okurkové po penetraci do
hostitelskych bunék a nasledné utilizaci Zivin (Deacon 1983; Askary et al. 1997).

Hlavni determinaénim znakem L. lecanii je typickd forma sporulace. V prib&hu
konidiogeneze se na vzdusném myceliu vytvafeji dlouhé uzké lahvicovité konidiofory, na
jejichZ koncich se postupné tvofi elipsoidni konidie. Konidiofory jsou na myceliu umistény
v preslenech a z jedné zony protilehle vyriistaji 2, 3 aZ 4 konidiofory. Na koncich hyf mize
byt pieslen tvofen i vice konidiofory. Konidiofory jsou vytvafeny postupné a vzdy nova
mladsi konidie odtladuje dfive vytvotenou konidii do postupné se tvoficiho shluku, ktery ma
podobu kuli¢ky. V zavéretné fazi sporulace se kulicky pokryvaji mucilagenni hmotou, ktera
udrzuje kompaktni tvar finalniho Gtvaru (Hall 1985).
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3.4. Faktory prostiedi ovliviiujici i¢innost a perzistenci entomopatogennich
hub

3.4.1. Obecny vliv prostfedi na vyvojovy cyklus

Patogenicita je kvalitativni schopnost patogena zpusobit onemocnéni a je podminéna
fadou faktord, zahrnujici fyziologii hostitele (tj,. obranné mechanizmy), fyziologii houby
(patogenni schopnosti jako produkce enzymi a toxind) a faktory prostfedi (Inglis et al. 2001).

Vn&jsi prostredi ma na pribeh infekce a vyvoj patogena velmi vyrazny vliv. V poradi
klesajici relevance se nejvyraznéji uplatiiuji vihkost a teplota, mensi vyznam maji ostatni
fenomény prostiedi (sloZeni a pohyb vzduchu, svétlo a fotoperioda). Tyto faktory prostiedi
ovliviluji zejména $ifeni konidii, kli¢eni konidii, penetraci invazni hyfy kutikulou a sporulaci.
Vyvoj entomopatogennich hub ve fazi kolonizace t&lni dutiny je abiotickymi faktory
ovliviiovan mén& vyrazné\(Tanada et al. 1993; Inglis et al. 2001). Optimalni teplotni zona
aktivity vétsiny entomopatogennich deuteromycet se pohybuje v rozmezi 20 — 30 °C. Kli¢eni
konidii probih4 nejrychleji pii teplotach okolo 25 °C. Konidie deuteromycet v dormantnim
stavu viak snadno piezivaji i dlouhodobé zmrazeni a kratkodobé i teploty v rozmezi 45 —
55 °C (Landa 1994).

3.4.2. Relativni vlhkost

Klicovym faktorem prostfedni je vlhkost. Vétsina konidii entomopatogennich
deuteromycet kli¢i pouze pfi r.v.v. vyssi nez 90 %, ale pfimé smodeni konidii ve vod¢ mize
kliivost inhibovat (McCoy at al. 1988). Pro sporulaci je u deuteromycet zvyseny pozadavek
na r.v.v nad 92,5 % (Walstad et al. 1970). V souhrnu interakci ,,patogen - % relativni vzduSna
vlhkost“ se vice prosazuje vliv mikroklimatu nez hodnoty zjisténé v makroklimatickém
okruhu. V porovnani s ostatnimi faktory prostiedi je vlhkost jednoznatné faktorem
nejvyznamné&jsim (Landa 1994).

Relativni vlhkost je dileZitd nejen pro kli¢eni konidii, ale také pro konidiogenezi na
povrchu mrtvého hostitele. Ve vech ptipadech konidiogeneze na povrchu kadaveru vyzaduje
vysokou vlhkost (Inglis et al. 2001). N&které druhy hub mohou tolerovat extrémni teploty pii
vy$§i vzdusné vlhkosti nebo pfi snadné kondenzaci vody, kdy ztrata vody je minimalni
(McCoy et al. 2002).

Relativni vlhkost miZe ovlivnit Gspésnost houby riznymi zpisoby. Vlhkost
v kombinaci s teplotou ovliviiuje evaporaci, kterd mize vyustit ve ztratu malych kapének
vody a negativn& tak ovlivnit pribéh nakazy)(Roberts, Campbell 1977). Vlhkost miize také
velmi vyznamné& ovlivnit perzistenci houbového inokula (Goettel et al. 2000). To je zjevné
predevsim pii chladnych a suchych podminkéach, kdy konidie vétSiny entomopatogennich
druhii vykazuji vyssi stabilitu v prostfedi. (Hedgecock et al. 1995). Vliv teploty a vlhkosti
spolu velmi uzce koreluje. Nékteré druhy hub mohou tolerovat extrémni teploty pii vySsi
vzdudné vlhkosti nebo pii snadné kondenzaci vody, kdy ztrata vody je minimalni (McCoy et
al. 2002). Pro vétsinu hub je pfizniv&jsi prostfedi suché s niz§imi teplotami, avSak né€které
druhy jako M. anisopliae pteziva 1épe v prostfedi s vy$§i relativni vlhkosti a mirnymi
teplotami (Goettel et al. 2000). Naptiklad Fargues and Luz (2000) zjistili, ze relativni vlhkost
minimalné 97 % byla nezbytna pro produkci konidii B. bassiana na mumifikovaném hostiteli
Rhodnius prolixus a to naznaGuje, Ze vysoka vlhkost je kli¢ovym klimatickym faktorem
ovliviiujicim schopnost dokonceni vyvojového cyklu B. bassiana. Zatimco vysoka vlhkost
prostfedi je predpokladem pro konidiogenezi na povrchu hostitele, Fernandes et al. (1989)
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zjistil, ze n&které druhy entomopatogennich hub (napf. B. bassiana) mohou vytvaiet
v hemocelu hmyzu konidie i v podminkéch nizké vlhkosti.

Predpoklad vlhkosti béhem kliceni entomopatogennich hub vedl k vSeobecnému
zavéru, 7e vlhkost je nezbytnou podminkou pro efektivni vyuziti hub v integrované ochrané
rostlin. Toto muZe byt pravdivé pro nékteré taxony hub, aviak je nepravdépodobné, zZe
vieobecné plati ve viech podminkach. Mnohé studie naznaduji, Ze suché prostfedi béhem ¢i
bezprostiedné po aplikaci houbovych propaguli ma méné $kodlivy ucinek nez se
ptedpokladalo. Napiiklad okolni vlhkost neméla vliv na vyvolani onemocnéni hmyzu houbou
B. basiana a M. anisopliae (Fargues et al. 1997). Schopnost téchto hub kli¢it a infikovat
hostitele v podminkach snizené okolni vlhkosti je pfisuzovan dostatecné vlhkosti v ramci
mikroprostfedi| (Inglis et al. 2001). Vitr mize také vyznamné zménit vlhkost ur¢itého
mikroklimatu a velmi tak ovlivnit chovani hub, (McCoy et al. 2002). Prostiedi na povrchu
kutikuly Zivého hostitele zfejmée také ovlivituje kli¢eni entomopatogenni houby bez ohledu na
relativni vzdusnou vlhkost okoli(Ramoska 1984).

Dalsi studie vlivu relativni vzdusné vlhkosti na infekci hostitele entomopatogenni
houbou naznaluji, e napt. B. bassiana a M. anisopliae zpusobuji stejny stupeil infekce u
larev Scolytus scolytus v rozmezi od 51 — 97,5 (100) %. Ovsem pii vyssi vlhkosti byla u
sledovanych kment v dusledku houbové infekce zaznamenana rychlejsi mortalita (Doberski
1981). Z vysledki je zfejmé, ze rozmezi relativni vihkosti pro tspésnou infekci hostitele je
znatné Siroké a to i pfi nizdi relativni vlhkosti (Doberski 1981;, Studdert, Kaya 1990), za
predpokladu, Ze koncentrace konidii je dostate¢na., Studdert, Kaye} (1990) sledovali ucinnost
houby B. bassiana na larvach mandelinky bramborové (Leptinotarsa decemlineate) a zjistili,
e celkova mortalita ve viech sledovanych vlhkostnich rezimech (55 %, 75 % a 100 % r.v.v.)
byla velmi obdobna. Na zakladé téchto zjisténi Ize predpokladat, Ze nizka relativni vlhkost
nezabrani infekci hmyzich hostiteld houbou B. bassiana. Ovsem vyssi vlhkost je dileZita pro
tvorbu konidiofort na infikovanych jedincich.

Srazky napomahaji k uvolnéni propaguli ze substratt a jejich 3ifeni do prostfedi, kde
mohu pfilnou ke kutikule hmyzu) (Boucias et al., 1988). Posledni poznatky naznacuji, Ze dést
miZe zpisobit vyznamné omyvéni konidii B. bassiana a M. anisopliae z listi jednodéloznych
i dvojd&loznych rostlin i povrchu larey (Inglis et al., 2000).

3.4.3. Teplota

Teplota je dalsim klicovym faktorem ovliviiujicim G¢innost patogena. Je dobte
dokumentovano, 7e okolni teplota ovliviiuje rychlost infekce a CGas, ve kterém dojde
k usmreeni hostitele nakazeného entomopatogenni houbou ,(Inglis et al. 2001). Napf.
optimalni teplota pro M. anisopliae infikujici dospélce tiasnének je 23°C a jeji pokles 0 3 —
5°C zpusobuje prodlouzZeni doby potiebné k usmreeni hostitele o jeden den (Vestergaard et
al. 1995). Prodlouzeni doby potfebné k usmrceni hostitele mize byt kritické v piipadech
potlatovani skadct s explozivnich populaci a taktéZ u ochrany plodin velkého ekonomického
vyznamu (Inglis et al. 2001).

Optimalni teploty pro vétSinu Hyphomycets je v rozmezi 20 az 25 °C, avSak infekce a
nakaza se mohou rozvinout v teplotach v rozmezi 15 — 30°C. Nad 30°C je rust obvykle
potlaten a kolem 37 °C zcela ustava, (Inglis et al. 2001). Napriklad Fargues et al. (1997)
objevil, Ze &ty izolaty M. anisopliae var. acridum jasné zptsobily uhyn 98 —100% hostitelt
v podminkéch o teploté 25 —30°C a0 % pti 40 °C. Zaznamenany byly viak velké odchylky
pfi teploté 35°C, kdy byla zjisténa mortalita od 40 — 100%. Cammon, Rath (1994) odizolovali
kmen houby M. anisopliae, ktery je infekeni i v 5 °C a vykazuje perzistenci po dobu 2 let. U
hub B. bassiana a P. farinosus byla sledovana schopnost kligit a rust s naslednou infekci
hostitele i pfi teplotach nizSich nez 10 °C v porovnéani s M. anisopliae (Doberski 1981).
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Vinninen (1995) pozorovala u n&kolika finskych kmeni M. anisopliae schopnost ristu a
sporulace dokonce i pfi 8 °C, i kdyZ tento riist byl velmi pomaly.

Podobné jako u vnimavosti k slune¢nimu zafeni je patrna variabilita mezi genotypy
v teplotnich charakteristikach (Inglis et al. 2001). Pfi porovnani u¢innosti jednotlivych kmeni
entomopatogennich hub na larvy Scolytus scolytus v zavislosti na teploté vykazoval jeden
kmen B. bassiana a P. farinosus schopnost vyvolavat infekci na larvach Scolytus scolytus
dokonce i pti teploté 2 °C (Doberski 1981).

V ramci polnich pokusti mohou teploty béhen dne vyrazné kolisat. Teplotni fluktuace
béhem dne podle vysledkii mnohych pokusii vyznamné ovliviiuji in vitro rist mnoha
Hyphomycets. Optimalni teplota pidy pro pfezivani a perzistenci hub se velmi méni
v zavislosti na druhu, respektive kmenu entomopatogenni houby, pidnim typu (druhu) a na
piitomnosti pfirozenych antagonistickych organizmii (Inglis et al. 2001). Pfi testovani rustu
jednotlivych kment v ruznych teplotnich rezimech se prokazalo, Ze kmeny B. bassiana
odizolované na zemé&dg&lsky obhospodafovanych pudach rostly vyznamné lépe pii vysSi
teploté (37 °C) a byly vice odolné vici ultrafialovému zafeni na rozdil od kmeni
odizolovanych v lesnich a arktickych podminkéch, které vykazovaly lepsi rust pfi teplotach
nizsich (8 °C),(Bidochka et al. 2002). Asociace s pfirozenym prostiedim a teplotnim profilem
byla rovn&Zz prokdzana i u houby M. anisopliae (Bidochka et al. 2002), coz potvrdili 1
Cammon a Rath (1994), ktefi zjistili, Ze rychlost kli¢ivosti a teplotni rozmezi, ve kterém je
houba M. anisopliae schopné realizovat sviij vyvojovy cyklus, se u jednotlivych kment
odizolovanych z riznych klimatickych oblasti velmi lisi a pohybuje se v rozpéti 2,5 — 37 °C.

3.4.4. UV zareni

Slune¢ni zafeni je jednim z nejvyznamnéjsich faktord ovliviiujicich perzistenci
propaguli nad povrchem pudy. Konidie a mycelium viech druhti entomopatogennich hub jsou
vysoce vnimavé ke slune¢nimu zafeni (290 — 400 nm) a obzvlaste k frakci UVB slune¢niho
spektra (Inglis et al. 2001). Perzistence houbovych propaguli na subtratech vystavenych
pfimému  slune¢nimu zafeni je vyznamn€ redukovana v porovnani s propagulemi na
chranénych lokalitach (Gottel et al. 2000). Mikroklima, ve kterém houby Ziji je vyznamnym
faktorem ovliviiujicim jejich perzistenci. Vliv mikroklimatu by nemél byt piehliZzen, protoze
mnoho druhii hmyzu Zije v obdobi, kdy pida neni chranéna rostlinnym pokryvem. Perzistence
konidii na substratu, ktery je exponovan piimému sluneénimu zéfeni, je podstatné sniZzena ve
srovnani s propagulemi, které jsou pfed pifimym slune¢nim zafenim chranény napf.
rostlinnym pokryvem (Inglis et al. 1993). VétSina studii zabyvajicich se vlivem slune¢niho
zéteni na perzistenci konidii se zamé&fovala na pfeZivani konidii na povrchu rostlin nebo na
nezivych susbstratech, ale zatim je velmi malo znamo o perzistenci konidii na hmyzu —
konidie na povrchu hmyzu jsou ke slune¢nimu zéafeni stejné vnimavé jako na povrchu listd a
na substratu. zjistil Inglis et al. 1997.

Nicméné byly pozorovany vyznamné odchylky ve vnimavosti k slune¢nimu zéfeni
mezi kmeny uvnitt druhu (Gottel et al. 2000). Napfiklad Fargues (1996) zaznamenal, Ze
konidie M. anisopliae var. acridum byly obvykle odoIn&jsi k umé&lému slune¢nimu zafeni
(295-1100 nm pfi zafeni UVB 0.3 W/m2) nasledované konidiemi B. bassiana, M. anisopliae,
P. fumosoroseus. Zatimco mechanizmus odolnosti proti slune¢nimu zafeni nebyl podrobnéji
studovan, odolnost vii¢i poskozeni vlivem UV miiZe byt povaZovéana za selekéni faktor pro
genotyp hub pouZitelnych v IOR. Zatimco UVB slozka zafeni ma Skodlivy efekt, vyssi vinové
délky mohou byt prospésné stimulaci fotoreaktivity pisobici proti kodlivému G¢inku UVB
spektra (Gottel et al. 2000). Ultrafialové slune¢ni zéafeni (predevsim UVB, 280 — 320 nm) ma
pfimy uginek na strukturu chromozomaélni DNA uvnitf bunék nebo zpisobuje nepiimé
poskozeni v disledku vzniku molekul reaktivniho kysliku (Ignoffo 1992 Ignoffo, Garcia
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1994). Vlivem UV zafeni se u konidii, které zustaly zivotaschopné, sniZuje rychlost kliCeni,
coz mize byt zpisobeno nasledkem piimého poskozeni nukleovych kyselin a proteind,
obrannou reakci konidii proti UV zafeni nebo Casovou prodlevou ¢i vyuZitim energie na
odstranéni poskozeni vzniklého v dusledku UV zéafeni' (Moore et al. 1993).

Rychla inaktivace infek&nich propaguli slune¢nim zafenim je mnohymi povaZovana za
hlavni prekazku Gsp&$né komercionalizace entomopatogenti $kiidct polnich plodin a proto se
pozornost pfenasi na ochranu entomopatogent (Inglis et al. 2001). NejoblibenéjSim postupem
je pouziti slune¢nich ,,blockeri* a/nebo UVB-absorbujicich chemikalii (tzv. sunscreenil) ve
formulacich propaguli. Na rozdil od hub byla testovana cel4 fada ,,sunscreenti v kombinaci
s entomopatogennimi viry a Bacillus thuringiensis. Souhrn ,,sunscreenu” k ochrané
mikroorganizmti je dostupny v pracich Bernhard et al. (1998) a Burgese, Jones (1998) jak
uvadi Inglis et al. (2001). Zatimco mnoZstvi _sunscreeni vykazovalo vyborné ochranné
vlastnosti v kontrolovaném prostfedi, pokusy ke zvySeni perzistence Ci efektivity v polnich
pokusech jsou mén& b&zné. Napiiklad mnohé v olejich rozpustné ,,sunscreeny® vyznamné
zvysily preziti konidii B. bassiana a M. anisopliae vystavenych umélému ozafeni (Moore et
al. 1993), ale nevykazovaly zlepSeni pfeziti konidii B. basiana aplikovanych na listech
v polnich podminkach (Inglis et al. 1995). Mezi dal$i ochranné faktory je mozné zafadit
pigmentaci konidii u ‘nékterych Hyphomycets, protoze miize piiznivé ovlivnit odolnost
propaguli k slune¢nimu svitu oproti nepigmentovanym konidiim (Liu et al. 1993a). Dalsi
strategii pro zvy3eni perzistence konidii je aplikace konidii na spodni stranu list, avSak
provedeni takovéto aplikace mize byt obtizné.Uspéch této metody také zavisi na potravnich
zvyklostech cilové skupiny hmyzu/(Sopp et al. 1990).

3.4.5. Pidni abiotické a biotické faktory

Mnoho Hyphomycets je povaZovano za pudni organizmy s vysokym potencidlem
v boji proti pidnim Skidcim. Nicméné, pida je velmi komplexni Zivotni prostiedi a
perzistenci ¢i G€innost entomopatogena zde ovliviiuje cela fada faktord jako pidni typ,
vihkost & piitomnost Zivé piidni mikroflory (Inglis et al. 2000). Houby obyvajici ptidni niku
jsou chranény proti vysychani, ultrafialovému zafeni a extémnim teplotam, nicméné jejich
rozsiteni je sezénni a reflektuje celkové prostorové rozsifent, které se blizi zapornému binomu
(McCoy et al. 2002).

Vyznam konkrétnich vlastnosti pidniho prostfedi (vodni potencial, teplota, relativni
vlhkost, obsah jilovych minerald apod.) na vytrvani hub v padé byl nezavisle zjistovan v celé
tadg studii (napt. Hywel-Jones, Gillespie 19903 Fargues 1976; Lingg, Donaldson 1981).

Padni voda vyznamné ovliviiuje persistenci konidii v pid&. Vytrvani konidii napf. u
houby B. bassiana se snizuje se zvySujicim se obsahem vody v pidé (Lingg, Donaldson
1981). Vyssi ptezivani konidii B. bassiana bylo zaznamenano v ptdach s niz§im obsahem
organické hmoty, ale perzistence konidii se snizovala se zvy$ujicim se obsahem vody v pidé
(Studdert, Kaya 1990). Voda neni pravdépodobné limitujicim faktorem ovliviiujicim kli¢ivost
konidii v pudg, protoze kromé extrémné suchych podminek je relativni vlhkost pldni
atmosféry vysoka (Lingg, Donaldson 1981).

Fyzikalni vlastnosti pidy mohou ovlivnit perzistenci a prostorovou interakci mezi
houbovym patogenem a piidnim hmyzem (Villani et al. 1994). Vlivem mechanické filtrace
pady se 86 — 95 % konidii nachazi v hloubce do 5 cm, ale i presto zbyvajici ¢ast konidii
nachézejicich se v hloubce 5,1 — 15 cm je schopnd vyvolat infekci u vnimavého hostitele
(Storey et al. 1989).

Lingg, Donaldson (1981) studovali nepfiznivy vliv obsahu dusikatych latek (Cerstvy
hnij) na perzistenci konidii. Piida obsahujici Cerstvy hnij poskytovala nepfiznivé podminky
pro vytrvani houby B. bassiana v pudé. Naproti tomu piida obohacena o kompost vykazovala
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vy$si nérist poétu kolonii (Colony Forming Units) oproti kontrolnim variantdm (Lingg,
Donaldson 1981), coZ miiZe znamenat, Ze houba B. bassiana je schopna se vyskytovat jako
saprofyt (Tanada, Kaya 1993).,Lingg, Donaldson (1981) uvadi, ze pfezivani konidii
B. bassiana je vy$si v ptidach s nizkym obsahem organické hmoty.

Vétsina druhfi entomopatogennich hub je tolerantni k Sirokému rozpéti pH (pH 5 —
10), kdy neutralni pidni reakce (pH 7) se povazuje za optimalni. Chemické vlastnosti
charakteristické pro jednotlivé pidni druhy (typy) mohou ovliviiovat prezivani hub v pudé a
vnimavost hostitele k houbové infekci podobné jako kationtova vyménna kapacita a urcité
minerdly (napt. méd’ a sira), které jsou do plidy obvykle vnaseny ve formé& hnojiv (McCoy et
al. 2002). Utinek fungicidd, insekticidd, akaricidd, herbicidi a ristovych stimulatord
ovliviiuje vytrvani entomopatogennich hub v padé. Tyto prostiedky zasahuji do houbovych
epizootii snizenim populaci pfirozenych hostiteld nebo inhibi¢nim psobenim na kli¢ivost
konidii a vegetativni vyvoj hub!(Gardner, Storey 1985).

Houbové propagule jsou kromé abiotickych faktord ovlivnény i faktory biotickymi,
predeviim pak antagonisticky pusobicimi bakteriemi (Old, Robertson 1970). Zda se, Ze
piirozené se vyskytujici pidni mikroorganizmy a jejich sekundarni metabolity vykazuji
v urditych pudnich podminkach antagonistické pisobeni ovliviiujici infek&nost a prezivani
entomopatogennich hub v pidnich ekosystémech (McCoy et al. 2002).

3.5. Metody izolace entomopatogennich hub z pudy

74kladem studia druhového slozeni pidni mykofléry je izolace pidnich hub. VétSina
izola¢nich metod patii mezi neptimé metody studia ptidnich hub a je nemozné jimi rozlisit,
které druhy vyrostou ze spor a které z aktivniho mycelia (Repova 1985). Entomopatogenni
houby jsou v piidé heterogenn¢ rozsifeny, proto smisenim pidnich vzorkt docilime zvySeni
frekvence izolace entomopatogennich hub z pidy (Goettel, Inglis 1997).

Bé&zné pouzivanou izoladni technikou je¢' metoda ziedovaci — ,,s0il dilution plate
method* (Garrett 1963). Tato metoda slouZi nejen k identifikaci izolovanych hub, ale také
k uréitému vyjadieni kvantitativniho zastoupeni hub v pudé — stanoveni celkového poctu
kolonii (Repova 1985). B&znym postupem je homogenizace uréitého mnozstvi pidy ve
sterilni vod& nebo pufru (pH 6 — 7) a poté je pomérna &ast rozptylena, napf. pomoci kulicek,
na semi-selektivnim mediu (Goettel, Inglis 1997).

Daldi b&zn& pouzivanou metodou izolace pudnich hub je Warcupova ,,s0il plate
method* (Warcup 1967), ktera poskytuje pfiblizné stejné vysledky druhového zastoupeni hub
v pidé jako pfedchézejici metoda (Repova 1985). V nékterych piipadech miZe byt zadouci
rozptylit pidu na misku piimo, coz je rychlejsi neZ ztedovani piadnich vzorki.
Nejjednodussim postupem je pak rozprasit pidni ¢astice na povrch agarového media a nechat
houby paprséité se rozrist z pidnich ¢astic. Pokud vSak neni pouzito selektivni medium, tento
zpusob izolace poskytuje neuspokojivé vysledky, nebot’ kontaminujici houby v urcité fazi
pierostou houby entomopatogenni/(Goettel, Inglis 1997).

Dalsi metodou je metoda hmyzich pasti (insect baiting) pouZita pro nepfimou izolaci
hub z pidy. Obvykle, entomopatogenni Hyphomycetes jsou povazovana za slabé saprofyty,
ale protoze maji schopnost infikovat Zijici hmyz, mohou vniknout do Zijiciho hmyzu pomérn¢
bez konkurence (Goettel, Inglis 1997). Entomopatogenni houby maji antibiotické vlastnosti
pro vsechny b&zné saprofyty. Na hmyzu, jeZ uhynul v dasledku jiné nakazy (nez
entomopatogennimi  houbami), se b&zné vyskytovaly rozmanité druhy druhotnych
saprofytickych hub, zatimco hmyz, jez uhynul v disledku nakazy entomopatogenni houbou,
mél na svém téle jen ziidka pfitomny i jiné druhy hub (Walstad 1970).
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3.5.1. Galleria bait method (GBM) (metody Zivych pasti)

Jedna se o metodu pomoci které lze detekovat a nasledné i odizolovat
entomopatogenni houby zpudy. Tato metoda byla pivodné urCena pro detekei
entomopatogennich hlistic v pidé. V roce 1975 Bedding a Akhurst zjistili, Ze larvy zavijece
voskového (Galleria mellonella) pokud jsou zahrabany do ptdy, mohou byt pouzity jako
navnada pro entomoparazitické hlisty. V prib&hu dalsich vyzkumt Zimmermann (1986)
ovéfil, Ze tato prostd metoda miZe byt také pouZita pro detekci entomopatogennich hub
v ptdé (Zimmerman 1986).

Principem GBM je schopnost larev zavijece voskového selektivné odchytit
entomopatogenni houby  z analyzovaného pidniho vzorku pfi dodrZeni optimalnich,
piedevsim vihkostnich podminek. K detekci pfirozeného vyskytu entomopatogennich hub se
pouzivaji larvy (tfetiho az ¢tvrtého larvalniho instaru) zavije¢e voskového (G. mellonella),
které maji relativné velky povrch t&la, ¢imZ se zveétsi pravdépodobnost pfichyceni konidii
patogeny na povrch kutikuly larvy. Zda se, Ze druhy hmyzu Zijici mimo pidu na specialnich
substratech (véeli ul, mouka, kira, dfevo) jsou nejlépe pouzitelné pro zachyceni
entomopatogennich hub z pidy (Zimmerman 1986). J ednim z nejvyznamné&jsich zjisténi je, Ze
jedinci vystaveni stresu jsou podstatné vnimavéjsi k patogentim (Inglis et al. 2001). Pfednosti
této metody je jeji relativné vysoka citlivost, nebot’ pro larvy zavijete voskového je puda
nepfirozenym stresujicim prostfedim (jiné Zivotni podminky, absence potravy), ¢imZ se
zvysuje citlivost larev vii¢i entomopatogennim houbam a i niZ8i davky houbového inokula
v pidé jsou schopny vyvolat infekci (Zimmerman 1986). Daldi prednosti této metody je
nendro&nost chovu larev zavijete voskového pfi nizkych nakladech (pozn. autora).

Kromé larev zavijete voskového (G. mellonella) je moZné pouzit pro usp&snou detekei
entomopatogennich hub i larvy Tribolium destructor (Coleoptera, Terebrionidae),
Acanthocinus aedilis (Coleoptera, Cerambycidae) (Zimmermann 1986) nebo Tenebrio molitor
(Coleoptera, Terebrionidae) (Vénninen et al. 1989, Kleespies et al. 1989). Pfi pouziti larev
Delia floralis (Diptera, Anthomyiidae) v metodé Zivych pasti byla mnohem Castéji
detekovana entomopatogenni houba Typocladium cylindrosporum nez v piipadé bézné&ji
pouzivaného zavijete voskového (Galleria mellonella) (Klingen et al. 2002).

Galleria bait method je jednoduchym a praktickym prostiedkem pro hledéani
ptirozeného vyskytu a prostorového rozsifeni sirokého spektra entomopatogennich hub, stejné
jako jednotlivych druhii, téméf v kazdém pidnim typu nezavisle na hostiteli a obdobi.
Prostiednictvim této metody je mozné odhalit i nové entomopatogenni kmeny hub, nasledné
aplikovatelné v biologické ochran€ '(Zimmermann 1986). Tato metoda je povazovana za
podstatné bezpen&jsi nez nektera selektivni média s vysokymi koncentracemi chemickych
latek (Chandler et al. 1997).

3.5.2. Selektivné media

Selektivni media se obecné pouzivaji pro kvantitativni analyzu entomopatogennich hub
v polnich podminkéch. Pro izolaci entomopatogennich hub (Metarhizium spp. a Beauveria
spp.) z pudy je mozné pouzit Siroké spektrum fungicidi a antibiotik. Prvni selektivni médium
(Veen, Ferron 1966) obsahovalo chloramfenikol a cycloheximid (actidione) a bylo odvozené
od selektivniho media, které se pouzivalo pro izolaci hub z klinickych vzorkl (Liu et al.
1993b). Pozdgji bylo toto medium zjednoduseno (Milner, Lutton 1976) a zacalo se b&zné
pouzivat pro kvantitativné izolaci Metarhizium spp. Zz pidy pod oznaCenim ,Veen’s
medium®.V roce 1982 se zjistilo, Ze medium obsahujici dodine (pozn., CAS: dodecylguanidine
monoacetate) umoziuje v porovnani s ostatnimi médii uspésné izolovat houbu M. anisopliae
z pady, (Beilharz et al. 1982). Toto zjiSténi vedlo k vyvoji selektivniho média na bazi dodine
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zejména pro izolaci houby B.bassiana z pidy (Chase et al. 1986) a M. anisopliae ze Svabu
(Sneh 1991). Dodine byl uveden na trh vroce 1950 jako u€innd latka proti puavodci
strupovitosti jabloni (Venturia inaequalis) a ostatnim chorobam (Shaw 1959). Zpisob ucinku
zalozeny na rychlé absorpci bunéénou sténou (Curry 1962; Mitjans, Vinardell 1999),
nasledkem &ehoz dojde ke zméné permeability membran narusujici vzajemnou interakei mezi
kationty a anionty (Brown, Sisler 1960; Cabral 1991).

Shimazu, Satoi (1996) vyvinuli nové selektivni medium pro izolaci houby B. bassiana,
které se od téch piedchozich selektivnich médii, ktera hlavné obsahovala nutri¢né bohaty
zdroj a fungicidni ¢inidlo, 1i3f tim, Ze poskytuje pro houby B. bassiana neptiznivé podminky,
které jsou vSak pro ostatni houby jesté nepfiznivéjsi a inhibuji jejich rist. Toto selektivni
médium obsahuje CuCl,, krystalickou violet,, ptipadné briliantovou zelefi a ma nizky obsah
cukrii. PH pouZiti tohoto selektivniho media pro izolaci houby B. bassiana z pidnich vzorki
byla prokézana vétsi i¢innost neZ pouZiti Veen & Ferron selektivniho media.

V soutasné dob& je kdispozici cela tada selektivnich medii pro izolaci
entomopatogennich hub, pfi¢emz n&které z nich jsou uvedeny i v nasledujicim pfehledu.

VEEN’S AGAR MEDIUM (Veen, Ferron 1966)
« mykologicky agar (Difco), nebo s6jovy pepton (Oxoid) — 35g,
o dextroza — 10g, agar No.1. ( nebo Bacto-agar) — 15 g,
e chloramfenikol — 1g a cycloheximid (Actidione) — 0,5 g,
e vse do 1 litru destilované vody a dukladné rozmichame,
o autoklavujeme po dobu 10-15 minut pfi tlaku 18-20 psi, zchladime na 50 °C a
rozlévame do Petriho misek.

OVESNY AGAR S PRIDAVKEM DODINE (Beilharz et al. 1982)
PFiprava antibiotického zdasobniho roztoku:
e do sterilni destilované vody ptiddme penicilin G (Sigma)—-4g a streptomycin
v sulfatové formé (Sigma) — 10 g, (teplota skladovani je 4 °C).
PFiprava zdsobniho roztoku krystalické violeti:
e do 200 ml destilované vody pfidame 0,1 g krystalické violeti (Sigma).
Vlasti médium:
e do 0,51 destilované vody pomalu ptidavame za stalého michani 17,5 ovesného agaru
(Difco) a 2,5 agaru (Fisons) a zahfejeme na bod varu,
e do média ptidame 0,5 ml dodine ( N-dodecylguanidine monoacetate, Cyprex 65WP,
American Cyanamid Co.) a 5 ml zdsobniho roztoku krystalické violeti,
o autoklavujeme po dobu 20 minut a tlaku 15 psi.,
o medium nechame vychladnout na teplotu 50—55°C a sterilné¢ pfidime 2 ml
antibiotického zdsobniho roztoku,
o dikladné promichame a rozlévame dokud je médium teplé.

SELEKTIVNI AGARIZOVANE MEDIUM . (Kerry et al. 1993)
(selektivni izolace Paecilomyces spp. a Verticilium spp. z pudy)
o karbendazim — 37,5 mg, thiabenzol —37,5 mg, bengalska Cervené —75 mg, NaCl -
17,5 g, streptomycin v sulfatové formé& — 50mg, aureomycin — 50mg, chloramfenikol —
50 mg, Triton X-100 — 3 ml a corn meal agar (Oxoid) —17 g,
e vSe pfidame do 1 litru destilované vody.
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SELEKTIVNI MEDIUM PRO IZOLACI (Mitchell et al. 1987)
(selektivni izolace Paecilomyces lilacinus)
« potato dextrose agar — 399g, NaCl — 120-30 g, Tergitol — 1g, pentachloronitrobenzen —
500 mg, benomyl-500 mg, streptomycin v sulfitové podob&é—100 mg a
chlorotetracyclin hydrochlorid — 50 mg.

SELEKTIVNI AGARIIZOVANE MEDIUM OBSAHUJiCi PSENICNE KLiCKY (Sneh, 1991)
Priprava vodniho extraktu z pSenicnych klicku:

o smichame 30g pSeni¢nych kli¢ki v 1 litru vody,

« autoklavujeme a poté prefiltrujeme pies 4 vrstvy jemné gazy,
Vlastni médium:

e vodni extrakt z pSeni¢nych kli¢k (1 litr) smichame s 0,25 g chloramfenikolu + 0,8 mg
benlate (50% benomyl), 0,3 g dodine (65% n-dodecyl-guanidine acetate), 10 mg
krystalické violeti a s 15 g agaru,

« autoklavujeme a nasledné rozlévame do Petriho misek.

AGARIZOVANE SELEKTIVNi MEDIUM NA BAZI MEDI ( Baath, 1991)

« 1 litr selektivniho média obsahuje 2% sladovy vytazek (Oxoid) a 1,5% agar (Difco)
upraveny s 2 —4 mg CuSOs. 5 H;O na litr.

o« selektivita tohoto media je zaloZena na skute¢nosti, Zze Cordyceps militaris a
Paeczl'lomyces farinosus maji velmi dobrou toleranci k vysokému obsahu médi (400
mg.l™"),

o nasleduje Metarhizium anisopliae a Beauveria bassiana, vétSina ostatnich pudnich
hub véetné nematofagnich druhti rodu Verticilium je méné€ tolerantni.

3.6. Poutziti genetickych metod p¥i identifikaci izolovanych kmenii
entomopatogennich hub

3.6.1. Molekularni markery

Obecn& nejpouzivanéjsi identifikaéni metodou je hodnoceni morfologickych znaki
(tvar a charakter mycelia, velikost a tvar konidii, tvar a velikost fruktifika¢nich organt apod.),
produkénich (zejména u farmaceuticky vyuZivanych organizmi) a biologickych vlastnosti
(kliceni spor a jeho dynamika, testy biologické u¢innosti — FGDI apod.) (Landa et al. 1994).
Variabilita téchto znaki je viak velmi vysoka, tyto vlastnosti jsou inducibilni a pouha zména
kultivaéniho média je vzhledem krychlému generaénimu cyklu mikroorganizmi muZze
vyrazné pozménit. Ani dalsi fenotypové markery (jako napf. detekce enzymatickée aktivity)
nepfinesly vcelé problematice vyrazn&jsi posun (Obornik 1995). Nové moznosti
v identifikaci izolatd hub piinesly teprve molekularné biologické metody, pfedevsim detekce
DNA polymorfismu jako potencidlniho zdroje genetickych DNA markeri. Molekularné
biologické metody piinaseji novy pohled na taxonomii nejniZich jednotek (v ramci rodu ¢i
druhu) mohou nabidnout jediny mozny zpdsob rozliSeni a klasifikace houbovych kmeni
(Bruns et al. 1991).

Pro ,,markerovani* diverzity, pro detekci polymorfismu na urovni nukleovych kyselin
(zejména DNA) je mozné pouzit celou fadu riznych molekularnich technik. VétSina
molekularnich markert spada do jedné ze tfi kategorii technik (1) techniky vyuZivajici
hybridizaci; (2) techniky zalozené na PCR reakci (amplifikace vyuzivajici nahodnych
primert, multi-locus PCR); a (3) techniky zaloZené na PCR reakci (amplifikace znamych
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cilovych sekvenci, single-locus PCR). Nekteré techniky jsou navic modifikacemi nebo
kombinacemi dalsich metodickych postupt (Karp, Edwards 1997).

Techniky zaloZené na hybridizaci bez pouziti PCR reakce jsou historicky prvnimi
skupinami molekularnich markert, které byly pouZivany v ,,pocatcich® molekularni biologie
od 70. let. Do této skupiny je mozné zatadit RFLP analyzu (Restriction Fragment Length
Polymorphism tedy polymorfismus délky restrikénich fragmentt) (Grant, Shoemaker 1997).
Vyvoj PCR metod od poloviny 80. let 20. stoleti odstranil nezbytnost sloZitych a naro¢nych
hybridizaénich krokd. Do druhé skupiny technik zaloZzenych na PCR reakci mizeme seskupit
viechny PCR techniky, které k amplifikaci DNA produktii pouzivaji ndhodné primery (Karp,
Edwards 1997). Mezi tyto techniky je fazena RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA —
polymorfismus nahodné¢ amplifikované DNA). Diky vysoké proménlivosti SSR (Simple
Sequence Repeats) je popsano mnoho metod a jejich modifikaci, kdy jsou mikrosatelity
pouzity jako primery (Vogel, Scolnik 1997). Amplifikace cilovych sekvenci (single-locus
PCR) pro tuto tfeti skupinu technik je nezbytna znalost cilovych sekvenci nebo sekvenci
ohrani¢ujicich cilovou oblast. SSR markery ozna¢ované také jako STMS (Sequence-Tagged
Microsatellite Site) jsou velmi zajimavé, protoZe kazdy par primerd identifikuje single-lokus,
ktery diky vysoké proménlivosti SSR lokusti miZe mit mnoho alel. Prvotni vyvoj STMS
muiiZe byt ale obtiZzny a Sasov& naro¢ny, (Harastova 2003).

3.6.2. Polymerazova fetézova reakce — PCR (Polymerase Chain Reaction)

Polymerazova fetézova reakce byla objevena v roce 1984 (Saiki et al. 1985). PCR
vyuziva principi DNA replikace. Pro PCR reakci staéi velmi malé mnozZstvi DNA,
v extrémnich p¥ipadech postaéi DNA z 1 buriky! (Li et al. 1988). Neni vyzadovana vysoka
&istota DNA, metoda navic vynika citlivosti a extrémné vysokou rychlosti (Saiki et al. 1988).

- DNA polymeraza pouziva jednofetézcovou DNA (ssDNA) jako templatu k syntéz
nového komplementarniho fetézce. Tyto jednotetézcové DNA templaty se ziskavaji pouhym
zahiatim dvousroubovice DNA (dsDNA) na teplotu blizkou teploté varu (denaturace).
K zapogeti syntézy pottebuje DNA polymeraza maly usek dsDNA. Timto startovacim bodem
pro syntézu DNA je komplex templat — oligonukleotidovy primer. DNA polymeraza je
smérovéna k syntéze specifického tiseku DNA, ktery je vymezen DNA primery (resp. jejich
cilovymi, komplementérnimi sekvencemi), a to tak, Ze pro kazdy z obou fetézci — templati
(ssDNA) existuje pro vymezeni amplifikavaného genu jeden specificky primer. Novy
syntetizovany fetézec DNA, jehoZ syntéza zafina od kazdého primeru, dosahuje az za misto,
kde je napojen primer na prot&j$im, komplementarnim fetézci. Tak se vytvofi na kazdém
novém fetézci DNA nové nasedaci misto pro DNA primer. Reakéni smés se nasledné opét
zahfeje na denaturaéni teplotu, piivodni templatovy fetézce DNA je oddélen od nové
vytvoreného a ten je tim pfipraven k nasednuti DNA primeru, DNA syntéze a dalSimu
oddéleni fetézci, dalsimu amplifika¢nimu cyklu (Watson et al. 1992).

3.6.3. Fiaze PCR reakce

Reakce PCR probihd v cyklech. Kazdy cyklus obsahuje 3 kroky: denaturaci, nasednuti
(annealing), prodluZovani (extension).

Prvnim krokem reakce PCR je denaturace DNA pti teploté 90 — 95 °C. Pfi této teploté
dochézi k rozd&leni dvousroubovice DNA (ds DNA) na jednoduché fetézce (ss DNA). Pilis
vysokéa teplota nebo prodlouzena délka tohoto kroku muZe vést ke snizeni enzymatické
aktivity DNA polymerazy (Innis, Gelfand 1990).

Po denaturaci nasleduje druhy krok, kdy se teplota reakéni smési sniZuje na teplotu
vhodnou pro nasednuti (annealing) primeru na templat. Nasedaci teplota (annealing
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temperature) se obvykle pohybuje mezi 30 — 70 °C. Teplota a doba trvani tohoto kroku zavisi
na sekvenci primeru, jeho délce a koncentraci v reakéni smési (Innis, Gelfand 1990).

Poslednim krokem PCR reakce je prodluZovani (extension). Syntéza DNA probiha
obvykle pfi teploté 72 °C, coZ je optimalni teplota pro Taq polymerazu (Innis, Gelfand 1990).
Pii teploté 72 °C se rychlost Taq polymerdazy pohybuje od 35 do 100 inkorporovanych
nukleotidii za sekundu, v zavislosti na pouzitém pufru, pH, koncentraci soli a plivodu DNA
templatu (Samec 1993).

V kazdém cyklu vytvateji PCR produkty dvoufetézcovou formu (ds DNA). Kazdy
z téchto Fetdzclti mize fungovat jako templat v nasledném cyklu. Pocet cykli je obvykle mezi
20— 25 cykly (Samec 1993).

L

3.6.4. RAPD analyza (Random Amplified Polymorphic DNA — polymorfismus nihodné
amplifikované DNA)

Metoda RAPD detekuje malé prevracené nukleotidové sekvence roztrousené po celé
genomické DNA (Welsh, McClelland 1990). RAPD technika pouziva pouze jeden primer o
nihodné nukleotidové sekvenci \(Tingey, Del Tufo 1993). Technika RAPD skytd mnohé
pfednosti oproti ostatnim genetickym metodam. Za prvé nevyzaduje znalost cilovych
sekvenci DNA. Dale to je jeji jednoduchost a rychlost. Pro ziskani PCR produktl postacuje
pouze nanogramové mnozstvi DNA. (Tingey, Del Tufo 1993). Tato technika je Usp&Sné
pouzivana pro rozliSeni druhi a kmend v ramci druhid u rostlin, bakterii, Zivo€ichl a hub

(Williams et al. 1990).

RAPD technika je rozhodujici napf. pro houbu B. bassian pii hodnoceni persistence
introdukovaného mikrobialniho agens, protoZe tato houba ma §iroké rozpéti hmyzich hostitelti
a b&Zzné se vyskytuje v ptidé (McCoy at al. 1988). V dusledku nedostatku charakteristickych
vlastnosti je téméF nemozné pouze pomoci morfologickych znaku rozlisit individualni izolaty
hub (Samsinakova at al. 1983). Dostate¢nou informaci pro identifikaci hub na poddruhové
Grovni neposkytuji ani z4dné standardni laboratorni biotesty ani interakce s pfirozenymi
hostiteli (Osborne at al. 1992). Molekularni metoda RAPD, zaloZzena na PCR, se proto
osvédCila jako vhodny nastroj pro analyzu genetické variability entomopatogennich hub
(Landa at al. 2001).
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3.7. Mykoinsekticidy v integrované ochrané rostlin
3.7.1. Problematika uvadéni biopesticidi do praxe

V porovnani s biologickymi prosttedky na bazi makroorganizmd  predstavuji
biologické pipravky produkty, které jsou svym charakterem podstatné blizsi klasickym
pesticidnim piipravkim. Biologicky pripravek (téZ biopreparat) je definovan obdobné jako
konvenéni synteticky pesticid. Uginnym bioagens preparati (analogie aktivni latky — a.i.
pesticidil) je mikroorganismus presné definovany na poddruhové urovni (kmen, populace).
(Landa 2002). Biopesticidy jsou u¢inné ve velmi malych mnoZstvich, také se vSeobecné
‘rychleji rozkladaji, coz zabrafiuje jakymkoli potencialnim problémim znedisténi prostiedi.
Biopesticidy maji potencial pro to, aby se staly zékladni slozkou managementu integrované
ochrany rostlin a tim zna¢né sniZily pouzivani konvenénich pesticidd, sou¢asné ochranily
prirozené nepfatele (biologicka kontrola) a hubily Skudce rezistentni viacéi konvencnim
pesticidim (Anonym 2, 2005).

Biopesticidy byly prosazovany po dlouhou dobu, ale jejich pouziti zistava limitovano
na 1% celkového trhu s pesticidy (Whipps, Lumsden 2001). Bohuzel tyto nové vyrobky zatim
nepronikaji na trh tak rychle, jak by se dalo o&ekavat na zakladé vysledki vyzkumu. Jednou z
piekazek jejich komeréniho vyuZiti jsou napt. ve Velké Britanii vysoké naklady na jejich
registraci ve srovnani s jejich potencialni komer&ni navratnosti (Anonym 1, 2005). Na rozdil
od biologickych prostfedku podléhaji mikrobidlni biopreparaty standardni registraci, ktera je
v rozsahu pozadavki bud’ shodna nebo dokonce naro¢n&jsi nez registrace klasickych pesticidi
(Landa 2002). V ramci nové legislativy Evropské komise je tento poplatek za registraci
biopesticidu az dvakrat vy3Si nez poplatek za registraci chemické latky, a sice 45 000 liber
(Anonym 1, 2005). Dalsi pfekazkou zavadeéni biopesticidi je nevhodnost systému
vytvoteného k hodnoceni jejich Gi¢innosti a eventudlnich toxickych uginkid (Anonym 1, 2005).
Postupné se tedy objevily na trhu preparaty, které vlastné pracuji na bazi patogent, ale jsou
prezentovany jako ristovi promotefi, pidni kondicionery, biohnojiva, biologické aktivatory €i
podobné prostiedky na bazi mikroorganizmii, které nevyZzaduji sloZity proces registrace
(Whipps, Lumsden 2001). Nanest&sti, bez ptisnych podminek registrace zahrnujici
toxokologické testy a informace o u¢innosti, nemize byt zarugeno bezpeéné pouZiti a ne vzdy
mohou byt zfejmé prospésné vlivy na ochranu rostlin a rast rostlin (Cook et al., 1996).

Navzdory velkému mnoZstvi novych produktii prichazejicich na trh napf. ve
Spojenych statd je jejich piijimani péstiteli stile vahavé. Nékdy je to tim, 7e biopesticidy
z riznych divoda nefungovaly spravng, a proto se mnozi zemé&d&lci zdrahaji vyzkouset dalsi
(Anonym 1, 2005). Jednim z hlavnich omezeni v jejich pouziti v ochrané rostlin je nestalost
v G¢innosti naptiklad pii velkoplo$né aplikaci na pole, coz muzZe byt zapfiCinéno fadou
faktort, které maji podstatu v biologickém piivodu t€chto mikroorganizmil. K feSeni tohoto
problému bylo navrzeno, Ze vSechny procesy vybéru, pozorovani a vyvoje by mély pfijmout
ekologicky pfistup, ktery bere v ivahu znaky prostfedi, kam bude agens aplikovano {(Whipps,
Lumsden 2001). ¢

3.7.2. Biopreparaty na bizi entomopatogennich hub (produkce, stabilizace a formulace)

Utinnou slozku vétsiny biopreparatii na béazi entomopatogennich hub tvofi konidie
nebo blastospory (Landa 2002). VétSina entomopatogennich hub produkuje velké mnoZstvi
malych hydrofobnich konidii v hustych masach. Konidie maji pevné hydrofobni stény, které
zajistuji stabilitu v prostfedi. Tyto charakteristiky pfispivaji k efektivité produkce a
skladovaci stabilité a &ini konidie vhodné k vybéru pro komeréni pouziti (Wraight et al.
2001). Konidie jsou produkovany v ,,in vitro® systémech povrchovych kultivaci na tekutych
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7ivnych ptidach nebo na pfirozenych substratech. Tenkosténné blastospory jsou produkovany
pomoci fermentagnich technologii (submerzni kultivace v tekutém Zzivném médiu) (Landa
2002). K b&znym formulacim biopreparatd patii formulace WP, WDG, SC a jiné (Landa
1998). Zvlastni skupinu houbovych biopreparati predstavuji ptipravky jejichZ aktivni slozku
tvoii bud’ neinfekéni formy biomasy hub (mycelium) nebo infekéni jednotky imobilizované
v organickych nebo anorganickych nosicich. Tyto formulace byly cilené vyvinuty pro ucely
pudnich aplikaci. Jedna se o biopreparaty na bazi myceliovych granuli (patogen je finalizovan
do formy susenych myceliovych fragmentl) nebo bioprepardty na bdzi algindtovych pelet
(susena biomasa — mycelium, blastospory, konidie patogena). Tyto formulace po aplikaci do
pady jimaji vodu a aktivuji se (Landa 2002).

Diilezitou podminkou komer&ni produkce bioinsekticidi je vyprodukovat 10" spor pfi
nakladech rovnajicich se nakladéiim produkce chemického prosttedku na hektar. Takovéto
trovné se jiz podafilo dosdhnout. Automatizované technologie pro produkci vzduSnych
konidii B. bassiana byly vyvinuty jiz v mnoha zemich (Feng et al., 1994). Vyznamny
fenomén a soucasny trend ve vyuZivani biopreparati prestavuji nizkokapacitni produkce
zamé&fené na jednoduchou a levnou produkci biomasy uréitého druhu (kmene) bioagens
s cilem jeho ptimého pouziti producentem (Landa 2002). Paradoxné jsou vice vyuzivany
biopreparaty na bazi fakultativné entomopatogennich druhti nékterych vlaknitych hub
(Deuteromycotina: Moniliales), neZ na bazi druhi obligatng patogennich (Zygomycotina:
Entomophthorales). Divodem je skuteCnost, Ze doposud nebyla zvladnuta biotechnologie
masové produkce hub, které jsou svym vyvojem obligatné vazany na zivého hostitele Wraight
et al. 2001 (viz. kapitola: Klasifikace entomoptogennich hub, odstavec 2).

Standardni  biopreparaty na bazi entomopatogennich hub musi spliiovat fadu
kvalitativnich a kvantitativnich kritérii a obdobn& jako syntetické pesticidy podléhaji
kompletnimu registratnimu procesu. Mezi kliCové parametry kvalitativni povahy patfi
garance druhu a kmene patogena. Mezi hlavni kvantitativni a kvalitativni parametry
houbovych biopreparath patii: pocet infekEnich jednotek, kli¢ivost konidii, poCet jednotek
tvoricich kolonie (CFU) (Landa 2002).

Piiklady registrovanych biopreparati na bazi vlaknitych entomopatogennich hub
(Landa 2002):

Druh patogenni houby Obchodni nazev Vyrobce Zemé registrace
Naturalis-L 'V Troy Biosciences USA, staty EU
Naturalis-H&G ™ Troy Biosciences USA, staty EU
Naturalis-T&O ™ Troy Biosciences USA, staty EU
Bwivisrin bosslung Ostrinil T:‘M Natural Plant Protection USA
Mycotrol Mycotech USA
Mycotrol-O Mycotech USA
Botanigard 22WP ™ Mycotech USA
Conidia AgrEvo Némecko
Betel NPP Caliope Francie
Beauveria brongniartii Schweizer-Beauveria Eric Sweizer S:'vycarsko
Engerlingspilz Andermatt Svycarsko
Melocont Kwizda Rakousko
P — Bio—BlastTT: EcoScience USA
Bio1020 Bayer Némecko
Metarhizium flavoviridae Green Muscle CABI Velka Britanie
P — PFR 97 "™ 20%WDG Certis USA, staty EU
PreFeRal Biobest NV Japonsko a dalsi
. R Paecil TI Corp. Australie
Paecilomyces lilacinus Bioact TI Corp. Austrélie
o - VertalecO Koppert B.V. USA, staty EU
Kerpciliiiom tecanll Mycotal ™ Koppert B.V. USA, stdty EU
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4. MATERIAL A METODIKA

4.1. Entomopatogenni houby pouzivané v pokusech

Vétsina hodnocenych kmenti entomopatogennich hub v diserta¢ni praci byla ziskana
v priib&hu monitoringu entomopatogennich hub v jiho&eském regionu nebo na dvou lokalitach
(Troubsko a Pénéin) na uzemi Moravy.

Ostatni kmeny byly ziskany z mykologické sbirky kment katedry rostlinné vyroby
ZFJU v Ceskych Budgjovicich (Tabulka 4.1), které byly vétsinou izolovany pfi
velkoplo$ném monitoringu kment v regionu Jizni Cechy v roce 1998 — 2002 (Hortidk 2004)
nebo ziskany z piipravku PreFeRal WDG (BIOBEST) jako monosporovy izolat a popf.
pasazovany ptes hostitele — molici sklenikovou (Trialeurodes vaporariorum) nebo svilusku
chmelovou (Tetranychus urticae).

Tabulka 4.1: Kmeny entomopatogennich hub pouzité v jednotlivych studiich

-— o~
. Zpisob « o o < T 0 N
Druh Kmen Puvod sofiee : g : :; ; : :g u.,;
MO062 Pistina — J. Hradec (CR) GBM x x x X X X X
M067 Pistina  — J. Hradec (CR) GBM  x X X
MO81 J.Hradec — J. Hradec (CR) GBM «x
M099 Srubec  — C.Budgjovice (CR)  GBM  x
M101 Ledenice — C.Budgovice (CR) GBM  x X X
M104 Jilovice — C.Budgovice (CR) GBM  x
M108 Jilovice — C.Budgovice (CR) GBM  x
M125 Cehnice — Strakonice (CR) GBM X X
M132 Chvaldiny — C.Krumlov (CR) GBM X X
M151 Chvalsiny — C. Krumlov (CR) GBM X X
Beauveria M152 Kloub — Strakonice (CR) GBM  x x %
bassiana M159 Kloub — Strakonice (CR) GBM X X
M160 Chvalginy — C. Krumlov (CR) GBM X X
M169 Chvalginy — C.Krumlov (CR) GBM X X
M172 Cehnice — Strakonice (CR) GBM X X
M173 Cehnice — Strakonice (CR) GBM X X
M175 Kloub — Strakonice (CR) GBM  x
M185 Katovice — Strakonice (CR) GBM  x
M345  Pistna  — J. Hradec (CR) SMa.l X x
dodine
BBA 01 Apopca  — Florida (USA) neznamy X X X X
BBA 02 Apopca  — Florida (USA) neznamy X X X
MO064 Pistina — J. Hradec (CR) GBM x
MO069 Pistina  — J. Hradec (CR) GBM  x
MO074 Pistina  — J. Hradec (CR) GBM  x
MO093 Pistina  — J. Hradec (CR) GBM x
YR S— M094 Pistina  — J. Hradec (CR) GBM  x
R oFOREAS M096 Orlov — Tabor (CR) GBM x
M098 Strazn.N. — J. Hradec (CR) GBM  x
M100 Pistina  — J. Hradec (CR) GBM «x
PFR 97 2B PreFeRal — monosporovy izolat - X
PFR 97 - H10 PreFeRal — 50. pasaz (molice) - X
PFR 97 - H20 PreFeRal — 50. pasaz (sviluSka) — X
Metarhizii MO076 Rodvinov — J. Hradec (CR) GBM X
aisopliae MO080 J. Hradec — J. Hradec (CR) _ GBM  x
M102 Ledenice — C. Budgjovice (CR) GBM  x
Lecanicillium g gyiiga  — Prachatice (R)  neznamy x

lecanii
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4.2. Metody pouzité p¥i detekci a izolaci entomopatogennich hub z pudy

Pfitomnost entomopatogennich hub v odebranych pidnich vzorcich byla detekovana
pomoci dvou izolatnich metod — modifikované Zimmermannovy '(Zimmerman 1986)
Galleria bait method* (GBM) vyuZivajici pfirozené navnady larev zavijeCe voskového
(Galleria mellonella) (Graficky list 2) a metodu zaloZenou na selektivnim G¢inku zivného
média obohaceného o fungicidni slozkou DODINE (SM a.i. dodine) (Beilharz et al. 1982)
(Graficky list 3). Jako Zivné médium byla pouZzita agarizovana bramborovo-dextrozova
(potato dextrose agar, PDA) puda. Purifikované a jednozna¢né identifikované kmeny
entomopatogennich hub byly poté enkapsulovany v podobé Na-alginatovych pelet umozujici
jejich dlouhodobé uchovavani a re-akitvaci pro potfeby naslednych (bio)testi (Eyal et al.
1994) (Graficky list 3).

4.2.1. Odbér a skladovani pudnich vzorki

e 7 hodnocené lokality (Graficky list 1) byl odebran reprezentativni pidni vzorek o objemu
1 — 1,5kg, ktery se skladal z5 — 8 dil¢ich vzorkd (dle velikosti zkoumané lokality
odbéru).

e Dilgi padni vzorky byly odebrany (po pomyslné uhlopficce) do mikrotenového nebo
polyetylénového sack pomoci vzorkovace (zahradni lopatka) do hloubky 10 — 15 cm po
odstranéni piipadného vegetacniho pokryvu.

e Bezprostfedné po odbéru byl vzorek fadné oznacen — lokalitou odbéru, druhem plodiny a
datem odbé&ru. V pfipadé opakovaného odbéru byla lokalita odbéru zaméfena pomoci
druzicového naviga&niho piistroje — GPS (Global Positioning System).

e Pied kazdym novym odbérem piidniho vzorku (z nové lokality odbéru) byl vzorkoval
o¢istén od zbytkd pidy a poté povrchové semi-sterilizovan napi. technickym alkoholem.

e Vzorek byl zlokality odbéru transportovan v tmavé a tepelné izolované polystyrenové
krabici (napf. taska na potraviny) opatiené chladici vloZkou.

e Za semi-sterilnich podminek byl vzorek homogenizovan a pro potfeby pozdé&jsich analyz
byl uchovén vzorek o objemu 400 ml v plastovych potravinafskych krabickach.

e Piidni vzorek byl skladovan po max. dobu 20 dni v temnu a chladu (lednice, 6 — 8 °C).

4.2.2. Izolace entomopatogennich hub z pidy pomoci ,,Galleria bait method (metoda
zivych pasti) (Hornak 2004)

Tato metoda vyuziva larev zavije¢e voskového (G. mellonella) jako ,,zivé navnady*

k detekci a nasledné izolaci entomopatogennich hub zpidy, za predpokladu dodrZeni

optimalnich vlhkostnich a teplotnich podminek pro rist a vyvoj patogena na hostiteli

(Graficky list 2).

e 7 homogenizovaného ptdniho vzorku bylo odmérkou nadobou (pted kazdym novym
odbérem semi-sterilizovana technickym lihem) odméfeno 40 ml pudy, kterda byla
pfesypana do plastové Petriho misky o priméru 90 mm a to vzdy ve dvou opakovanich
tzn. analyza kazdého vzorku ve dvou Petriho miskéch.

e Do Petriho misky bylo umisténo 10 ks larev (3. — 4. larvalnim instaru) zavijece voskového
(G. mellonella) a v ptipadé nutnosti byly optimalizovany vlhkostni poméry pudy v Petriho
misce, predev$im jednorazovym ovlhéenim pidy sterilni destilovanou vodou.

e Petriho misky (s pidou a larvami) byly uzavieny v plastovém sicku a inkubovany
v termostatu pii teploté 25+ 1 °C a fotoperiodé¢ 0/24 hod. Pro dosazZeni zvySeného
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pohybu larev v pidé byly Petriho misky pravidelné oto¢eny o 180° v 24 — 48 hodinovém
intervalu.

»  Larvy v Petriho misce byly kontrolovany 7., 10. a 14. den. VSechny infikované larvy nebo
larvy s priznaky infekce (splyvavé melanizaéni skvrny) byly pfemistény do ,,vlhké
komiirky* tvofené Petriho miskou (primér 60 mm) s ovlhéenym filtratnim papirem.

»  Infikované larvy byly ponechany ve ,,vIhké komitirce* pii pokojové teploté do doby plné
sporulace entomopatogenni houby na hostiteli (G. mellonella).

$.2.2.1. Kontinuailni ¢asové synchronizovany chov zavijece voskového (G. mellonella)

Z divodu velkého mnozZstvi larev pro potieby ,,Galleria bait metod bylo nezbytné
zabezpecit kontinualni ¢asové synchronizovany chov zavijece voskového (G. mellonella) na
,Haydakovo zivném substratu za pfedem definovanych podminek (Horndk, ustni sd€lent).

Pfiprava substratu ,,Haydakovo zivné pudy“ (Horndk 2004) Jednotlivé komponenty
22 hmot. % kukufiéného Srotu, 11 hmot. % pSeniéného $rotu, 11 hmot. % hladné mouky,
[1 hmot. % suSeného mléka &i suSené syrovatky, 5,5 hmot. % suseného drozdi, 17,5 hmot. %
y&eliho vosku, 11 hmot. % medu a 11 hmot. % glycerinu) byly homogenizovany ve vhodné
1adobé a poté byly tepelné sterilizovany v horkovzdu$ném sterilizatoru pii teploté 60 °C po
lobu 3 hodin. Po vychladnuti byl substrat v uzaviené nadobé skladovan v temnu a chladu
lednice, 6 — 8 °C).

{.2.3. I1zolace entomopatogennich hub z pidy pomoci selektivniho agarizovaného média
s fungicidni slozkou dodine (Hornak 2004)

Principem této metody je selektivni puasobeni fungicidni slozky dodine
¢ entomopatogennim houbam pii soucasné inhibici (at’ jiZ Gplné ¢i pouze ¢astecné) ostatnich
yidnich hub v disledku pfemény jejich bunééné stény a inhibi¢niho plisobeni na tvorbu a
<liCeni jejich konidii (Graficky list 3).

» 7 homogenizovaného pudniho vzorku bylo standardni odmérnou nadobou (vzdy semi-
sterilizovano pomoci technického lihu) odméfeno 20 ml pudy, ktera byla pifevedena do
Erlenmeyerovy bariky a doplnéna sterilni destilovanou vodou s 0,05 % roztokem Tween
80 do objemu 100 ml.

» Obsah Erlenmayerovy barikky byl homogenizovan na reciproké tiepacce (250 rpm,
amplituda 3) po dobu 10 — 15 minut

> Pldni vyluh byl nafedén v poméru 1:10 (tzn. 1ml pidniho vyluhu do 9 ml 0,05 % roztoku
Tween 80) a diikladné protfepan pomoci ,,Vortexu®.

»  Naredény pudni vyluh o objemu 0,5 ml byl rovnomérné pomoci 3 — 4 sklenénych kuli¢ek
rozprostfen na povrch SM a.i. dodine (Tabulka 4.2).

»  Pro kazdy pudni vyluh byly pouzity dvé opakovani tzn. analyza kazdého vzorku na dvou
Petriho miskach se selektivni agarizovanou ptidou.

» Pokusné jednotky byly inkubovany v termostatu pii teplot¢ 25 £ 1 °C a fotoperiode
0/24 hod.

> Pocet nové narostlych kultur (Colony Forming Unit, CFU) byl stanoven pii kazdé
kontrole (7., 10. a 14. den) s naslednou izolaci entomopatogennich hub za sterilnich
podminek.
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Tabulka 4.2: SloZeni selektivniho média na bazi dodine (o koncentraci 50 ug dodine/ 1 ml
slektivniho média) (Hornak 2004)

Nazev Mnozstvi
Dodin (dodine) e 0,025 ¢
Cykloheximid (cycloheximide, actidione) ~ .ooovvvimniiiiiiinnnniiiine 0,125 ¢
Chloramfenikol (chloramphenicol) .o 0,250 g
Agarizovana bramborovo-dextrézova pida
(potato dextrose agar) (DIFCO) ~ coriinriniee 19,500 g
Destilovand voda e 500 ml

4.2.4. Purifikace a identifikace entomopatogennich hub

Purifikace entomopatogenni houby z povrchu infikované larvy (G. mellonella) nebo
selektivniho média na bazi dodine byla provedena pomoci vyZzihané kultivacni klicky pftes
agarizovanou Zivnou pidu (PDA), vétSinou ve dvou krocich (,,pasazich®). Cista kultura
entomopatogenni houby byla ziskana po 7 — 10 denni kultivaci v termostatu pii teploté
25 + 1 °C a fotoperioda 0/24 hod (Graficky list 3).

Pomoci preparaéni jehly bylo pfeneseno malé mnoZstvi biomasy (mycelium
s rozmnoZovacimi organy) do kapky laktofenolu na podloznim skli¢ku, ktery byl piibarven
anilinovou, popt. methylenovou modii. Po piiklopeni kryciho sklicka byl preparat kratce
nahian nad otevienym plamenem a poté bylo kryci sklicko opatrné piitladeno preparacni
jehlou, tim doslo k vytésnéni vzduchovych bublin : (Fassatiova 1979). K determinaci
entomopatogennich hub byl pouzit svételny mikroskop a odborna literatura (napf, Domsch et
al. 1980;‘Humber 1997; Samson 1974).

4.2.5. Enkapsulace entomopatogennich hub do Na-alginitovych pelet

Principem enkapsulace biomasy hub do formy pelet byla reakce vodného roztoku
alginatu sodného s kationty nékterych kovi (napf. Ca'"). Vysledkem reakce bylo formovani
gelu, resp. gelového prostiedi.

V bézné kultivaénim systému vyuzivaném pro produkci biomasy vlaknitych hub
(povrchova nebo submerzni kultivace na umélé Zivné pide) byla vyprodukovéna potiebna
biomasa houby, ktera byla ve specifickém poméru smichana s2 % roztokem alginatu
sodného. Do smési alginatu sodného a houby byly pridany nutri¢ni aditiva usnadnujici rast
houby v piipadé jejich pozdgjsi re-aktivace. Homogenizovana komplexni sm&s (Na-alginat —
houba — nutritivni aditivum) byla nakapéna do roztoku chloridu vapenatého (0,25 M CaCly).
V momentu kontaktu reagenéni smési s roztokem chloridu vapenatého doslo ke gelatinizaci
povrchu a vytvoteni primarnich pelet tzv. ,,gelovych kuli¢ek™. Priméarni pelety byly po dobu
cca 1 — 2 hodin ponechany v roztoku CaCl, vytvrdit. Suché pelety jako finalni produkt byl
ziskan po vysuseni primarnich pelet aktivnim proudem vzduchu pii nizich teplotach.

Vsechny druhy/kmeny entomopatogennich hub, které byly ziskany pfi monitoringu
v jednotlivych studiich byly pro pozd&jsi potfeby uloZeny v mykologické sbirce katedry
rostlinné vyroby ZF JU ve form& suchych alginitovych pelet umoziujici dlouhodobé
uchovavani druhi/kmenti hub za nizkych teplot (-20 az -24 °C). Alginatové pelety byly
produkovéany v systému, ktery se shoduje s vySe uvedenym obecnym postupem. Zakladni
regeneraéni smés byla tvofena suspenzi konidii resp. blastospor s 2 % sodnou soli kyseliny
albinové (SIGMA) a jemné& mletymi pSeni¢nymi otrubami (Eyal et al. 1994).
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4.3. Polyfaktorialni hodnoceni entomopatogennich hub

Za ulelem zjisténi nékterych morfologickych, produkénich nebo biologickych
charakteristik u nahodn& vybranych kmenii entomopatogennich hub zatazenych do testovani
byly navrzeny ,in vitro“ a ,in vivo“ (bio)testy usnadfiujici vybér vhodného kmene
entomopatogenni houby pro jeho ptipadné vyuZiti v integrované ochrané rostlin. Vsechny
ziskané charakteristiky byly poté doplnény do databazového informacniho systému (Graficky
list 4).

4.3.1. Re-aktivace entomopatogennich hub z pelet a pFiprava konidiové suspenze

Kmen entomopatogenni houby byl aktivovan pfemisténim 4 — 6 ks alginatovych pelet
na povrch Petriho misky (60 mm) s 2 % vodnim agarem a po 5-7 denni kultivaci
v termostatu pfi teploté 25+ 1°C a fotoperioda 0/24 hod. bylo mozné pomoci vyZihané
laboratorni klicky prenést sporulujici biomasu z povrchu pelety na agarizované Zivné médium
(PDA).

Konidiova suspenze byla ziskana ptelitim pln& sporulujici kultury entomopatogenni
houby kultivované na agarizované Zivné pidé (PDA) pfi teploté 25+ 1°C a fotoperiode
0/24 hod po dobu 10 — 14 dni sterilnim roztokem 0,05 % Tween 80 (Goettel, Inglis 1997).
Konidiova suspenze (bez zbytki mycelia) byla po diikladném protfepani (Vortex) adjustovana
na standardni titr 1.10” konidii/ Iml suspenze pomoci pocitaci komirky — hemocytometru
(Neubauerova vylep$ena komirka) (Graficky list 5).

4.3.2. In vitro testy
4.3.2.1. Standardni test kli¢ivosti — GI (Germination Index)

Cilem testu bylo stanovit, jak procentualni podil vitalnich resp. kli¢icich konidii —
procento kli¢ivosti, tak i rychlost vyvoje konidii aZ do zavérené faze (konidiogeneze) —
stanoven index GI.

Konidiova suspenze (adjustovana na titr 1,0.10" konidii/ 1ml suspenze) byla pomoci
vyzihané laboratorni kli¢ky nanesena ve formé& kapek (20 kapek/ sklicko) na povrch tenké
agarové vrstvy (2 % vodni agar) na podloznim skli¢ku. Po zaschnuti nanesenych kapek bylo
podlozni sklicko uzavieno do vlhké komirky, ktera byla tvofena Petriho miskou (90 mm)
s ovlhéenym filtra¢nim papirem. Takto pfipravené vzorky byly uzavieny do plastikovych
sa¢ki a inkubovany v predem vytemperovaném termostatu na teplotu 25 + 1 °C a fotoperiodé€
0/24 hod.. Vzorky byly hodnoceny vzdy po 24 hodinovych intervalech pomoci svételného
mikroskopu az do faze plné sporulace (index 3,0). Pfi vyhodnocovani bylo vzdy hodnoceno
minimalné 100 konidii, kdy kazdé konidii byl pfifazen pfislusny index GI (v rozsahu 0 —3
v intervalu 0,5), charakterizujici vyvojovy stav konidie (Tabulka 4.3 a Graficky list 6). Z takto
vyhodnocenych vzorki byl vypogitan index kli¢ivosti véetné smérodatné odchylky a procenta
kli¢ivosti testovaného kmene (druhu), pficemz za kli¢ivé konidie se povazuji ty, které byly
ohodnoceny indexem GI (0,50 a vice) (Landa et al. 1994).
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Tabulka 4.3: Hodnotici stupnice standardniho laboratorniho testu kli¢ivosti

Index Charakteristika

- na konidii nejsou patrné zadné morfologické zmény
- konidie maji ve vzorku uniformni tvar

- konidie je zietelné protahlejsi

0,5 - na konidii je jednostranny kli¢ek, v poméru pfiblizn€ 1: 0,5
1,0 - velikost kli¢ku je v poméru 1:1 k velikosti matecné konidie
15 - kligek je 2 — 3 x delsi nez mate¢nd konidie, nebo

- na mate¢né konidii jsou zfejmé 2 kratsi klicky
- klicek je vice nez 3 x tak dlouhy jako mate¢na konidie, nebo

2,0 - vytvafi se sekundarni vétveni, popiipadé
- jsou vytvofeny dva dlouhé klicky

- pocatek sporulace
- na hyfach jsou patrné konidiofory bez konidii nebo s omezenym poctem konidii
2,5"  (specifické pro hodnoceny druh houby napf. na hyfach houby P. fumosoroseus
jsou pfitomny konifiofory s maximalné &tyfmi konidiemi (0-—4 konidii na
konidioforu)
- plna sporulacena
3,0Y - nahyfach jsou zjistény konidiofory s 5ti a vice konidiemi (napf. P. fumosoroseus
vytvaii dlouhé fetizky, u B. bassiana jsou konidie seskupeny do hroznu)

D Index GI (2,5 — 3,0) bylo mozné pouzit pouze u druhii entomopatogennich hub, které mohou realizovat cely
vyvojovy cyklus na umélé zivné pud€ (napt. Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae, Paecilomyces
fumosoroseus, Lecanicillium lecanii)

4.3.2.2. Stanoveni radialniho rustu

Zamérem (bio)testu bylo charakterizovat morfologii kmene z hlediska tvaru a plochy
stiedové kultury za jednotku Casu.

Konidiova suspenze (adjustovana na titr 1,0.107 konidii/ 1ml suspenze) byla pomoci
vyzihané laboratorni kli¢ky nanesena ve formé& kapky na stfed Petriho misky. Po zaschnuti
kapky byla Petriho miska uzaviena v plastikovém salku a pfemisténa do piedem
vytemperovaného termostatu na teplotu 25+ 1°C a fotoperiodé 0/24 hod.. Hodnoceni a
méfeni praméru stiedové kultury bylo provedeno po 14 dnech (bio)testu. Radialni primér byl
méfen pomoci $kolniho pravitka minimalng u 5ti kultur od kazdé varianty. U kazdé kultury
byly zjistény Gtyfi rozméry scilem co nejlépe demonstrovat radidlni rist kultury.
Z naméfenych dat bylo poté mozné vypo&ita primér a plochu stfedové kultury vyjadienou v
mm? (Landa et al. 2001).

4.3.2.3. Vytéznost konidii na um&lém médiu a/nebo pfirozeném Zivném substratu
Cilem tohoto testu bylo stanovit mnozstvi vyprodukovanych konidii pfi povrchové

kultivaci entomopatogennich houby na umélém Zivném médiu (PDA) a/ nebo pfirozeném
zivném substratu (je¢né kroupy).
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Vytéznost konidii na umélém médiu byla stanovena v ndvaznosti na (bio)test
radialniho ristu (po 14 dnech kultivace). Hodnoceno bylo sou¢asné minimalné 5 stfedovych
kultur. Stredové kultury byly pomoci skalpelu vyfiznuty a houba i se zbytky agaru byla
homogenizovana v200 ml vody pomoci kuchyfiského mixeru. Vyt€Znost konidii byla
stanovena po nafedéni v poméru 1:10 (tzn. 1ml suspenze do 9 ml 0,05 % roztoku Tween 80)
pomoci poéitaci komirky — hematocymetru (Neubauerova vylepSena komuirka). Vysledna
hodnota byla pfepo¢itana na vyt&Znost konidii z jedné kultury houby a z jednotky plochy
(100 mm?) (Landa at al.1994).

V ptipadé stanoveni produkce konidii na pfirozeném substritu bylo navazeno 50 g
je¢nych krup do 250 ml Erlenmeyerovy baiiky (pro kazdy kmen dvé opakovani). Sterilni
(navlhéené) kroupy byly inokulovany suspenzi konidii (adjustovanou na titr 1,0.107
konidii/ 1ml suspenze). Po 14 denni kultivaci v klima-boxu, pfi teplot¢ 25+1°C a
fotoperiodé 16/8 hod., byly konidie diikladné smyty z povrchu krup adekvatnim mnoZstvim
vody. Po diikladné homogenizaci byla pomoci pocitaci komirky — hematocymetru
(Neubauerova vylepsena komirka) stanovena produkce konidii, ktera byla vyjadiena na gram
piirozeného zivného substratu (je¢nych krup).

4.3.2.4. Submersni kultivace a produkce blastospor

Cilem tohoto testu bylo zjistit, zda hodnocené kmeny jsou schopny produkovat
blastopsory pomoci submersni kultivace a zaroveii stanovit jejich produk&nost tedy mnoZstvi
vyprodukovanych blastospor.

Schopnost kmenti produkovat blastospory byla stanovena v 50 ml tekuté bramborovo-
dextrézové padé (potato dextrose broth, PDB) (DIFC0), ktera byla ve 250 ml Erlenmayerové
batice (pro kazdy kmen dvé& opakovani) sterilovana v horkovzdusném sterilizatoru. Uméla
zivna pada byla poté inokulovana 1 ml pfipravené konidiové suspenze (o koncentraci 1,0.10
konidii/ 1ml suspenze). Takto pfipravené Erlenmayerovy bariky byly umistény na _{@k\ou/__
tfepacku (250 rpm, amplituda 3) a kultivovany po dobu 5 dnii pfi teploté 22 +2 °C. Pomoci
pocitaci komirky — hematocymetru (Neubauerova vylepSend komirka) byla stanovena
vytéznost kmene, ktera byla prepoc¢itana na produkei blastospor z 1 ml submerzni kultury
(Landa at al.1994). ' s

4.3.3. In vivo testy

4.3.3.1. Standardni laboratorni biotest na larvich molice sklenikové (Trialeurodes
vaporariorum) — FDGI (Fungus Development and Growth Index)

Principem tohoto biotestu byla expozice Casnych larev (Etvrtého instaru) molice
sklenikové (7. vaporariorum) testovanému kmenu entomopatogenni houby (patogena)
v podminkach sterilni vlhké komurky s cilem stanovit pribéh vyvoje patogena pomoci
indexové stupnice charakterizujici klicové faze vyvoje (Landa et al. 1994).

Larvy (puparia) molice sklenikové byly pro potieby pokusu ziskany z povrchu listi,
které byly zbaveny necistot (napf. medovice) kratkym smocenim listd ve vlaZné vodé
s pfidavkem detergentu (piipravek Jar). Po oschnuti listi byla puparia molice sklenikové
opatrné prenesena do pfedem pfipravené kapky suspenze konidii (o standardnim titru 1,0.107
konidii/ 1ml suspenze) testovaného kmene na sterilnim podloznim skli¢ku. Na jedno sklicko
bylo naneseno vzdy 30 kapek testované suspenze (3 fady po 10 kapkach, podéIln€ po celém
skli¢cku). Pupéria (T. vaporariorum) byla umisténa po jednom do 25 kapek a zbyvajicich 5
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kapek slouzilo jako kontrola. Po zaschnuti kapek byla sklicka s larvami umisténa do vlhké
komiirky tvofené Petriho miskou (90 mm) svlhky filtratnim papirem. Takto pfipravené
pokusné jednotky byly po uzavieni do plastikového sacku umistény do ptedem
vytemperovaného termostatu (teplota 25°C a fotoperioda 0/24 hod.). Vyvoj patogena
(kmene) byl hodnocen ve 24 hod. intervalech do zavérecné faze (konidiogeneze), kdy kazdé
larvé molice sklenikové byl piifazen piislusny index (v rozmezi 0 — 3, v intervalu 0.5)
(Tabulka 4.4 a Graficky list 7), ktery pfesné specifikoval vyvojovou fazi patogena na hostiteli.

Tabulka 4.4: Hodnotici stupnice standardniho laboratorniho biotestu FDGI

Status Index Charakteristika
’ 8 - na konidiich nejsou zfejmé Zadné morfologické zmeny
Dormantni konidie 0 - konidie ve vzorku maji uniformni tvar

- na konidiich v interakéni zon& kapky jsou zfetelné
zmény (velikos, tvar..)

Aktivace konidii — 0,5 - vhodnocené populaci jsou pfitomny nakli¢ené
patogen neni pfimo konidie, kli¢ek je drobny, jednostranny a velikosti
asociovan s hostitelem nepiesahuje velikost matecné konidie

1.0 - velikost klicku na konidiich v interakéni kapce

’ dosahuje v poméru k mate¢né konidii pfiblizné€ 1:1
Tvorba mycelia — L - Vlzllzgli nktebcz na povrs:,hu 'ny?(lfy jsou pf{tlomnlall h}ffol\/é
paraziticka faze ? \'% a, ktera jsou v pfimém kontaktu s t€lem hostitele
vyvojového cyklu 2.0 - nymfa je porostla hustym myceliem
- na myceliu jsou zjistény morfologické struktury

Sporulace - 2,5 souvisejici s po¢atkem sporulace
saprofyticka faze o B )
vyvojového cyklu 30 -~ M myceliu jsou zjistény morfologické struktury

souvisejici s plnou sporulaci

4.3.3.2. Standardni laboratorni biotest mna larvach zavijete voskového
(Galleria mellonella)

Principem tohoto biotestu bylo vystaveni larev (3. — 4. instaru) zavije¢e voskového
(G. mellonella) testovanému kmenu entomopatogenni houby (patogenu) v podminkach
sterilni vlhké komtirky scilem stanovit optimalni délky trvani (bio)testu pro nasledné
jednorazové vyhodnoceni rychlosti vyvoje u vybrané sady kmenii entomopatogenni houby
B. bassiana na larvach zavije¢e voskového (G. mellonella).

Vstupni (bio)test

Pro vstupni test byly néhodné vybrany dva kmeny entomopatogenni houby
B. bassiana.

Do kadinky s adekvatnim mnozZstvi konidiové suspenze (o titru 1,0.107 konidii/ 1ml
suspenze) bylo nardz ponoteno 20 ks larev zavije¢e voskového (+1 ,rezervni® larva). Po 20
vtefinach maceni byly larvy oddéleny od suspenze pomoci sklenéného trychtyfe a po kratkém
oschnuti byly umistény vzdy po tfech kusech do pfedem pfipravené ,,vlhké komirky*, ktera
byla tvofena Petriho miskou (primér 60 mm) s adekvatné ovlhéenym filtracnim papirem.
Takto pfipravené pokusné jednotky byly uzavieny do plastikového sacku a umistény do
pfedem vytemperovaného termostatu (teplota 25°C, fotoperioda 0/24 hod.). Larvy zavijece
voskového byly hodnoceny pod binolupou pomoci indexové stupnice (v rozsahu 1 — 5;
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interval 1) podle symptomii vyvoje infekce a vitality larev (Tabulka 4.5). Larvy byly
hodnoceny v pravidelnych intervalech (kazdych 24 hodin) po dobu sedmi dnu. Infikované
larvy s indexem 3 a vySe byly povaZovany za ,,usmrcen¢” Larvy v kontrolni varianté byly
ponofeny do sterilni destilované vody s 0,05 % Tween 80 (bez konidii patogena) a hodnoceny
stejnym zptsobem. Na zakladé vysledki ze vstupniho (bio)testu byla stanovena optimalni
doba pro hodnoceni LTsy v nasledném hodnoceni vybrané sady kment entomopatogenni
houby B. bassiana.

Jednorazové vyhodnoceni (po 96 hodinach)

Stejnym zpusobem (viz. vy$e) byl zaloZen a vyhodnocen pokus na vybrané sad¢
kmenii entomopatogenni houby B. bassiana s tim rozdilem, Ze kmeny byly hodnoceny pouze
jednorazové po dobg, ktera byla stanovena jako optimalni ve vstupnim (bio)testu. (Bio)test na
sadé kmeni byla zaloZen v jeden den.

Tabulka 4.5: Hodnotici stupnice standardniho laboratorniho biotestu na larvach zavijee
voskového (G. mellonella)

Vitalit
Il,lde.x — Symptomy infekce na povrchu larvy
vyvoje larvy
| . - bez symptomd infekce
Ziva 5wt - I— £
2 - melaniza¢ni skvrny (roztrousen po téle, vétSinou méné nez tfi)
3 nehybe se © - melanizaéni skvrny (v&tsi pocet Casto splyvajici)
4 (mrtva) - rist mycelia (nejastéji v pred€lu ¢lanki téla nebo na panozkach)
5 mrtva - pIné& porostla sporulujicim myceliem (,,rohli¢ek*)

? Larva se nepohybuje, ale je ziejmy pohyb hibetni cévy nebo reakce larvy na podrazdéni
napt. Stéteckem

4.3.4. Statistické hodnoceni

Pro statistické vyhodnoceni byl pouzit program STATISTIKA for Windows, ver. 6
(StatSoft, Inc., 2001). Zakladem pro vyhodnoceni byla jednofaktorova analyza rozptylu
(..Anylysis of variance*, ANOVA). Prikaznost diferenci mezi primémymi hodnotami
riznych urovni byla testovana prosttednictvim ,,Post-hoc comparison® (Tukey HSD test).

4.4. Stanoveni genetické variability kmenu entomopatogennich hub pomoci
RAPD analyzy

Nezbytnym predpokladem stanoveni genetické variability kmenti entomopatogennich
hub je izolace DNA (deoxyribonukleova kyselina). Metoda RAPD (polymorfismus nahodné
amplifikované DNA) je jednou z metod zaloZenych na PCR (polymerazova fet€zova reakce).
Vyuziva toho, Ze do amplifikace vstupuje pouze jeden primer o délce n€kolika nukleotidil.
Princip metody je v tom, Ze se nékolikrat v celém tseku studované DNA stane, Ze primery
nasednou na protibéznych fetézcich DNA v amplifikovatelné vzdalenosti od sebe. V tuto
chvili je umozZnéna amplifikace ¢asti DNA mezi nimi.

4.4.1. Extrakce DNA
Genomickd DNA byla extrahovana z 10 — 14 dnd staré povrchové kultury

entomopatogenni houby pomoci komerén& pouzivaného kitu Spin Plant Mini Kit (INVISOB).
Principem této metody je purifikace DNA pomoci specialnich mikrokolon, kde na prvni
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koloné dochazi k zachyceni hrubych negistot, na druhé koloné dochazi k zachyceni DNA a
jejimu naslednému vymyti eluénim roztokem. Pro DNA extrakci bylo pouZito pfiblizn¢ 60 mg
biomasy houby. Izolované vzorky DNA byly uchovéavany pfi teploté — 20 °C.

4.4.2. RAPD analyza

Protokol RAPD analyzy ,(Endrychovd 2004) byl modifikovan zmetodiky prace
Williams et al. (1990). PCR reakce byla provadéna v objemu 25 pl.

Schéma pipetovani:

1 pl templatové DNA

2,5 ul reakéni pufru

2 ul dNTPs

2 ul primeru

0,2 pul DNA polymerazy (TaKaRa)
dH,0 voda do objemu 25 pl

Amplifikace DNA probihala v termocykleru s nasledujicimi parametry: 93°C (5min)
pro pocate¢ni separaci DNA fetézct a 45 termalnich cykli: 92°C (1 min), 35 °C (2 min) a
72°C (3min). Termalni cyklus byl zakon&en elonga¢ni teplotou 72°C (10 min).

RAPD produkty byly analyzovany elektroforézou na 1,5 % agarozovych gelech (v TBE
pufru) a detekovany barvenim ethidium bromidem. Doba trvani elektroforézy byla 2,5 hodiny
pii napéti 80 V. Gely byly fotografovany pod UV svétlem pomoci digitalniho fotoaparatu a
zpracovany digitalni obrazovou analyzou.

4.4.3. Digitalni obrazova analyza gelii a hodnoceni dat

Pro vyhodnocovani dat byl pouzit pfedevsim specialni software — BioProfil 1D++
uréeny pro analyzu a objektivni porovnavani jednorozmérnych elektroforetickych spekter.

Korekce obrazki gelti byly provadény za pouZiti specialniho grafického software
Adobe Photoshop 7.0 CE.

4.4.4. Clusterova analyza

Néazornym vystupem analyzy spekter je moZnost seskupeni (,,sgrupovani*) podobnych
spekter na zakladé vypo&tu podobnostni matice — koeficientii podobnosti kazdého vzorku se
viemi ostatnimi z vybrané databaze. Vysledky matice pak byly podrobeny clusterové analyze
(UPGMA — Unweighted Pair Group Method Using Averages) a vysledek byl poté zobrazen
jako dendrogram.

4.4.5. Statistické zpracovani dat

Pro ugely komplexniho hodnoceni RAPD spekter bylo vyuZito statistického
zpracovani dat. Metoda digitdlni analyzy pak pfedstavovala prostfedek pro primarni
zpracovani elektroforeogamii a zaznamenani pozice pruhii na gelu. Na zakladé takto
zjisténych a korelovanych pruhti na gelu bylo moZné sestavit matice pfitomnosti/
nepfitomnosti pruhu v dané z6né a provést statistické hodnoceni (vypocty genetickych
vzdalenosti ¢i podobnosti a sestaveni dendrogramu).
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$.5. Pfedaplikacni studie

{.5.1. Hodnoceni kompatibility kmeni entomopatogennich hub s organomineralnim
nojivem Beta-liq

Principem tohoto hodnoceni bylo porovnat vysledky ,,in vitro* (bio)testti vybranych
cmenti entomopatogennich hub v kombinaci s piipravkem Beta-liq s kontrolni variantou
kapitola 4.3), s cilem vyuZit organominralniho hnojiva Beta-liq jako ,,nosi¢e* selektovanych
<menti entomopatogennich hub pfi jejich introdukci do pudy.

Ve viech testech byla pouZita konidiova suspenze, ktera byla adjustovana na titr 1.107
conidii/ 1 ml suspenze v kombinaci s organominerdlnim hnojivem BETA-LIQ® (REDAM,
Smrice s.r.0.) 0 koncentraci 10 % a 50 % (vstupni test) a nasledné koncentraéni fadé — 50 %,
70 % a 90 % pripravku Beta-liq.

Specifikace organomineralniho hnojiva Beta-liq:

Organomineralni kapalné hnojivo BETA-LIQ® (chranéné v CR patentem ¢&. 278603)
bylo  vyvinuto za ucelem feSeni problémi v nedostatku organickych latek a té€zce
rozlozitelnych poskliziiovych zbytkd na pozemku. Hnojivo pochézi ze zpracovanych vypalki
‘epné melasy a neobsahuje toxické ani Skodlivé slouCeniny. M4 specifickou hnédoCernou
barvu, typickou vimni, hustotu 1,25 — 1,45 g/ 1ml, susinu 45 — 70 %. Obsah zivin (BETA-LIQ®
30.1.60): susina (50 — 60 %), organické slougeniny (26 %), organ. N. (2 -3 %), NH* (0,5 %),
K50 (5 — 6 %), P,Os (0,06 %), Ca®" (2,2 %), Mg ** (0,2 %) a obsah stopovych prvki (v ppm):
Fe — 150, Zn — 50, Mn — 40, Cu —25.

4.5.2. Hodnoceni Zivotaschopnosti kmeni entomopatogennich hub po kratkodobém
zamrazeni

Principem tohoto testu bylo zhodnotit Zivotaschopnost konidii entomopatogennich hub
pied a po zamraZeni pomoci standardniho testu kli€ivosti.

Ptipravena konidiova suspenze (o titr 1.10% konidii/ 1 ml suspenze) byla pfemisténa do
mrazaku (- 20 °C), kde byla ponechéna po dobu 14 dni. Po této dob& byla zmraZena suspenze
vyjmuta a ponechana pti pokojové teploté do doby jejiho tplncho rozmrazeni. Vysledky
standardniho testu kli¢ivosti kontrolni a rozmrazené varianty byly poté porovnany.

4.5.3. Produkce biomasy infekénich propaguli entomopatogennich hub a jejich iprava

Biomasa hub byla vyprodukovéna standardnimi produkénimi postupy (4.3.2.3 — 4)
v rizné velkych objemech (viz. 3arze 1 — 5) a po adjustaci na titr 1.10° spor/ 1 ml byla
biomasa kmene koncentrovana odstfedénim (3 500 ot/ s) po dobu 5 minut za pokojové
teploty. Po oddéleni &irého natantu byl koncentrat konidii/ blastospor (pasta) nafedén na titr
1.10° spor/ 1 ml a porovnanim s piivodnim objemem byla stanovena vytéznost koncentratu.
Pro uchovani biomasy byl koncentrat standardnim zpisobem zamraZen (- 20 °C).
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4.6. Lokalita odbéru ptidnich vzorki a zpusob aplikace entomopatogennich
hub na pokusné lokalité

Lokalita Smrzice (okres Prostéjov)

7 kazdé z péti parcelek (18 x 100 m) byl odebran smésny pldni vzorek
Entomopatogenni houby nebyly aplikovany.

Lokalita Troubsko (okres Brno-venkov)

Pokusné stanovisté se nachazi na pozemku Vyzkumného ustavu picnindfského s.r.o.
(VUP). Z kazdé z24 pokusnych parcelek (2,5 x 3,5 m) vzdjemné odd€lené 0,5 m
sirokym pruhem byl (na konci srpna) odebran jeden smésny pldni vzorek

Hodnoceni vlivu aplikovaného kmene entomopatogenni houby v kombinaci
s pfipravkem Beta-liq (na testovaci plodinu, na rozklad slamy, produkc1 CO,, obsah

oxidovatelného uhliku a na strukturni stav pady) stanovili pracovnici VUP sro.
v laboratornim modelovém inkuba¢nim a nasledném vegetatnim pokusu.

Lokalita Péncin (okres Prostéjov)

Pokus byl realizovdn na pozemku zem&d&lského podniku UNIAGRIS Pénéin s.r.o.
viz. Obrazek 4.1

Z kazdé zpéti parcelek byl pted aplikaci (I. pol. srpna) entomopatogennich hub
v kombinaci s pfipravkem BETA-LIQ (tank mix) odebran jeden smésny pidni vzorek
z kazdé poloviny parcelky. Stejnym zplsobem byly odebrany smésné pidni vzorky
1 mésic a 2,5 mésice po zamérné re-introdukci entomopatogenni houby (M. anisopliae a
B. bassiana) a introdukci ~ jednoho kmene mykoparazitické houby
Coniothyrium minitans (komer¢ni piipravek Contans ol

Aplikace byla realizovana pomoci velkokapacitniho postfikovate (TERRA — GATOR
1603 T, FIRMY AG-CHEM) na povrch pidy se strni§tém a se zbytky slamy ozimé
psenice (Triticum aestivum). Velikost kazdé parcelky byla urCena zabérem aplikatoru
(18 m) viz. Schéma 4.1. Thned po aplikaci byl povrch pidy zpracovan radlitckovym
kultivatorem a na pozemek byla nasledn& vyseta ozima fepka (Brasica napus).

Na celém pozemku byla aplikovana davka organomineralniho hnojiva (2 t/ha).
V kombinaci s pfipravkem Beta-liq byla aplikovana entomopatogenni houba
M. anisopliae (Man P4) v déavce 4. 107 konidii/ 1ha a B. bassiana (Bba P4) v davce
2,2.10” konidii/ 1ha.
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Obriazek 4.1: Misto zaloZeni pokusu na pozemku spole¢nosti UNIAGRIS, Pénéin je na
obrazku oznaceno kiizkem
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Schéma 4.1: Schématické znazornéni jednotlivych parcelek na lokalité Péncin, kde byly
aplikovany vybrané kmeny vlaknitych hub
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Sifka parcelky (m)

Lokalita Zabé&ice (okres Brno-venkov)

Charakteristika lokality (Skolni zem&dg&lsky podnik MZLU v Zabgicich u Brna):
e Pudy v katastru pracovisté jsou neutralni aZ slabé kyselé s nedostatkem humusu. Pudy
jsou riizného sloZeni, a to od pd pis¢itych, kterych je pfevaha, az po pudy jilovité.
e Na tizemi pracoviité Zabéice se nejéastéji vyskytuji genetické pldni typy Cernozeme,
mirné podzolované drnové pidy a nivni pidy glejové.
e Pozemky jsou rovinatého charakteru s primé&rnou nadmotskou vyskou 185 m.
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e Statek lezi v jihomoravské suché oblasti s typickym vnitrozemskym klimatem s

primérmymi ro¢nimi srazkami 450 — 550 mm a prumérnou roéni teplotou 9,3 °C.
Suchost klimatu zvy3uji vétry, které zpuisobuji velky vypar pidni vlahy. Do oblasti
pracovisté zasahuje téZ deStovy stin. Vodni srazky ve vegetatnim obdobi jsou
rozlozeny velmi nerovnomeérné.

Odbér padnich vzorku a aplikace entomopatogenni houby:

e Kazda parcelka reprezentovala odli$ny zpisob zpracovani pidy (Tabulka 4.6) a osevni

postup. V pribéhu monitoringu entomopatogennich hub bylo vzdy odebrano po
jednom smésném vzorku z kazdé z 8 pokusnych parcelek (10 x 2 m).

Pied zamérnou aplikaci entomopatogenni houby byl uskute¢nén vstupni monitoring (v
pol. srpna) a po aplikaci kmene byl realizovan prvni monitoring (po 7 tydnech) a
druhy monitoring (po 8 mésicich) v dubnu nasledujiciho roku.

Entomopatogenni houba B. bassiana (kmen M062) byla aplikovana (zadovym
postfikovacem) spolu s piipravkem Beta-liq (2 t/ ha) na povrch rozdrcené pSeni¢né
slamy v mnozstvi 5 litri suspenze (o titru 2.107 konidii/ blastospor na 1 ml suspenze)
tj. 5.10° konidii/ blastospor na 1m? a bezprostiedn& po aplikaci byla oSetfena slama
rotavatorem zapravena do pudy.

Tabulka 4.6: Prchled a charakteristika jednotlivych parcelek vCetné pouzité formulace
entomopatogenni houby B. bassiana (kmen M062)

V?’o el Parcela Charakteristika L
¢islo houby
1. Ao03-1 Beta-liq bez fungicidu - oz. pSenice - klasicka argotech.  Blastospory
2 Ao3-Il  Beta-liq bez fungicidu - oz. pSenice - minimal. argotech.  Blastospory
3. Ao3-1 Beta-liq bez fungicidu - oz. pSenice - klasicka argotech. ~ Konidie
4. Ao3-I  Beta-liq bez fungicidu - oz. pSenice - minimal. argotech. Konidie
- R Ao4-1 Beta-liq bez fungicidu - oz. pSenice - klasicka argotech.  Blastospory
6. Ao4-I1  Beta-liq bez fungicidu - oz. pSenice - minimal. argotech.  Blastospory
7 Ao4-1 Beta-liq bez fungicidu - oz. p3enice - klasicka argotech. Konidie
8. Ao4-II  Beta-liq bez fungicidu - oz. penice - minimal. argotech. Konidie

4.7. Zakladni pFistrojové vybaveni pouZité v pokusech

Tabulka 4.7: Zakladni piistrojové vybaveni pouzité v pokusech

Nazev zarizeni Typ
“binolupa STEMI SV 11
digitalni fotoaparat Canon EOS 300D (objektiv EF-S 18-55 mm f/3,5-5-6)
flowbox BIOHAZARD EN 12469 CLEAN AIR
horkovzdusny sterilizator STERICELL 22
svételny mikroskop NIKON LABOPHOT - 2
termocykler PTC - 100 (MJ RESEARCH)
termostat BIOLOGICAL TERMOSTAT BT 120
tiepacka HEIDOLPH UNIMAX 2010

39




Experimentdlni ¢ast a vysledky

5. EXPERIMENTALNI CAST A VYSLEDKY

Vysledky v experimentalni Casti byly sefazeny v navaznosti na jednotlivé etapy
otedchazejici introdukci vhodného kmene entomopatogenni houby do pudy v programu
ntegrované produkce rostlin. Kazda kapitola byla dale ¢lenéna podle geografického pivodu
zkoumané lokality:

> Monitoring a izolace entomopatogennich hub z piidy pomoci izola¢nich technik
(kapitola 5.1);

> Polyfaktorialni hodnoceni a vybér kmene pomoci ,,in vitro™ a ,,in vivo“ (bio)testl
(kapitola 5.2 a 5.3);

> Piedaplikatni studie zaméfena na kompatibilitu kmene s nosi¢em Beta-liq a upravu
vyprodukované biomasy (kapitola 5.4)

» Modelova studie - hodnotici persistenci zam&mé introdukovaného kmene
entomopatogenni houby do pudy (kapitola 5.5)

5.1. Monitoring p¥irozeného vyskytu vlaknitych entomopatogennich hub
(Deuteromycotina resp. Mitosporické houby, Hyphomycetes, Moniliales)
v pudé

Prvni etapa predchazejici vyuziti ,.autochtonnich® kmeni entomopatogennich hub
v programech integrované ochrany rostlin je monitoring diverzity a Setnosti vyskytu téchto
piirozené se vyskytujicich regulacnich zdrojii hmyzich Skadci v ptdé na urovni druhu a
kmene (Graficky list 1). Ztohoto divodu byla vétSina izolovanych kment
entomopatogennich hub imobilizovana ve formé alginatovych pelet a uloZena v mykologické
sbirce Katedry rostlinné vyroby ZF JU v Ceskych Budgjovicich

5.1.1. Plosny monitoring prirozeného vyskytu vlaknitych entomopatogennich
hub v piidé na Gzemi jihoceského regionu

Cilem nasledujici studie bylo navézat na dfive realizovany velkoplosny monitoring
entomopatogennich hub na izemi jihoSeského regionu (Landa et al. 2002), doplnit chybgjici
mista v siti lokalit odbéru a pfi monitoringu entomopatogennich hub v piidé se zaméfit na
lokality s porostem obilovin.

Na tizemi jiho¢eského regionu (rozloha regionu cca 10 tis km?) bylo celkem odebrano
113 pudnich vzorki ze 65 lokalit (Tabulka 5.1). Pidni vzorky byly odebrany z orné pudy v
porostech p3enice ozimé (40,7 % ze 113 piadnich vzorkd), je¢mene ozimého (17,7 %),
je¢mene jarniho (12,4 %), Zita (13,0 %) a ovsa (11,5 %). Pidni vzorky piedstavujici smési
obilovin nebo obilovinu jako podsev byly zastoupeny pouze v 4,4 %.

Pfitomnost entomopatogennich hub byla detekovana ve 108 pidnich vzorcich
(95,6 %) v celkovém poétu 197 izolovanych kment naleZejicich do tfidy Hyphomycetes,
které reprezentovaly 5 druh@ v ramci 3 rodi Mitosporickych hub. NejfrekventovanéjSim
druhem entomopatogenni houby byl druh Paecilomyces lilacinus se 104 izolovanymi kmeny
(v 92,1 % vsech odebranych pidnich vzorki respektive 52,8 % ze vech kmend, které byly
izolovany) a druh Metarhizium anisopliae (67 kment, 67,8 %, resp. 34,0 %). Druh Beauveria
bassiana byl izolovan v poétu 16 kment (15,6 %, resp. 8,1 %). Nejmené Cetnym druhem
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v analyzovanych ptdnich vzorcich byl Paecilomyces carneus (6 kmen, 5,6 %, resp. 3,1 %)a
Paecilomyces fumosoroseus (4 kmeny, 3,8 %, resp. 2,0 %) (Tabulka 5.2 - 5.8).

Pouziti selektivniho média s fungicidni slozkou dodine (SM a.i. dodine) (Tabulka 5.9
— 5.14) bylo vhodnym doplitkem k metod& vyuzivajici Zivé navnady (GBM). Z celkového
poétu kmenti entomopatogennich hub, které byly uloZeny do mykologické sbirky bylo 20 %
kment@ izolovano pouze pomoci SM a.i. dodine (Tabulka 5.1). SM a.i. dodine umoznovalo
izolovat druhy entomopatogennich hub jako napf. P. lilacinus nebo P. carneus, které nebyly
detekovéany pomoci ,,7ivé navnady®. V piipadé druhu B. bassiana byla zaznamenana vySsSi
citlivost u metody vyuZivajici Zivych larev (G. mellonella) oproti SM a.i. dodine. Obé metody
se ukazaly byt obdobné vnimavé k druhu M. anisopliae, jak je ziejmé z porovnani obou
metod v tabulce (Tabulka 52 — 35.8). Cetnost vyskytu entomopatogennich hub ve
smésnych pidnich vzorcich bylo mozné vyjadfit poétem kolonii tvoficich se na SM a.i.
dodine po sedmi popt. deseti dnech tzv. CFU (Colony Forming Units) (Tabulka 5.9 — 5.14).
Pomoci SM a.i. dodine byla zaznamenana nejvy3si Cetnost vyskytu u druhu P. lilacinus, kdy
byl zaznamenan pramérny pocet 25,5 CFU/ Petriho misku (to pfedstavuje 2,6.10° CFU/ Iml
padniho vzorku) oproti napf. 4,1 CFU/ Petriho misku (4. 4,1.10> CFU/1ml) u druhu
M. anisopliae nebo 1,4 CFU/ Petriho misku (tj. 1,4.10> CFU/ 1ml ptdniho vzorku) u druhu B.
bassiana. V nékterych padnich vzorcich byla na Petriho misce zaznamenéna hodnota CFU
mnohondsobné pievy3ujici bézny potet CFU/ Petriho misku, napf. ve vzorku s porostem
pSenice ozimé na lokalit¢ Kamenny Ujezd (Ceské Budgjovice) byl zaznamenan u
druhu B. bassiana potet 246 CFU zjedné Petriho misky (4. 2,5.10* CFU/ Iml pitdniho
vzorku). To by mohlo byt vysvétleno napf. sekundamni sporulaci izolované houby, ale
vzhledem k tomu, Ze po¢et CFU/ Petriho misku byl pocitan 7. popt. 10. den kontroly, zda se
byt pravdépodobnéjsim vysvétlenim odbér ptidniho vzorku v misté piirozené sporulace tohoto
druhu na pfirozeném hostiteli (kadaveru).

Z vysledkt plosného monitoringu entomopatogennich hub v porostech obilovin
nevyplyva zadna zavislost mezi poétem nebo druhem detekovanych entomopatogennich hub a
péstovanou obilovinou. Jednozna¢né nelze ani stanovit hranici citlivosti u GBM vyjadienou
poctem CFU/ Petriho misku. Lze pouze konstatovat, Ze ob& metody se navzajem dopliuji a
kazda z obou technik je vyznamna pfi hledani novych, potencidlné vyuZitelnych kment
entomopatogennich hub v programu integrované ochrany rostlin. Jednozna¢nym pfinosem
monitoringu bylo obohaceni mykologické sbirky Katedry rostlinné vyroby ZF JU v Ceskych
Budgjovicich o nové kmeny zdosud neprozkoumanych lokalit v jihoCeském regionu a
potvrzeni velké druhové diverzity entomopatogennich hub na zkoumaném uzemi.
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Tabulka 5.1: Vyskyt entomopatogennich hub v jednotlivych okresech jihoceského regionu v
pudé a zpusob izolace 3

Fotet Druh odizolované Oznaceni ve
Okres Lokalita odebranych Zptisob izolace .
4 houby sbirce
vzorkd
Hurky 4 GBM M. anisopliae M416, M417
Borsov nad Vlitavou 1 GBM B. bassiana M448
B 3 GBM M. anisopliae M423
SM a.i. dodine M. anisopliae M422
Dobcice 1 GBM B. bassiana M493
Dol. Bukovsko 2 - - -
Dhubn 1 GﬂM . B. bassiana M491
SM a.i. dodine  P. fumosoroseus M490
GBM M. anisopliae M446
Hluboka nad Vitavou 2 GBM B. bassiana M445
SM a.i. dodine B. bassiana M447
Jaroloiiss ) GBM M. anisopliae M424
GBM B. bassiana M425
Kamenny Ujezd 1 GBM B. bassiana M449
Kolny 1 SM a.i. dodine M. anisopliae M468
2 z Locenice 1 - - -
BUI():EEJS(I)(\IIEI CE Mazglov 2 SM a.i. dodine M. anisopliae M420
Munice 2 - - -
Mydlovary 1 GBM M. anisopliae M444
GBM M. anisopliae M460, M463
Néchov 3 SM a.i. dodine M. anisopliae M461
GBM B. bassiana M462
Nuzice 1 GBM M. anisopliae M426
g r SM a.i. dodine M. anisopliae M489
OleSntk ! GBM B, bassian M488
Otévek 2 GBM M. anisopliae M464, M465
Radonice 2 GBM M. anisopliae M421
Slovénice 2 SM a.i. dodine M. anisopliae M418
Strazkovice 2 GBM M. anisopliae M466
Stiizov 1 SM a.i. dodine M. anisopliae M467
Temelin | SM a.i. dodine M. anisopliae M487
Vidov | - - -
Zabofi 1 SM a.i. dodine M. anisopliae M492
Brezina 2 SM a.i. dodine M. anisopliae M473
5 o % . SM a.i. dodine M. anisopliae M472
Hﬁﬁggg v Cervend Litota . GBM B. bassiana M471
Smrzov 2 — - -
Zablati 2 GBM M. anisopliae M419
Boubska 1 GBM M. anisopliae M499
Dol. Nekvasovice 1 GBM P. fumosoroseus M497
Husinec 2 SM a.i. dodine M. anisopliae M496
Laziste ) SM a.i. dodine B. bassiana MS501
GBM M. anisopliae M502
Lcovice 1 GBM M. anisopliae M498
PRACHATICE Lhenice 1 GBM B. bassiana M494
; GBM M. anisopliae M442
Newd Hospeds : SM a.i. dodine M. anisopliae M443
Tisovka 1 - - -
Vicemily 2 GBM M. anisopliae M500
Zablati 1 GBM M. anisopliae M503
Zdenice 2 GBM M. anisopliae M495

42




Experimentdlni ¢ast a vysledky

Pokracovani tabulky 5.1

Pocet Druh odizol 2 Oooppbent
Okres Lokalita odebranych Zpusob izolace AU s et zna(fenl ve
4 houby sbirce
vzorkl
Bradacov 1 SM a.i. dodine M. anisopliae M477
Hamr 2 GBM M. anisopliae M469, M470
SM a.i. dodine M. anisopliae M479
Hlasivo 3 GBM P. fumosoroseus M504
GBM M. anisopliae M480
Hlavatce 1 GBM M. anisopliae M483
Hlinice 1 SM a.i. dodine M. anisopliae M481
; SM a.i. dodine M. anisopliae M475
Choustnik £ SM a.i. dodine M. anisopliae M474
Kamenny Dvir ’ GBM M. anisoplz:ae M428
TABOR . GBM M. anisopliae M427
Kosice 2 SM a.i. dodine M. anisopliae M482
Nuzbely 2 SM a.i. dodine M. anisopliae M476
Rodna 1 GBM P. fumosoroseus M478
GBM M. anisopliae M433
Stadlec 2 GBM B. bassiana M432
GBM M. anisopliae M434
GBM M. anisopliae M431
Tiebelice 3 GBM M. anisopliae M429
GBM M. anisopliae M430
Zal%i 2 GBM M. anisopliae M486
GBM B. bassiana M484, M485
Milenovice 1 - - -
— GBM M. anisopliae M439
L L = GBM M. anisopliae M440
; GBM M. anisopliae M437
PSR Oslow . GBM M. anisopliae M438
Sepekov 2 GBM M. anisopliae M435
Velka 2 GBM M. anisopliae M436
Zdar 2 GBM M. anisopliae M441
Bohdalovice 1 - - -
Domoradice 2 - - -
Hnévanov 1 GBM M. anisopliae M453
Hor. Tfebonin 2 GBM M. anisopliae M450
Chabicovice 2 G.B M : M am:sop l{ae s
CESKY SM a.i. dodine M. anisopliae M456
KRUMLOV ' GBM M. anisopliae M459
Markvartice 2 GBM B. bassiana M458
GBM M. anisopliae M457
Ptidoli 1 - - -
Rozmital na Sumave 1 GBM M. anisopliae M454
Sus 1 GBM M. anisopliae M452
Vétini — - -

% Pokud byl stejny druh entomopatogenni houby detekovan pomoci obou izola¢nich technik byl pfednostné
ulozen kmen izolovany pomoci Galleria bait method (GBM) ve sbirce Kmeni katedry rostlinné vyroby ZF JU
v Ceskych Budgjovicich pod oznagenim uvedenym v tabulce 5.1.
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Tabulka 5.2: Vyskyt entomopatogennich hub v pidé sbiranych z poli s 0zimim jecmenem

Drub heaby pil':gfngh PUd;::)zi(:):ky S Galleria bait method  SM a.i. dodine
vzorki  Pocet % Pocet % Pocet %

P. lilacinus 20 19 95,0 0 0,0 19 95,0
M. anisopliae 20 15 75,0 10 50,0 10 50,0
B. bassiana 20 2 10,0 2 10,0 0 0,0
P. carneus 20 2 10,0 0 0,0 2 10,0
P. fumosoroseus 20 0 0,0 0 0,0 0 0,0

Tabulka 5.3: Vyskyt entomopatogennich hub v pidé sbiranych z poli s jeémenem jarnim

Dirali lioaby p:’:glc:ith Pudll:)z::;lky S Galleria bait method  SM a.i. dodine
vzorku Pocet % Pocet % Pocet %

P. lilacinus 14 11 78,57 0 0,00 11 78,57
M. anisopliae 14 9 64,29 5 35,71 8 57,14
B. bassiana 14 2 14,29 2 14,29 0 0,00
P. carneus 14 1 7,14 0 0,00 1 7,14
P. fumosoroseus 14 1 7,14 1 7,14 0 0,00

Tabulka 5.4: Vyskyt entomopatogennich hub v pudé sbiranych z poli s pSenici ozimou

S pggf;ih P“d;‘l:"vlf)‘(’;ky S Galleria bait method  SM a.i. dodine
vzorku  Podet % Pocet % Pocet %
P. lilacinus 46 43 93,48 0 0,00 43 93,48
M. anisopliae 46 21 45,65 11 23,91 17 36,96
B. bassiana 46 6 13,04 6 13,04 2 4,35
P. carneus 46 1 2,17 0 0,00 1 2,17
P. fumosoroseus 46 1 2,17 0 0,00 1 2,17
Tabulka 5.5: Vyskyt entomopatogennich hub v pidé sbiranych z poli s Zitem
DBy pgg;‘l,’zh P“dﬁz)zf)‘:;lky S Galleria bait method  SM a.i. dodine
vzorkii  Pocet % Pocet %o Pocet % i
P. lilacinus 15 14 93,33 0 0,00 14 93,33 |
M. anisopliae 15 9 60,00 9 60,00 7 46,67
B. bassiana 15 2 13,33 1 6,67 1 6,67
P. carneus 15 1 6,67 0 0,00 1 6,67 i
P. fumosoroseus 15 2 13,33 2 13,33 0 0,00
I
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Tabulka 5.6: Vyskyt entomopatogennich hub v piid€ sbiranych z poli s ovsem

Drul houby pi’l:glclzh Pud:::li(:;lky S Galleria bait method  SM a.i. dodine
| vzorki  Pocet % Pocet % Pocet %
P. lilacinus 13 12 92,31 0 0,00 12 92,31
M. anisopliae 13 8 61,54 7 53,85 5 38,46
B. bassiana 13 3 23,08 2 15,38 2 15,38
P. carneus 13 1 7,69 0 0,00 1 7,69
P. fumosoroseus 13 0 0,00 0 0,00 0 0,00

Tabulka 5.7: Vyskyt entomopatogennich hub v piid€ sbiranych z poli s ostatnimi
plodinami 3

Bk hrouiliy pgg;‘;h Pud;ll:)zi(:lky S Galleria bait method  SM a.i. dodine
vzorki  Pocet % Pocet % Pocet %
P. lilacinus 5 5 100,00 0 0,00 5 100,00
M. anisopliae 5 5 100,00 4 80,00 3 60,00
B. bassiana 5 1 20,00 1 20,00 0 0,00
P. carneus 5 0 0,00 0 0,00 0 0,00
P. fumosoroseus 5 0 0,00 0 0,00 0 0,00

%) napt. oves s podsevem jetele, jemen s podsevem jetele, oves s penici ozimou atd.

Tabulka 5.8: Frekvence vyskytu entomopatogennich hub v pidé sbiranych z poli s riznou
obilovinou.

Pidni vzorky s entomoptogenni houbou (%)

Fhacins P. lilacinus M. anisopliae B. bassiana___P. carneus _P. fumosoroseus
je¢men oz. 95,00 75,00 10,00 10,00 0
je¢men j. 78,57 64,29 14,19 7,14 7,14
pSenice 0z. 93,48 45,65 13,04 2,17 2,17
zZito 93,33 60,00 13,33 6,67 13,33
oves 92,31 61,54 23,08 7,69 0
ostatni plodiny 100 100 20,00 0 0
prumér (%) 92,12 67,75 15,62 5,61 3,78
+STDV + 6,5486 +16,7908 +4,4725 + 3,4243 +4,9669
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Tabulka 5.9: Ooﬁswmﬂ vyskytu entomopatogennich hub (poget CFU) detekovand pomoci SM a.i. dodine na jednotlivych lokalitach s porostem
obiloviny v okrese Ceské Budg&jovice

Lokalita odbéru

Pocet kultur (CFU) entomopatogennich hub detekovanych pomoci PDA s dodine ve vzorku s porostem obiloviny

je¢men ozimy je¢men jarni

pSenice ozima
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Tabulka 5.10: Cetnost vyskytu entomopatogennich hub (pocet CFU) detekovana pomoci SM a.i. dodine na jednotlivych lokalitach s porostem
obiloviny v okrese Prachatice
Podet Pocet kultur (CFU) entomopatogennich hub detekovanych pomoci PDA s dodine ve vzorku s porostem obiloviny
Okres  Lokalita odbéru  odebranych je¢men ozimy je¢men jarni pSenice ozima Zito oves ostatni
vzork@t  Pli Man Bba Pca Pfr Pli Man Bba Pca Pfr Pli Man Bba Pca Pfr Pli Man Bba Pca Pfr Pli Man Bba Pca Pfr Pli Man Bba Pca Pfr

Boubska 1 - 132 0 0 O - - - -
Dol. Nekvasovice 1 - = = 2 0 0 0 O - -
Husinec 2 - 31 0 0 O - - 34 0 0 0 O -
o Lazisté 2 B B _ 3 0 3 0 0 _ B
) 0 33 0 0 O
M L&ovice 1 - 1 0 0 0 O - - - -
m Lhenice 1 — 36 0 0 0 O - - -
mM. Nové Hospoda 2 - — .w w w w M = - -~
Tisovka 1 - o 0 o0 0 O - - - -
Vicemily 2 - o 0 0 0 O - - 0 104 0 0 O -
Zablati 1 - 16 26 0 0 O - - - -
Zdenice 2 - 0O 0 0 0 0 6 5 0 0 0 — - —

Tabulka 5.11; Cetnost vyskytu entomopatogennich hub (pocet CFU) detekovana pomoci SM a.i. dodine na jednotlivych lokalitach s porostem
obiloviny v okrese Tabor
Podet Pocet kultur (CFU) entomopatogennich hub detekovanych pomoci PDA s dodine ve vzorku s porostem obiloviny
Okres  Lokalita odbéru  odebranych je¢men ozimy je¢men jarni pSenice ozim4 Zito oves ostatni
vzorki Pli Man Bba Pca Pfr Pli Man Bba Pca Pfr Pli Man Bba Pca Pfr Pli Man Bba Pca Pfr Pli Man Bba Pca Pfr Pli Man Bba Pca Pfr

Bradacov 1 - 57 1 0 0 O - - - -
Hamr 2 2 17 0 7 O - - - - 9 3 0 0 O
Hlasivo 3 — 7 6 0 0 O - 12 0 0 0 O - 41 0 0 O O
Hlavatce 1 = = - - 106 0 0 0 O -
Hlinice 1 = = - 23 2 0 1 O -

« Choustnik 2 - 7 1.0 0 O 1 2 0 0 O - - -

nnw Kamenny Dvir 2 - - 9 0 0 0 0 19 6 0 0 0 -

<« Kosice 2 2 1 0o 1 0 - 9 0 0 0 O - -

& Nuzbely 2 1 2 0 0 0 = 11 0 0 0 0 =
Rodna 1 = - 9 0 0 6 0 -
. 64 1 0o 0 O
Stadlec 2 - - 46 3 0 0 0 - -
Trebelice 3 35 0 0 0 O - 45 1 0O 0 0 103 2 0 0 O = -
Z4l3i 2 38 1 0 0 O — — — 10 0 0 0 0 —
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Tabulka 5.12: Cetnost vyskytu entomopatogennich hub (pocet CFU) detekovana pomoci SM a.i. dodine na jednotlivych lokalitach s porostem
obiloviny v okrese Jindfichiv Hradec

Lokalita odbéru

Pocet kultur (CFU) entomopatogennich hub detekovanych pomoci PDA s dodine ve vzorku s porostem obiloviny

jeémen ozimy
Pli Man Bba Pca Pfr Pli Man Bba Pca Pfr Pli Man Bba Pca Pfr Pli Man Bba Pca Pfir Pli Man Bba Pca Pfr Pli Man Bba Pca Pfr

je¢men jarni

pSenice ozima

Zito

oves

ostatni

J.HRADEC

m(wmnNSm
Cervena Lhota

Smrzov

Zablati

8

0

97

o
[N N No Nl
oo OO O

S o oo O

0

Tabulka 5.13: Cetnost vyskytu entomopatogennich hub (pocet CFU) detekovana pomoci SM a.i. dodine na jednotlivych lokalitach s porostem
obiloviny v okrese Pisek

Lokalita odbéru

Pocet kultur (CFU) entomopatogennich hub detekovanych pomoci PDA s dodine ve vzorku s porostem obiloviny

je¢men ozimy
Pli Man Bba Pca Pfr Pli Man Bba Pca Pfr Pli Man Bba Pca Pfr Pli Man Bba Pca Pfr Pli Man Bba Pca Pfr Pli Man Bba Pca Pfr

je¢men jarni

pSenice ozima

Zito

oves

ostatni

,

PISEK

Milenovice
Novy Dvur
Oslov
Sepekov
Velka
Zd4r

NN NN -

11 33

135 0

0

0

26
48
46
34
30
30

S OO =00
(=Nl NN -]
[=NeNeNoR ==

(=N RN el

Tabulka 5.14: moﬁoﬁ vyskytu entomopatogennich hub (pocet CFU) detekovana pomoci SM a.i. dodine na jednotlivych lokalitdch s porostem
obiloviny v okrese Cesky Krumlov

Lokalita odbéru

Pocet kultur (CFU) entomopatogennich hub detekovanych pomoci PDA s dodine ve vzorku s porostem obiloviny

je¢men ozimy
Pli Man Bba Pca Pfr Pli Man Bba Pca Pfr Pli Man Bba Pca Pfr Pli Man Bba Pca Pfr Pli Man Bba Pca Pfr Pli Man Bba Pca Pfr

je¢men jarni

pSenice ozima

Zito

oves

ostatni

,

CESKY KRUMLOV

Bohdalovice
Domoradice
Hnévanov

Hor. Tiebonin
Chabicovice
Markvartice
Pridoli

Rozmital na Sumave
Sud

Vétini

— NN D = N

11
43

13

0
0

65
13
2

S oo oo
(=Nl

bakterioza
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5.1.2. Monitoring pfirozeného vyskytu entomopatogennich hub v pidé na
hokusné lokalité Smrzice a VUP Troubsko

Ve studii zaméfené na ,,Vyvoj a vyuZiti bioprepardtii a organominerdlnich hnojiv
podporujicich rozklad organickych ldtek a zvySujicich supresivitu pudy” byl na lokalité
Smrzice a nasledné na pokusném pozemku Vyzkumného ustavu picninafského s.r.o.,
Troubsko realizovan monitoring vyskytu entomopatogennich hub v pidé, ktery mél za cil
stanovit druhovou diverzitu entomopatogennich hub na zkoumanych lokalitich. Izolované
kmeny byly uloZeny v mykologické sbirce pro potfeby nasledného hodnoceni (kapitola 5.2.3
a5.4.1).

Na lokalit¢ SmrZice bylo odebrano 5 smésnych pudnich vzorki, které byly
analyzovany pomoci GBM a nasledné i SM a.i. dodine. V pfipadé pouziti larev zavijeCe
voskového (G. mellonella) byla ptitomnost entomopatogennich hub zjisténa pouze v jednom
z péti vzorki, kde byl izolovan druh P. fumosoroseus (1B). Pomoci SM a.i. dodine byla ve
viech vzorcich zjisténa pfitomnost druhu P. lilacinus a na parcelce €. 5 byl navic detekovan
druh B. bassiana (kmen 5B) (Tabulka 5.15).

Frekvence vyskytu entomopatogennich hub na lokalité¢ Smrzice neumoznovala
uskutecnit porovnani a vybér jednoho z nékolika kmenii pro potfeby této studie.

7 tohoto divodu bylo odebrano 24 pidnich vzorkii na pokusném pozemku vUP
Troubsko. Vétsina pidnich vzorki analyzovanych pomoci GBM byla pozitivni na pfitomnost
entomopatogennich hub a to predevsim druhu M. anisopliae (15 kmend, tj. 62,5 % z celkem
izolovanych kmenti entomopatogennich hub) a druhu B. bassiana (9 kmenu, tj. 37,5 %)
(Tabulka 5.16). Pfesto, Ze se zddla byt ptitomnost entomopatogennich hub na podrobné
analyzované lokalité vSudypfitomna, v Sesti pidnich vzorcich (1b, 2b, 2¢, 3a, 3d, 6b) nebyla
izolovana 7adna entomopatogenni houba. Vzhledem k dostate¢nému mnoZstvi izolovanych
kmenti entomopatogennich hub na lokalit¢ Troubsko pomoci GBM nebylo pouzito
SM a.i. dodine.

Monitoring entomopatogennich hub v pidé pomoci metody GBM na lokalité
Troubsko prokazal vysokou &etnost dvou nejfrekventovan€jsich druhi entomopatogennich
hub na rozdil od lokality Smrzice (Tabulka 5.15). Entomopatogenni houba P. lilacinus nebyla
na lokalité Troubsko zaznamenana z diivodu nevirulentnosti tohoto druhu vici larvam
zavijete voskového (G. mellonella). Mnozstvi infikovanych larev v GBM pii testovani
vzorkii z jednotlivych parcelek ze stejné lokality odbéru muZe naznaCovat také néco o
heterogenni pfitomnosti infek&nich propaguli entomopatogennich hub v pade.

Tabulka 5.15: Entomopatogenni houby izolované z pidnich vzorki pomoci ,, Galleria bait
method “ a selektivniho média a.i. dodine odebranych na lokalité¢ SmrZice

Druh odizolované houby podle detekéni

Oznaceni 5 D.en kontro'ly ——
vzorku a pocet infikovanych larev
arcel lleria bait meth SM a.i. dodi
(p ky) A Shdem 4. den Galleria bait method a.i. dodine
P. fumosoroseus (1B) P. lilacinus
- P. lilacinus

- P. lilacinus

- P. lilacinus
B. bassiana (5B)
P. lilacinus

[, TR S U'S I 0O I
o OO0 C O
S o oo O
o oo o -~
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[abulka 5.16: Entomopatogenni houby izolované z pudnich vzorkii pomoci ,,Galleria bait
nethod* odebranych na lokalit¢ VUP Troubsko

Oznaceni Den kontroly ] i i
G s . Druh izolované houby pomoci
vzorku a pocet infikovanych larev Galleria bait method
(parcelky) 7. den 10. den 14. den
la 0 0 2 B. bassiana (1A-1/1)
1b 0 0 0 -
i¢ 0 1 0 B. bassiana (M 404)
_1d 0 0 2 M. anisopliae (1D -11/1,2)
2a 1 2 3 M. anisopliae M 402)
2b 0 0 0 -
2c 0 0 0 -
2d 9 15 4 B. bassiana (M403)
3a 0 0 -
3b 0 0 5 M. anisopliae (M405)
3c 1 2 2 M. anisopliae (M401)
3d 0 0 0 —
4a 2 1 1 M. anisopliae (M394)
4b 0 1 5 M. anisopliae (M406)
4c 0 0 2 B. bassiana (M408)
1 1 1 M. anisopliae (M400)
4d 5 7 5 B. bassiana M399)
0 1 0 M. anisopliae (M406)
Sa 0 2 0 B. bassiana (M409)
0 0 1 M. anisopliae (5A-1/2)
5b 7 4 4 B. bassiana (M395; M410)
1 2 0 M. anisopliae (M398)
Sc 2 0 2 B. bassiana (M396)
0 2 0 M. anisopliae M397)
5d 1 0 0 M. anisopliae (M411)
6a 0 0 1 M. anisopliae (M412)
6b 0 0 0 -
6¢ 0 0 3 M. anisopliae (M413)
6d 0 0 1 M. anisopliae (M414)

5.1.3. Monitoring piirozeného rozsifeni Mitosporickych entomopatogennich hub
na orné pudé zemédélského podniku UNIAGRIS Péncin s.r.o. pred a po
zamérné velkoplo$né aplikaci vlaknitych hub

Cilem monitoringu bylo stanovit druhovou diverzitu a frekvenci vyskytu vlaknitych
entomopatogennich hub na poli zemédélského podniku v Pénciné pied (vstupni monitoring) a
po (prvni a druhy monitoring) velkoplo$né aplikaci vybranych kment entomopatogennich
hub B. bassiana a M. anisopliae a mykoparazitické houby Coniothyrium minitans (komer¢ni
ptipravek Contans®) v piimé kombinaci s organominerdlnim hnojivem Beta-lig.

Vstupni monitoring

Piitomnost entomopatogennich hub na lokalit¢ Péncin byla prokazana pouze pomoci
SM a.i. dodine — celkovy poéet CFU z péti opakovani (Tabulka 5.17). Z tabulky byla zfejma
velmi nizka frekvence piirozeného vyskytu entomopatogennich hub na zkoumané lokalité.
Nejastéji byl izolovan druh P. lilacinus, ktery byl 10. den kontroly detekovan na vSech
parcelkach v prim&mém mnozstvi 5 CFU/ S Petriho misek. Ve viech ptdnich vzorcich byla
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izolovéana entomopatogenni houba Lecanicillium spp. (v praméru 3,8 CFU/ 5 Petriho misek),
kterd je spiSe predstavitelem fyloplanu. Pfedpoklada se kontaminace vzorki pudy timto
druhem ze strnisté. Entomopatogenni houba M. anisopliae byla izolovana pouze v jednom
ptipadé (parcelka €. 1) a druh B. bassiana na dvou parcelkéach €. 3 a 4.

Tabulka 5.17: Vyskyt entomopatogennich hub v pid& pied aplikaci vlaknitych hub na
lokalité Pénin stanoveny pomoci selektivniho média s fungicidni sloZkou dodine

Den kontroly a celkovy poéet CFU entomopatogennich hub z péti

Cislo Rozdelent opakovani
parcelky parclellfy na 10. den 14. den

posovint Pli Bba Man L.spp Pli Bba Man L.spp
) Po—Man 1 5 0 2 2 25 0 0 0
Po— Man 2 9 0 0 0 22 0 0 1
) Py—Cmi 1 6 0 0 1 2 0 0 0
Po— Cmi 2 13 0 0 9 2 0 0 0
3 Po— Kont-A 1 6 1 0 6 2 0 0 0
Po— Kont-A 2 2 0 0 9 0 0 0 0
4 Py—Bba 1 1 0 0 1 2 0 0 0
Py— Bba 2 3 3 0 3 1 0 0 0

Py— Kont-B 1
5 Py— Kont-B 2 1 0 0 4 9 0 0 5

Prvni monitoring entomopatogennich hub mésic po aplikaci

Pfitomnost entomopatogenmch hub byla na pozemku zaznamenana ve velmi nizké
frekvenci a to pouze pomoci SM a.i. dodine (Tabulka 5.18). Na Zadné z pokusnych parcelek
nebyl zaznamenan druh aplikované entomopatogenni houby. Cetnost vyskytu druhu
B. bassiana byla oproti vstupnimu monitoringu vy33i na rozdil od druhu M. anisopliae, ktery
nebyl zaznamenan na Zadné z péti parcelek.

Monitoring entomopatogennich hub neprokéazal pfitomnost introdukovanych kment
vlaknitych hub na pozemku v Pén¢in¢ mésic po jejich aplikaci.

Tabulka 5.18: Vyskyt entomopatogennich hub v piidé stanoveny pomoci selektivniho média
s fungicidni slozkou dodine mésic po aplikaci vlaknitych hub na lokalit€¢ Péncin

Den kontroly a celkovy po¢et CFU

- Rozdéleni entomopatogennich hub z péti opakovani
Cislo parcelky e [e)o:o‘::::lelky - p lf— 14. den konl:rolyp
Pli Bba Man L.spp

1 P;—Man 1 3 1 0 2
P;—Man 2 0 1 0 3
) —Cmi 1 5 2 0 0
—Cmi 2 4 2 0 0

—Kont-A 1
. — Kont-A 2 0 1 0 <
4 P;—Bba 1 0 0 0 0
—Bba 2 20 0 0 3

—Kont-B 1
" P,— Kont-B 2 & > £ ¢
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Druhy monitoring entomopatogennich hub dva a pil mésice od aplikace

Druhy monitoring entomopatogennich hub (pouze pomoci SM a.i. dodine) nepfinesl
74dna nova zjisténi (Tabulka 5.19). Pfitomnost aplikovaného druhu na parcelce byla
zaznamenéna pouze u entomopatogenni houby B. bassiana (parcelka ¢. 4) po 14 dnech testu.
Druh M. anisopliae byl zjiitén pouze na kontrolni parcelce ¢. 5. V porovnani se vstupnim
monitoringem byla &etnost vyskytu houby P. lilacinus a Lecanicillium spp. nizsi.

Tabulka 5.19: Vyskyt entomopatogennich hub v piidé stanoveny pomoci selektivniho média
s fungicidni slozkou dodine dva a pil mé&sice po aplikaci vldknitych hub na lokalit¢ Péncin

Den kontroly a celkovy poéet CFU entomopatogennich hub z péti

Cislo Rozdéleni opakovéni
avecelky parcelky na
P polovin“ 10. den 14. den
Pli Pca Bba Man L.spp Pli Pca Bba Man L.spp
I P,—Man 1 0 0 0 0 0 0 3 0 0 1
P,—Man 2 0 0 0 0 1 1 1 0 0 3
5 P,—Cmi 1 0 0 0 0 1 0 3 1 0 0
P,—Cmi 2 0 0 0 0 1 0 1 0 0 1
. P,—Kont-Al 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0
P,—Kont-A2 0 0 0 0 2 1 1 0 0 0
1 P,—Bba 1 0 0 0 0 0 4 4 1 0 0
P,—Bba2 2 0 0 0 0 0 0 2 0 3
P,— Kont-B1
5 0 0 0 0 6 4 12 3 2 5
P2 —Kont-B1

Vstupnim monitoringem na pozemku zemédélského podniku v Pénciné i naslednymi
monitoringy po zamémné introdukci vldknitych hub do piidy byla prokdzana piitomnost
nejfrekventovangjsich druhti entomopatogennich hub a také mén€ Cast¢ho druhu P. carneus.
Vy&si pritomnost vlaknité houby Lecanicillium spp. v pidnich vzorcich byla ziejmé
zpusobend pti odbéru pidy s poskliziiovymi zbytky. OvSem zadny z naslednych monitoringti
po zamérné aplikaci vlaknitych hub dostate¢né neprokazal pfitomnost aplikovanych kmend.
Moznym diivodem mohl byt nevhodny zpisob aplikace, kdy byl pouZit velkokapacitni
aplikator s vysokym tlakem postiiku. To také naznaCovala kontrola Kli¢ivosti kmenu, kdy
rozmraZena konidiové suspenze vykazovala normalni hodnoty kliCivosti na rozdil od
aplikované smési hub a ptipravku Beta-liq, ktera vykazovala minimélni aZ nulovou kli¢ivost.
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5.2. Polyfaktorialni charakteristika izolovanych kment entomopatogennich
hub z pudy

Polyfaktorialni hodnoceni kmenti entomopatogennich hub pomoci .in vivo™ a
in vitro“ (bio)testi umoziiuje vyb&r vhodného kmene pro jeho nésledné vyuziti
v programech integrované ochrany rostlin (Graficky list 4). Z tohoto dvodu byly vybrané
sady kmenti entomopatogennich hub charakterizovany pomoci standardnich (bio)testd jako
napf. rychlost kli¢eni konidii a jejich vitalita, schopnost produkovat konidie nebo blastospory,
rist na umélych nebo pfirozenych Zivnych substratech a hodnoceni virulence kmenii na
modelovém hostiteli napf. molici sklenikové (Trialeurodes vaporarium) nebo zavijeci
voskovém (Galleria mellonella). Dopliujici charakteristikou bylo hodnoceni variability
kmenti pomoci jednoduché genetické metody (kapitola 5.3).

5.2.1. Hodnoceni kmenidi entomopatogennich hub izolovanych z pudy
v jihoCeském regionu pomoci ,,in vitro® testi

Souhrnné vysledky radidlniho réstu, produkce konidii a blastospor hodnocenych
kment jsou rozdéleny v dvou tabulkach podle piivodu kmenti (Tabulka 5.20 a 5.21). Kli¢ivost
a index vyvoje kment je v nasledné tabulce (Tabulka 5.22).

Nejintenzivngjsi radialni riist mezi hodnocenymi druhy entomopatogennich hub byl
zjistén u kmend P. fumosoroseus. Rozpéti hodnot radidlniho ristu se u tohoto druhu
pohybovalo v rozmezi od 36,6 do 50,6 mm, pfi primérné velikosti stfedové kultury 44,7 mm.
Naproti tomu nérist sttedovych kultur u houby B. bassiana a M. anisopliae byl v priméru o
10 mm niz&i. Entomopatogenni houba B. bassiana vykazovala také velkou variabilitu
radialniho ristu i v ramci svého druhu, v rozpéti od 22,3 mm (kmen M185) do 37,4 mm
(kmen M104). Nejmensi radialni rist byl zjistén u druhu M. anisopliae s primémou velikosti
27,2 mm.

Nejvyssi produkce konidii na umélé Zivné pidé (PDA) byla zjisténa u kmene M067
(B. bassiana) v mnozstvi 6,60.10° spor/ kulturu a kmene M093 (P. fumosoroseus) v mnozstvi
5,00.10® spor/ kulturu. Po ptepoéteni produkce konidii na jednotku plochy (100 mm?) byl
nejproduktivnéj$i kmen M067 (B. bassiana) a kmen M076 (M. anisopliae). Tomu odpovida i
praiméma produkce konidii u druhu M. anisopliae v mnoZstvi 4,10.10" konidii/ 100 mm?
(produkce kmenu v rozpéti od 2,60.107 do 7,10.10” konidii/ 100 mm?) a u druhu B. bassiana
sprimémou  produkei 3,90.107 konidif/ 100 mm® (v rozmezi 9,00.10° — 1,1.10°
konidii/ 100 mm?), oproti druhu P. fumosoroseus s primémou vyt&Znosti 7,30.10°
konidii/ 100 mm? (v rozmezi 3,20.10° — 1,60.10” konidii/ 100 mm?) tj. v priméru o 3,27.10
konidii/ 100 mm®> mén¢ nez u kmeni entomopatogenni houby B. bassiana nebo
M. anisopliae.

Vsechny hodnocené kmeny entomopatogennich hub vykazovaly vysoké produkce
konidii pti povrchové kultivaci na pfirozeném substratu (je¢né kroupy). Nejproduktivn€jSim
byl kmen M104 (B. bassiana) — s produkci 2,20.10° konidii/ 1g krup; kmen MO074
(P. fumosoroseus) — 1,60.10° konidii/ 1g krup a kmen MO076 (M. anisopliae) — 1,10.10°
konidii/ 1g krup. Primérné hodnoty jednotlivych druhii entomopatogennich hub dosahovaly
hodnot 8,96.10° konidii/ 1g krup (B. bassiana); 6,86.10® konidii/ 1g krup (P. fumosoroseus);
4,10.10® konidii/ 1g krup (M. anisopliae).

Pomoci submerzni kultivace byla dosaZena nejvyssi produkce blastospor (1,19.10°
blastospor/ 1ml) u kmene M101 (B. bassiana). V praméru vykazaly kmeny houby B. bassiana
dobrou produkeci (2,91.10* blastospor /1ml) stejné jako kmeny entomopatogenni houby
P. fumosoroseus, které vykazovaly pomérné& vyrovnanou produkci (v pruméru 1,37.10%
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blastospor/1ml). Minimalni produkce blastospor v submerzni kultufe byla zaznamenana u
druhu M. anisopliae, kde kmeny vytvaiely pievazné mycelialni biomasu Hkulicky*.

Kligivost konidii (Tabulka 5.22) kmend P. fumosoroseus (pramér 99,5 %) a kment B.
bassiana (pramér 95,4 %) byla velmi dobra. Naopak, velmi nizka kli¢ivost konidii po 24
hodinach testu byla zjisténa u vSech kment M. anisopliae (v priiméru 69,7 %). Nejrychlejsi
vyvoj vykazovaly kmeny entomopatogenni houby B. bassiana (Graf 1), které mimo tfech
kmenti (M101, M152 a M175) dokoncily vyvoj po 48 hodinach testu. Naproti tomu vyvoj
kmenti u druhu P. fumosoroseus (Graf 2) a M. anisopliae (Graf 3) byl pomalejsi o 24 hodin.
Nejpomalej$i vyvoj byl pozorovan u kmene MO076 (M. anisopliae) a kmene M100
(P. fumosoroseus), které dokon¢il sviij vyvoj aZ po 96 hodinach.

Vsech 21 testovanych kmend prokazalo schopnost realizovat kompletni vyvojovy
cyklus pii povrchové kultivaci na agarizovaném 7ivném médiu (PDA) a na pfirozeném
substratu (je¢né kroupy). Vyznamné rozdily byly zaznamenany pfedev§im u kmeni
entomopatogenni houby M. anisopliae, které mély velmi nizkou kli¢ivost (v praiméru 70 %) a
minimélni schopnost produkovat blastospory v submerzni kultufe. Entomopatogenni houba
B. bassiana vykazovala nejlepsi produkéni vlastnosti véetné kratkého vyvojového cyklu.
Mezi nejvyznamnéj$i kmeny (B. bassiana) lze zafadit kmen MO067, M062 a M104.
Entomopatogenni houba P. fumosoroseus dosahovala nejvétsiho radialniho ristu ovsem
s v&t§im podilem mycelialni hmoty. Mezi kmeny (. fumosoroseus) s nejlep$imi vlastnostmi
patfi kmen M074 a M094. Kmen M076 (M. anisopliae) dosahoval velmi dobrych vysledki
pti produkei na PDA nebo kroupach, ovSem bez schopnosti produkce blastospor.

Tabulka 5.20: Zakladni ristové a produkéni charakteristiky kment entomopatogennich hub
izolovanych z pdy na lokalitach v okoli Jindfichova Hradce

Stredova kultura Substrat  Submerze
Kmen Druh Lokalita Radidlni prumér Spory/ Spory/ S n Blastospory
+ SMDCH(mm) 1kultura 100mm’> _“PO™V78  /1ml
MO064 Pfr  Pistina 50,6 + 0,50 1,50.10° 7,30.10° 9,60.10° 1,43.10°
MO069 Pfr  Pistina 48,2 + 0,53 1,10.10° 5,80.10° 4,70.10% 1,46.10°
MO074 Pfr  Pistina 46,5 + 1,30 2,10.10° 1,20.107 1,60.10° 1,36.10°
M093 Pfr  Pistina 44,7 + 0,80 5,00.10° 3,20.10° 8,50.10°  9,13.10
MO094 Pfr  Pistina 453 + 0,47 2,50.10° 1,60.10 9,40.10°  2,15.10°
M100 Pfr  Pistina 36,6 + 0,73 9,30.10’ 8,80.10° 1,00.10°  4,38.10
M098 Pfr StraznN. 44,1+0731 6,80.10’ 4,40.10° 8,50.10°  2,25.10°
M062  Bba Pistina 36,7 + 0,80 4,10.10° 3,90.10 7,60.10° 1,55.10°
M067  Bba Pistina 283+ 1,28 6,60.10° 1,10.10% 6,70.10°  2,46.10°
M081  Bba J.Hradec 37,0+127 9,60.10° 9,00.10° 6,50.10° 1,33.10%
M080  Man J.Hradec  30,7+0,70 1,90.10° 2,60.10 5,20.10° 1,88.10°
M076  Man Rodvinov 22,0 + 0,00 2,70.10° 7,10.10 1,10.10°  5,13.10°
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Tabulka 5.21: Zakladni riistové a produkéni charakteristiky kment entomopatogennich hub
izolovanych z ptidy na riiznych lokalitach z jiho¢eského regionu

Stredova kultura Substrat Submerze
Kmen Druh Lokalita Radialni pramér Spory/ Spory/ S n Blastospory
+ SMDCH (mm) 1 kultura 100 mm’ POrYIE /1 ml
M096  Pfr Orlov 41,6 + 0,90 3,60.10 2,60.10° 2,60.10°  1,03.10°
M104  Bba Jilovice  37,3+2732 3,30.10% 3,00.107 2,20.10°  1,90.10°
M108  Bba lJilovice 28.1 +0,53 3,10.10° 5,00.10’ 1,10.10°  2,19.10%
M101  Bba Ledenice 35,9+0,31 2,60.10° 2,60.107 4,10.10°  1,18.10°
M175  Bba Kloub 28,1+ 0,57 1,90.10® 3,00.107 8,40.10° 1,0610°
M152  Bba Kloub 33,0 +2,86 2,70.108 3,10.10 7,70.10°  2,05.10°
M185 Bba Katovice 22,3+0,47 1,70.10° 4,40.107 6,20.10°  1,24.10°
M099  Bba Srubec 33,8+ 0,82 2,10.10° 2,30.107 9,40.10°  3,53.10°
M102 Man Ledenice 28,9+ 0,62 1,70.10° 2,60.107 590.10°  4,75.10°

Tabulka 5.22: Hodnoceni kli¢ivosti a vyvoje kmenii entomopatogennich hub izolovanych
z pudy na riznych lokalitach regionu Jizni Cechy.

Klicivost Priumérny index vyvoje (+ SMODCH)
Druh — Kmen (g, 24 hod 48 hod 72 hod 96 hod
M062 99 1,87+0,3913 3,00+ 0,0000 - -
<« Mo67 97 1,56 +0,6160 3,00+ 0,0000 - =
§ Mosr 83 1,17+0,7881 3,00+ 0,0000 - -
g M09 92 1,74+ 0,5850 3,00 +0,0000 - -
S M1l 100 2,00 £0,0000  2,58+0,1785 3,00+ 0,0000 -
S MIo4 93 1,72£0,6255 3,00+ 0,0000 - -
§  MI08 98 1,82£0,4771 3,00+ 0,0000 - -
&  Mis2 100 2,00 +£0,0000  2,74+0,2498 3,00+ 0,0000 -
M175 92 1,634£0,6220 2,50 +0,0000 3,00 £ 0,0000 -
Mi85 100 2,00 +0,0000 3,00 + 0,0000 - -
M064 97 1,87+0,4234  2,00£0,0000 3,00 £ 0,0000 -
o M069 100 2,00+ 0,0497  2,00£0,0000 3,00 = 0,0000 -
S3 M074 100 2,00 £0,0000  2,20+0,2449 3,00 = 0,0000 -
5 M093 100 1,98 £0,1400 2,00+ 0,0000 3,00 = 0,0000 -
T & M09 100 2,00£0,0000  2,00+0,0000 2,90 +0,2000 3,00 = 0,0000
& § M096 100 2,00+ 0,0000  2,50+0,0000 3,00 £ 0,0000 -
M098 99 1,94+0,2853  2,01+0,0700 3,00 0,0000 -
M100 100 2,00+0,0497 2,50 +0,0000 2,50 +0,0000 3,00 = 0,0000
g, M6 70 13409139 1,58+0,8146  2,54+0,1276 3,00 = 0,0000
5S
S § Moso el 1,19+0,9690  1,83+1,0639 3,00+ 0,0000 - |
§ .g
= MI102 78 1,53+£0,8271  1,70+0,7141 3,00 % 0,0000 -

55




Experimentalni ¢dst a vysledky

Graf 5.1: Primémy index vyvoje — GI (Germination Index) kmeni entomopatogenni houby
B. bassiana izolovanych v jihoteské regionu a % kli¢ivosti viz. legenda
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Graf 5.2: Primérny index vyvoje — GI (Germination Index) kment entomopatogenni houby
P. fumosoroseus izolovanych v jihoteské regionu a % kligivosti viz. legenda
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Graf 5.3: Primérny index vyvoje — GI (Germination Index) kment entomopatogenni houby
M. anisopliae izolovanych v jihoteské regionu a % klicivosti viz. legenda
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5.2.2. Standardni laboratorni biotest na larvach zavijece voskového
(Galleria mellonella)

5.2.2.1. Stanoveni optimalni délky (bio)testu pro jednorazové vyhodnoceni
rychlosti vyvoje entomopatogenni houby B. bassiana na larvach zavijeCe
voskového (G. mellonella)

Zamérem vstupniho (bio)testu bylo urgit optimalni dobu pro jednorazové vyhodnoceni
vyvoje kmenii entomopatogenni houby B. bassiana na larvach zavijeCe voskového
(G. mellonella).

Oba testované kmeny entomopatogenni houby B. bassiana vykazovaly podobnou
rychlost vyvoje v priib&hu celého testu (Tabulka 5.23). V porovnani s kontrolni variantou
byly zaznamenany prvni rozdily po 48 hodinach testu (Graf 5.4), kdy u vétSiny oSetfenych
larev byly patrné jednotlivé az splyvavé melaniza¢ni skvrny (index 2). Nastup vyvoje infekce
u larev oSetfenych kmenem M062 byl prvni dva dny testu nepatrné rychlejsi neZ vyvoj kmene
M432. Vyznamné&jsi rozdil ve vyvoji kmenti (B. bassiana) byl zaznamenan po 96 hodinach
testu, kde mortalita larev (G. mellonella) dosahla hodnoty 40 % (index 3) u kmene M062 a
60 % (index 3 a vice) u kmene M432 (Graf 5.5) . Paty den testu (120 hodin) byla mortalita
larev v rozmezi 65 — 70 % u obou kmeni. Stoprocentni mortalita byla dosaZena pouze u
kmene M432 po 144 hodinach testu, kde pies 80 % larev bylo pln& porostlych sporulujicim
myceliem. Béhem (bio)testu nedoslo k plnému rozvinuti infekce u dvou larev oSetfenych
kmenem MO062. Divodem mohlo byt nedostatené oSetfeni larev konidiovou suspenzi a tim
doslo k zpomaleni vyvoje houby na hostiteli. Larvy v kontrole nevykazovaly symptomy
infekce po celou dobu testu a po 168 hodinach testu vice neZ polovina larev nedoséhla ani
indexu 2 (primémy index 1,40). Pfipadné melaniza¢ni skvrny byly ziejmé nésledkem
detergentu (Tween 80) ptitomného ve vode¢.

Oba kmeny entomopatogenni houby B. bassiana vykazovaly plynuly a rychly vyvoj
infekce oproti larvam v kontrole. Hodnota LTsy byla zaznamenana u infikovanych larev po
96 hodinach testu, kdy 40 — 60 % larev doséahlo indexu 3 a vice (usmrcené). Na zaklad¢
vysledki ze vstupniho (bio)testu byla jako optimalni doba pro hodnoceni vyvoje kmeni
entomopatogenni houby B. bassiana stanoveno — 96 hodin.

Tabulka 5.23: Hodnoceni vyvoje kmene M 062 a M432 entomopatogenni houby
B. bassiana a mortality (%) larev zavijeCe voskového (G. mellonella) po 24 hodinovych
intervalech.

Beauveria bassiana
Kontrola

Dok kmen M062 kmen M432

testu Index ; : i

(hodin) V)";’:je SMODCH M"(f,;f)"t‘“ vl;g(;’: SMODCH M"(f;a)"‘a vI;S:; SMODCH M"(f,}a)"ta

(primér) (prumér) ° (primér) ¢

24 1,10 +£0,3000 0 1,15 +£0,3571 0 1,05 £0,2179 0
48 1,20 +0,4000 0 1,80 +0,4000 0 1,65 +0,4770 0
72 1,20 + 0,4000 0 2,15 +£0,3571 15 2,20 +0,4000 20
96 1,20 + 0,4000 0 2,40 +0,4899 40 2,80 +0,7483 60
120 1,30 +0,4583 0 2,90 +0,7681 65 2,90 +0,7000 70
144 1,40 +0,4899 0 3,80 +0,8718 90 3,85 +0,3571 100
168 1,40 +0,4899 0 4,35 +£0,9631 90 4,50 +0,5000 100
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Graf 5.4: Primérny index vyvoje kmene M 062 a M 432 entomopatogenni houby B. bassiana
na larvach zavijege voskového (G. mellonella). Jako kontrola byly neoSetfené larvy.
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Graf5.5: Mortalita (%) larev zavijete voskového (G. mellonella) oSetfenych

entomopatogenni houbou B. bassiana (kmene
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5.2.2.2. Hodnoceni vyvoje kmenl entomopatogenni houby B. bassiana na
larvach zavijede voskového (G. mellonella) po 96 hodinach (bio)testu

Zamérem (bio)testu bylo porovnat rychlost vyvoje u hodnocené sady 22 kmenti
entomopatogenni houby B. bassiana (reprezentujici 13 lokalit Sesti okrest jihoCeského
regionu) a stanovit % mortality larev zavijee voskového (G. mellnella) po 96 hodinach
(bio)testu.

Testované kmeny entomopatogenni houby B. bassiana byly v tabulce (Tabulka 5.24) a
grafu (Graf 5.3) sefazeny sestupné podle primérného indexu vyvoje a mortality larev.
Hodnocena sada kmenti vykézala vysokou variabilitu, jak mezi kmeny piivodem ze stejné
lokality tak v ramci celé skupiny (z celého jihoceského regionu). Mortalita larev po 96
hodinach testu dosahovala u hodnocenych kment rozpéti 90 — 25 % s indexem vyvoje od 3,05
do 2,25.

Nejrychlejii vyvoj byl zaznamenan u kmene M493 (okres Prachatice), M432 (Tébor),
MO062 (Jindfichiiv Hradec) a M132 (Cesky Krumlov) s minimaln& 80 % mortalitou larev. U
téchto kmend bylo zcelkového poétu ,usmrcenych® larev 15 — 20 % jiz porostlych
sporulujicim myceliem (index 4). Dalsich deset kmenii doséhlo hodnoty mortality larev v
rozmezi 70 — 50 %. Zbyvajici kmeny (8 kment) vykazovaly niz$i mortalitu larev s indexem
vyvoje (2,45 —2,25). Mezi kmeny piivodem ze stejné lokality vyskytu jako napf. ChvalSiny (4
kmeny), Pistina (3 kmeny), Cehnice (2 kmeny), Kloub (2 kmeny), Zalsi (2 kmeny) nebyly
zaznamenany podobné hodnoty vyvoje v porovnani skmeny zriznych lokalit vyskytu v
ramei jihoGeského regionu. Vyznamné se lisily napf. kmeny ze stejné lokality vyskytu
(Pistina), kdy kmen M062 dosahoval nejvys3i hodnoty vyvoje (2,95) oproti kmenu M067
(2,50) a kmenu M345 (2,35). Naopak kmeny z lokality ChvalSiny (C. Krumlov) nebo Cehnice
(Strakonice) vykazovaly obdobné nebo shodné vysledky primémého indexu vyvoje napf.:
kmeny z okoli Chval$in — M169 (2,60) a M160 (2,55) a kmeny z lokality Cehnice — M172 a
M173 (2,40).

Zéavérem lze Fici, Ze vice jak polovina testovanych kment byla schopna do 96 hodin
(bio)testu dosghnout miniméalné 50 % mortality larev (G. mellonella) (s indexem vyvoje >
2,50). Dale nebyla jednoznaéné potvrzena spojitost mezi pivodem a rychlosti vyvoje
testovanych kment, coZ miZe naznaCovat jedineCnost kazdého kmene i vramci jedné
lokality. Na zakladé tohoto zji§téni byla zkoumana sada kmeni podrobena hodnoceni
genetické variability pomoci metody RAPD (viz. kapitola 5.3). Porovnanim vysledki se
vstupni studii (kapitola 5.2.2.1) bylo zjiténo, Ze kmeny hodnocené v uvodni studii
vykazovaly niZz&i hodnoty indexu vyvoje. To miZe naznaovat nestandardnost provadénych
pokusti nebo nepiesnost pti hodnoceni indexu vyvoje. V tomto piipad€ je nutné podotknout,
7e se jedna o praci s zZivym materidlem a i nékolik nezavislych opakovani nemusi znamenat
shodné vysledky.
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Tabulka 5.24: Hodnoceni vyvoje a mortality (%) kmenti entomopatogenni houby B. bassiana
pivodem zjihoCeském regionu na larvach zavijeCe voskového (G. mellonella) po
96 hodinach testu.

. Index G : o

g:f; Lokalita vyskytu  Okres vivoje SMODCH M"(';}:‘)"‘a v?r:;:::e
(prumeér)

M493 Dopcice Prachatice 3,05 0,4975 90 Vysoka
M432 Stadlec Tabor 3,05 0,5895 85 Vysoka
M062 Pistina J. Hradec 2,95 0,5895 80 Vysoka
M132 Chvalsiny C. Krumlov 2,95 0,5895 80 Vysoké
M494 Lhenice Prachatice 2,70 0,4583 70 Vysoka
M125 Cehnice Strakonice 2,75 0,6225 65 Vysoka
M159 Kloub Strakonice 2,75 0,6225 65 Vysoka
M4385 ZAalsi Tabor 2,65 0,4770 65 Vysoka
M445 Hluboka C. Budgjovice 2,60 0,4899 60 Stiedni
M484 ZAalsi Tabor 2,60 0,4899 60 Stiedni
M169 Chvalsiny C. Krumlov 2,60 0,4899 60 Stiedni
M160 ChvalSiny C. Krumlov 255 0,4975 55 Stredni
M067 Pistina J. Hradec 2,50 0,5000 50 Stiedni
M152 Kloub Strakonice 2,50 0,5000 50 Stredni
M101 Ledenice C. Budg¢jovice 2,45 0,4975 45 Nizka
M448 Borsov C. Budéjovice 2,40 0,4899 40 Nizka
M151 ChvalSiny C. Krumlov 2,40 0,4899 40 Nizka
M172 Cehnice Strakonice 2,40 0,4899 40 Nizka
M173 Cehnice Strakonice 2,40 0,4899 40 Nizka
M345 Pistina J. Hradec 2,35 0,4770 35 Nizka
M458 Markvartice C. Krumlov 2,35 0,4770 35 Nizka
M471 C. Lhota Tabor 2,25 0,4330 25 Nizka

Graf 5.6: Porovnani kmenli entomopatogenni houby B. bassiana podle

zavijece voskového (G. mellonella) po 96 hodinach testu
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5.2.3. Polyfaktorialni hodnoceni kment entomopatogennich hub izolovanych na
pokusné lokalit¢ VUP Troubsko

Cilem polyfaktorialniho hodnoceni kmenti izolovanych na lokalit¢ Vyzkumného
ustavu picninafského s.r.o. Troubsko (kapitola 5.1.2) bylo vybrat vhodné kmeny
entomopatogenni houby B. bassiana a M. anisopliae pro jejich nasledné vyuziti ve studii
zamétené na ,,Vyvoj a vyuziti biopreparati a organominerdlnich hnojiv podporujicich rozklad
organickych ldatek a zvySujicich supresivitu pudy™ jejiz soucasti byly nddobové a polni pokusy
provadéné pracovniky VUP Troubsko.

V piipadé¢ porovnani vysledki kli¢ivosti a vyvoje konidii obou druhi
entomopatogennich hub navzajem byla ziejma u vétSiny kmeni entomopatogenni houby
M. anisopliae velmi nizké kli¢ivost po 24 hodinach testu v rozpéti 0 — 44 % a delsi vyvoj
konidii téchto kmenti o 24 — 48 hodin oproti kmenim B. bassiana, jak vyplyva z tabulky
(Tabulka 5.25 a 5.26). Hodnoceni vitality konidii vykazovalo také zna¢né rozdilné vysledky i
vramci kmend téhoz druhu. U entomopatogenni houby B. bassiana byla ze vSech kmeni
zafazenych do testovani zaznamenana primérna kli¢ivost v hodnoté¢ 79 % oproti 18 % u
druhu M. anisopliae. Kli¢ivost nad 90 % byla zaznamenana pouze u kment druhu B. bassiana
(kmen M408, M410, 1A-I-1 a M403) a nejnizsi kli¢ivost vykazal kmen M409 (B. bassiana) s
54 % kliCivosti. Této nejniz§i hodnoty nedosahl ani kmen M394 (M. anisopliae) s nejvyssi
kli¢ivosti (44 %) z hodnocené sady kment druhu M. anisopliae, kde vice jak polovina kment
(M. anisopliae) nedosahla ani 20 % kli¢ivosti. Béhem 48 — 72 hodin byly schopny vSechny
kmeny druhu B. bassiana dokoncit sviij vyvoj plnou sporulaci a u druhu M. anisopliae to bylo
aZ po 96 hodinach testu, jak je ziejmé z grafu (Graf 5.7 a 5.8). Nejintenzivnéjsi vyvoj po 24
hodinéach testu byl sledovan u kmene M408 (B. bassiana) s praimémym indexem GI 1,90, ale
u kmenit M403 a M399 stejného druhu byl zaznamenan jak rychly poéateény vyvoj, tak i plna
sporulace po 48 hodinach. Mezi kmeny druhu M. anisopliae byl zaznamenan nejrychlejsi
pocatecni rist konidii u kmeni M394 a M400 s primérnym indexem GI 0,88 — 0,72. Mimo
kmene M413, M405 a 414 byly vSechny kmeny (M. anisopliae) po 96 hodinach (bio)testu
schopny zakon¢it sviij vyvoj plnou sporulaci.

Hodnocené kmeny obou druhu se pfili§ neodliSovaly ve velikosti stiedové kultury,
kterd v priméru byla 30,9 mm u druhu B. bassiana a 32,2 mm u druhu M. anisopliae
(Tabulka 5.27 a 5.28). Nejintenzivngjsi stfedovy rist kultur byl zaznamenan u kment
(M. anisopliae) — M402 (37,4 mm), M401 (35,9 mm) a kmend (B. bassiana) — M408
(35,1 mm), M410 (35,0 mm).

Primérné produkéni charakteristiky kmenti obou druhi vykazovaly podobné
vysledky, jak je patrné z tabulky (Tabulka 5.27 a 5.28). Napftiklad rozdil mezi primérnou
produkci spor z kultury u druhu B. bassiana a druhu M. anisopliae &inil 1,19 x 10® konidii a
po piepoditani na jednotku plochy (100 mm?) byl tento rozdil 2,21 x 107 konidii. Nejnizsi
produkce konidii byla zaznamenana u kmene M410 (B. bassiana), kmene 1-D-II
(M. anisopliae) s vytéznosti 2,08.10° konidii/ kulturu a kmene M402 (M. anisopliae)
s vytéznosti  2,05.107 konidii/ 100 mm>. Naopak nejproduktivnéj§imi kmeny druhu
B. bassiana byly kmen M396 a kmen M409 s vyt&Znosti 9,50.10° konidii/ kulturu resp.
1,66.10° konidii/ 100 mm>.  Z kmeni entomopatogenni  houby M. anisopliae byl
nejproduktivngjsi kmen M405 a kmen M398 s vyt&Zznosti 8,08.10® konidii/ kulturu resp.
1,03.10% konidii/ 100 mm? Mnozstvi vyprodukovanych konidii na pfirozeném Zzivném
substratu bylo u obou druhii obdobné v rozpéti 7,00 x 10° — 4,63 x 10% konidii/ 1 g krup u
druhu B. bassiana a 3,45 x 10" — 4,96 x 10® konidii/ 1 g krup u druhu M. anisopliae.

VSechny testované kmeny byly schopny dokon¢it vyvoj na modelovém hostiteli.
Kmeny entomopatogenni houby M. anisopliae vykazovaly v priibéhu celého (bio)testu na
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molici sklenikové (Trialeurodes vaporariorum) intenzivn&jsi vyvoj nez kmeny B. bassiana,
jak bylo mozné pozorovat v grafu (Graf 5.9 a 5.10). VSechny kmeny v testu byly schopné
dokon&it vyvoj na pupariu molice sklenikové do 96 hodin s vyjimkou kmene 1A-I-1, ktery
vykazoval nejpomalej$i vyvoj. Velké rozdily v rychlosti vyvoje byly zaznamenany po 24
hodinach (index FDGI 0,50 — 1,40) a po 48 hodindch (index FDGI 0,66 — 1,98) testu
pfedevsim mezi kmeny houby B. bassiana. Rozpéti indexu vyvoje po 24 hodinach u kmenti
(M. anisopliae) bylo mensi (index FDGI 1,52 — 0,98). Kmeny s nejintenzivnéj$im vyvojem
byly u druhu B. bassiana — kmen M408, M403, M410 a M404, u druhu M. anisopliae —
M406, M394 a M402.

Z polyfaktoridlniho hodnoceni kmenid bylo zfejmé, Ze vSechny testované kmeny
vykazovaly dobré produkéni a vyvojové vlastnosti na modelovém hostiteli (7 vaporariorum).
Rozdily byly ziejmé predevsim v pomalej$im vyvoji konidii (index GI) u kment
entomopatogenni houby M. anisopliae. Na zakladé hodnocenych charakteristik byly vybrany
dva kmeny pavodem zlokality Troubsko — kmen M408 (B. bassiana) a kmen M394
(M. anisopliae), které vykazovaly optimalni riistové, produkéni a vyvojové charakteristiky.

Tabulka 5.25: Hodnoceni Kkli¢ivosti a vyvoje kmend entomopatogenni houby B. bassiana
izolovanych na lokalit¢ VUP Troubsko.

Kmen Klicivost Prumérny index vyvoje (+ SMODCH)

(%) 24 hod 48 hod 72 hod 96 hod
1A-I-1 95 1,66 + 1,6600 2,70 + 0,2449 3,00 + 0,0000 -
M395 73 1,16 £ 0,8738 2,23 £ 10.3635 3,00 £ 0,0000 -
M396 61 0,96 + 0,8823 3,00 + 0,0000 - =
M399 89 1,51 +0,6837 3,00 + 0,0000 - —
M403 94 1,69 + 0,5421 3,00 + 0,0000 — —
M404 55 0,75+ 0,8016 3,00 + 0,0000 - -
M408 98 1,90 £ 0,3413 2,35+ 0,2958 3,00 £ 0,0000 -
M409 54 0,82 + 0,8442 2,53+0,1187 3,00 + 0,0000 -
M410 96 1,43 +0,5432 2,09+ 0,187 3,00 + 0,0000 -

Tabulka 5.26: Hodnoceni kliivosti a vyvoje kmenti entomopatogenni houby M. anisopliae
izolovanych na lokalit¢ VUP Troubsko.

Kmen Klicivost Prumérny index vyvoje (+ SMODCH)
(%) 24 hod 48 hod 72 hod 96 hod

1-D-11 10 0,19+ 0,5461 1,36 +0,9330 1,67 +£0,9649 3,00+ 0,0000
M394 44 0,88 + 0,9884 1,30 £ 0,9539 2,55+0,1500 3,00+ 0,0000
M397 14 0,21 + 0,5347 0,80 +0,9798 1,12+0,9743 3,00+ 0,0000
M398 4 0,07 £ 0,3466 0,56 + 0,8980 0,92+1,1174 3,00+ 0,0000
M400 38 0,72 £ 0,9282 2,02 +0,0853 2,39+0,4629 3,00+ 0,0000
M401 20 0,30 + 0,6481 2,00 + 0,0000 2,42+0,4285 3,00+ 0,0000
M402 5 0,08 +£0,3419 0,48 + 0,8467 2,09+0,2278 3,00+ 0,0000
M405 0 0,00 £ 0,0000 0,30 £0,7141 0,60+£0,9165 2,50+ 0,2783
M406 7 0,10+ 0,3808 1,22 £0,9755 2,46 +0,1356 3,00+ 0,0000
M411 36 0,67+ 09116 1,31 £0,9428 1,32+ 0,9686 3,00+ 0,0000
M413 27 0,47+0,8118 1,40 + 0,7280 1,75+£0,6614 2,25+ 10,3354
M414 13 0,24 + 0,6264 1,28 £+ 0,9257 1,41 +£1,0623 2,85+ 0,2291
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Graf 5.7: Priméry index vyvoje — GI (Germination Index) kmeni entomopatogenni houby
B. bassiana izolovanych na lokalit¢ VUP Troubsko a procento kli¢ivosti po 24 hodinach
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Graf 5.8: Primémy index vyvoje — GI (Germination Index) kmeni entomopatogenni houby
(M. anisopliae) izolovanych na lokalit¢ VUP Troubsko a procento kli¢ivosti po 24 hodinach
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Tabulka 5.27: Biotest na molici sklenikové (T. vaporariorum) a zékladni ristové a produkéni charakteristiky kment entomopatogenni houby
B. bassiana izolované na lokalit¢ VUP Troubsko.

Stiredova kultura Substrat Biotest
Kmen Radialni primér Spory/ Spory/ Spory/1
+ SMDCH (mm) 1 kultura 100 mm’ ’ - ke #2h ol
1A-I-1 31,5 + 1,3844 4,90.10° 6,29.10’ 3,51.10° 0,50 +0,0000 0,66 +0,2332 1,34+0,2728 2,84 +0,3666
M395 32,3 +1,0598 4,67.10° 5,71.10 1,94.10® 0,62+ 0,2135 1,34+0,3072 2,06+0,1625 3,00 =+ 0,0000
M396 28,2 + 0,6442 6,50.10° 1,04.10® 2,30.10° 0,56+0,1625 1,28+0,2482 2,16+0,2728 3,00+ 0,0000
M399 30,5 + 0,5000 6,00.10® 8,22.10’ 4,63.10° 0,60 +0,2000 1,18+ 0,2400 2,14+ 0,2245 3,00+ 0,0000
M403 30,6 + 3,2678 3,14.10° 4,28.107 7,00.10° 1,40 £0,2000 1,94+0,1625 2,40+ 0,2000 3,00 + 0,0000
M404 27,6 + 1,2372 3,08.10°% 5,17.10 1,62.108 1,36 £0,2245 1,90 +0,2000 2,30 £ 0,2449 3,00 + 0,0000
M408 35,1+ 0,9974 5,67.10° 5,87.107 2,53.10°8 1,36 £0,2245 1,98+ 0,0980 2,46+0,1356 3,00 = 0,0000
M409 27,0 +1,7045 9,50.10° 1,66.10° 1,80.10% 1,22+0,2482 1,92+0,1833 2,08+0,1833 3,00+ 0,0000
M410 35,0 £ 0,5855 2,93.10% 3,05.107 1,52.108 1,38+0,2135 1,96+0,1356 2,34+0,2332 3,00 + 0,0000

Tabulka 5.28: Biotest na molici sklenikové (Trialeurodes vaporariorum) a zékladni

entomopatogenni houby M. anisopliae izolované na lokalité VUP Troubsko.

riustové a produkéni charakteristiky kment

Stfedova kultura Substrat Biotest
Kmen Radialni primér Spory/ Spory/ Spory/1g
S (mm) 1 Kultura 100 mm’ 24h i 72h il
=Dl 33,4 + 0,9492 2,08.10° 2,38.10 5,40.10 x? X X X
M394 32,3 +0,8886 2,29.10% 2,80.10’ 3,38.10 1,46 £0,1356 2,04 +0,2417 2,92+0,1833 3,00 = 0,0000
M397 32,0 + 0,0000 3,33.10° 4,15.10 3,98.10° 1,32 +£0,2400 1,66 +0,2332 2,38+0,2135 3,00+ 0,0000
M398 31,7 £ 0,6236 8,08.10°% 1,03.10° 2,75.10° X X X X
M400 30,9 + 0,927 3,43.10°% 4,58.10 4,60.10% 1,40 £ 0,2000 1,90 £ 0,2000 2,48 +0,0980 3,00 + 0,0000
M401 35,9 +0,7648 4,70.10° 4,64.10 4,96.10° 0,98 +0,0980 1,50 +0,0000 2,00+0,1414 3,00+ 0,0000
M402 37,4+ 1,6351 2,25.10% 2,05.10 1,49.10° 1,40 £0,2000 2,00 £0,2449 2,78 +0,2482 3,00 = 0,0000
M405 29,8 + 0,4983 7,00.10® 1,00.108 1,30.10 1,26 £0,2498 1,52+0,2993 2,18+0,2786 3,00 + 0,0000
M406 33,8 +1,7598 2,65.10% 2,96.10 2,81.10° 1,52 40,0980 2,22+0,2482 2,86+0,2245 3,00+ 0,0000
M411 32,1+ 0,4390 4,80.10° 5,92.107 3,15.10® 1,26 +0,2498 1,92+0,1833 2,38+0,2135 3,00+ 0,0000
M413 26,3 + 1,1358 3,75.108 6,91.10 3,45.107 X X X X
M414 30,6 + 1,4948 3,17.10° 4,30.10’ 221 105 X X X X

9 Vysledky nebylo mozné ziskat vlivem kontaminace
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Graf 5.9: Primérny index vyvoje kmenti B. bassiana na molici sklenikové (7. vaporariorum)

— FDGI (Fungus Development and Growth Index)
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Graf 5.10: Primémny index vyvoje kmenl M. anisopliae na molici sklenikové
(T. vaporariorum) — FDGI (Fungus Development and Growth Index) H
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5.3. Vyuziti RAPD analyzy pro hodnoceni genetické variability na vybrané
sadé kmenii entomopatogenni houby B. bassiana izolované z jiho¢eského

regionu

Cilem této studie bylo stanovit genetickou variabilitu mezi 21 autochtonnimi kmeny
entomopatogenni houby B. bassiana (reprezentujici 13 lokalit, Sesti okresii jihoCeského
regionu) pouzitim genetické analyzy RAPD-PCR (Random Amplified Polymorphic DNA —
Polymerase Chain Reaction).

Na zakladé vstupniho screeningu 20 primerd (OPERON TECHNOLOGY, CA) bylo
vybrano 11 primeri poskytujicich dostate¢ny a detekovatelny polymorfismus (Tabulka 5.30).

Tabulka 5.29: Sada kmenid entomopatogenni houby B. bassiana izolované z jihoCeského
regionu a dva referenéni americké kmeny (B. bassiana) hodnocené pomoci RAPD analyzy

Oblast JC regionu s Oznaceni Poradové
(pouzita zkrzgltka) i kmene ¢islo
Hluboka M 445 2.
Ceské Budgjovice (CB) Borsov M 448 3.
Ledenice M 101 4.
Pistina M 067 S.
Jindfichiv Hradec (JH) Pistina M 062 6.
Pistina M 345 7.
Stadlec M 432 8.
. Zalsi M 485 9.
Tabot (TA) Zalsi M 484 10.
Cervend Lhota M 471 11.
ChvalSiny M 132 12.
ChvalSiny M 151 13.
Cesky Krumlov (CK) Chvalsiny M 160 14.
Chvalsiny M 169 15.
Markvartice M 458 16.
Cehnice M 125 17.
Cehnice M 172 18.
Strakonice (ST) Cehnice M 173 19.
Kloub M 152 20.
Kloub M 159 21.
Prachatice (PI) Lhenice M 494 22.
! (referencni kmen) BBA 01 23.
N, W o) (referenéni kmen) BBA 02 24,

Tabulka 5.30: Pouzité primery (OPERON TECHNOLOGY, CA) v RAPD analyze kmeni
entomopatogenni houby B. bassiana izolovanych v jiho¢eském regionu

Primer Sekvence 5" -3 Primer Sekvence 5" -3’
OPF - 01 ACGGATCCTG OPF - 03 CCTGATCACC
OPF - 04 GGTGATCAGG OPF - 05 CCGAATTCCC
OPF - 06 GGGAATTCGG OPF - 15 CCAGTACTCC
OPB - 04 GGACTGGAGT OPB - 07 GGTGACGCAG
OPB - 15 GGAGGGTGTT OPK - 03 CCAGCTTAGG
OPK - 08 GAACACTGGG
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Analyzovana sada kmenti pivodem z jihogeského regionu byla klastrovou analyzou
(Obrazek 5.1 a 5.2) seskupena do nékolika bloki, které byly dale roz¢lenény do mensich
skupin podle miry jejich vzajemné podobnosti (Obrazek 5.1). Jeden velky blok v sobé
zahrnuje kmeny M 445 (potadové ¢&. 2), M345 (7), M485 (9), M173 (19), M169 (15), M172
(18), M152 (20), M159 (21), M458 (16) a M494 (22), které jsou si navzijem podobné
v rozpéti od 93 % do 87 % a byly shlukovany po dvojicich kment (pofadové ¢.: 9 a 19; 20 a
21;2 a7; 15 a 18; 16 a 22). Druhy velky blok obsahuje kmeny M101 (4), M125 (17), M067
(5), M471 (11), M132 (12), M062 (6), M484 (10), M151 (13) a M160 (14). Tyto kmeny byly
soustfedény do n&kolika skupin — jedna v&tsi skupina &itajici kmeny (pofadové ¢.: 5, 11, 12, 6,
10) s mirou podobnosti v rozpéti 95 — 88 % a dalsi skupiny po dvojicich kment (pofadove €.:
4 a17; 13 a 14). Tieti blok tvoti kmeny M448 (3) a M432 (8). Posledni samostatny blok tvofi
referenéni americké kmeny BBAO1 (23) a BBA02 (24), které se vyrazné odliSuji od vSech
autochtonnich kmenti pivodem z jiho&eského regionu. Mira jejich odliSnosti je na urovni
30 %. Tato mira odli$nosti je velmi vyznamna a naznaCuje pfislusnost té&chto americkych
kment k jiné genetické/geografické skupiné.

Hodnocena sada kmenid entomopatogenni houby B. bassiana pivodem z riznych
lokalit jihogeského regionu vykazala nizkou variabilitu (7 — 18 %) v porovnani s referenénimi
americkymi kmeny (28 %). Na druhou stranu RAPD analyzou nebyla ve vétSiné ptipadi
prokézana shoda (mira podobnosti) mezi kmeny izolovanymi ze stejnych okresti nebo lokalit
odbéru. Napiiklad kmen M345 z lokality Pistina (Jindfichtiv Hradec) se nachazi v prvém
bloku s mirou podobnosti 91 % ke kmenu M445 zlokality odbéru Hluboka (Ceské
Budgjovice). Naproti tomu kmen M067 a M062 z lokality Pistina se nachazeji ve druhém
bloku.

Obriazek 5.1: Podobnostni matice sady kment entomopatogenni houby B. bassiana izolované
v jihoCeském regionu.
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|
Obrizek 5.2: Stanoveni genetické variability sady kmenti entomopatogenni houby Beauveria i\i
bassiana z jihoteském regionu. Dendogram ziskany na zakladé dat zpracovanych pomoci )
programu Biprofil 1D ++. ||
100% 90% 80% 70% 60% 50% 40% 30% 20% 10% 0% \‘
. |
2 weice g fr:
s a3 —————*7
5 mass (TA) B2 |
19 MmEn gE— |
15 M168 {CK) | (L
- wir2isn Fio— |
20 M152{ST) Ex .
g e
M458 {CK) | ——-——{
:: mas () o
M4s8 (CH) | - +—
Masz(Ta) 5 ]
Mt {CB) B4 —
17 wizsisn [
5 M057 {JH) _]l
11 WA B f -
i MA32{CK) 7 ibd &
6 1082 (JH) | ¢
10 Masa (T i) ——
13 M151 {CK)
14 M1S0 {CK)
23 BEAOIUSAIL.
24 BEAJZ {USA) .

% Na obrazku 5.2 je chybny nazev kmene pod ¢islem 7 (M435). Spravny nazev kmene je M345.
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5.4. Piredaplikacni studie

Cilem (pfed)aplikaéni studie bylo 1. stanovit kompatibilitu autochtonnich kmeni
entomopatogennich hub s nosi¢em Beta-liq pomoci zékladnich ,,in vitro“ (bio)testi; 2. ovefit
Zivotaschopnost vybranych kmend entomopatogennich hub po kritkodobém zamrazeni; 3.
ovéfit pouziti jednoduché genetické metody pro rozliseni kmene a za 4. vyprodukovat a
upravit biomasu entomopatogennich hub pro potieby jeji aplikace.

5.4.1. Hodnoceni kompatibility a produkénich charakteristik kmenti entomopatogennich
hub v kombinaci s organomineralnim hnojivem Beta-liq

Tato studie byla realizovana v navaznosti na polyfaktoridlni hodnoceni kmeni
(kapitola 5.2) izolovanych z pdy (kapitola 5.1). Cilem .,in vitro“ (bio)testi bylo stanovit
kompatibilitu vybranych kment entomopatogennich hub s organomineralnim hnojivem Beta-
lig (o rizné koncentraci) pro potfeby nasledné studie zaméfené na ,Vyvoj a vyuZiti
bioprepardtii a organominerdlnich hnojiv podporujicich rozklad organickych ldtek a
zvySujicich supresivitu pudy™ jejiz soudasti byly nadobové a polni pokusy provadéné
pracovniky VUP Troubsko.

Beta-lig (10 a 50 % koncentrace)

Vstupnim (bio)testem byla prokazana kompatibilita vybrané skupiny kment
entomopatgenni houby B. bassiana a M. anisopliae puvodem zlokality Troubsko
s piipravkem Beta-liq o 10 a 50 % koncentraci (Tabulka 5.31 a 5.32). OvSem detailnim
porovnanim vysledki kli¢ivosti a vyvoje kmend entomopatogennich hub s kontrolni variantou
(Tabulka 5.25 a 5.26) byly zjistény rozdily vramci hodnoceného druhu i kmene
entomopatogenni houby. U hodnocené skupiny kmenti druhu B. bassiana byl u obou
koncentraci ptipravku Beta-liq pozorovan pomalejsi vyvoj kmend oproti kontrole po 24
hodinéch testu viz. primérné hodnoty vyvoje kment (Graf 5.8). Tento rozdil se vyrovnal po
48 hodinach testu, kdy byl pozorovan rychlejsi vyvoj kment s pifipravkem Beta-liq (10 %).
Vyvoj kmenii (s vyjimkou kmene 1A-I-1) byl stejné jako u kontrolni varianty realizovan do
72 hodin.

Do testovani byly také zafazeny kmeny tii druhi entomopatogennich hub pivodem z
jiho¢eského regionu (Tabulka 5.33). U kmeni druhu P. fumosoroseus a B. bassiana byl
zjistén vysoky stupefi kompatibility s pfipravkem Beta-liq o 10 % koncentraci oproti
entomopatogenni houb& M. anisopliae, kde byl zaznamenan vyrazné¢ pomalejsi vyvoj (Graf
5.12) a minimalni (v priméru 3 %) kli¢ivost oproti v priméru 70 % kli¢ivosti u kmeni
v kontrole (Tabulka 5.22). U vétSiny kment druhu B. bassiana byla pozorovana po 48
hodinéch testu vétsi produkce mycelia na ukor pozdé&jsi (o 24 hodin) plné sporulace.

Beta-lig (50 , 70 a 90 % koncentrace)

Na zakladé t&chto zjisténi byla pfipravena nova koncentraéni fada pfipravku Beta-liq o
50 %, 70 % a 90 % koncentraci. Kompatibilita s pfipravkem byla hodnocena u kmeni
entomopatogenni houby B. bassiana (Tabulka 5.34 — 5.36, Graf 5.13 — 5.16) a M. anisopliae
(Tabulka 5.37 — 5.39, Graf 5.17 — 5.20) pivodem z lokality Troubsko. U obou druht
entomopatogennich hub nebyly patrné vyznamné rozdily mezi vyvojem kmeni téhoz druhu
pii zvolenych koncentracich ptipravku Beta-liq. Positivni efekt ptipravku Beta-liq na rychlost
vyvoje kmeni byl pozorovan ptedev§im u druhu M. anisopliae (Graf 5.22) po 48 a 72
hodinach (bio)testu, kdy priméra hodnota vyvoje vSech kmenti (M. anisopliae) po 48
hodindch a pii vSech zvolenych koncentracich byla v priuméru index GI 2,00 oproti
primérnému indexu vyvoje 1,09 u kment v kontrole s rozpétim indexu vyvoje od 0,30 do
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2,02 (Tabulka 5.25 — 5.26). Oproti kontrolni varianté byl pozorovan také pozitivni efekt
piipravku Beta-liq na dfivejsi sporulaci (o 24 hodin) u kmene 1-D-II a M414 pii vSech
zvolenych koncentracich a kmene M398 a M400 pii 50 % koncentraci. U entomopatogenni
houby B. bassiana nebyl pozorovan takovy vliv pfipravku Beta-liq na rychlost vyvoje kment
pii viech zvolenych koncentracich (Graf 5.21). Spise doslo k podpofe riistu mycelia na ukor
pozd&jsi (o 24 hodin) pIné sporulaci oproti kontrole napt. u kmene M403 a M404 pfi vSech
hodnocenych koncentracich a kmene M410 pii 70 a 90 % koncentraci pfipravku Beta-liq.
Obdobng jako u druhu M anisopliae vykazovaly kmeny (B. bassiana) pfi vSech
koncentracich pfipravku Beta-liq minimalni variabilitu rychlosti vyvoje po 24 hodinach
(bio)testu oproti kmentim v kontrolni varianté. Kli¢ivost kmend (B. bassiana) byla také
zfejm& ovlivnéna piitomnosti pfipravku Beta-liq, protoze priméma kliCivost vSech
hodnocenych kmenti byla pfi 50 % koncentraci pfipravku Beta-liq — 94 %, pii 70 %
koncentraci — 91 % a pti 90 % koncentraci — 88 % oproti 79 % kliCivosti u kmeni
(B. bassiana) v kontrolni varianté. U druhu M. anisopliae byla pozorovana vyssi kliCivosti
kment v kombinaci s ptipravkem Beta-liq oproti (18 % kli¢ivosti) kmenti v kontrole, ale se
vzrustajici koncentraci ptipravku Beta-liq procento kli¢ivosti klesalo — 79 % pfi 50 %
koncentraci ptipravku Beta-liq oproti 40 % kli¢ivosti kmenti v kombinaci s 90 % koncentraci
piipravku Beta-liq.

Zakladni ristové a produkéni charakteristiky — Beta-lig (90 %)

Zéakladni ristové a produkéni parametry vybranych kmeni entomopatogennich hub
izolovanych na lokalité Troubsko vykazovaly pfi nejvy3si zvolené koncentraci (90 %)
ptipravku Beta-liq (Tabulka 5.40 — 5.41)obdobné vysledky jako kmeny v kontrole (Tabulka
5.27 — 5.28). Nepatrné rozdily v ristovych a produkénich charakteristikach byly zaznamenany
pouze u n&kterych kmen@, napf. u kmene M409 (B. bassiana) nebo kmene M402
(M. anisopliae) byl pozorovan narGst sttedové kultury v priméru o 2 — 3 cm. Vliv ptipravku
Beta-liq na produkci konidii hodnocenych kmenii na umélém Zivném médiu (PDA) byl u
jednotlivych kment rozdily, napf.v porovnani s kontrolni variantou (Tabulka 5.27) byl u
kmene (B. bassiana) M403, M408 a M410 v priméru zaznamenan ndrist produkce o 2,05.107
konidii/ 100 mm’ oproti poklesu produkce o 4,94.107 konidii/ 100 mm’ u kmene
(B. bassiana) 1A-1-1, M396 a M399. U druhu M. anisopliae byl oproti kontrolni variant®
(Tabulka 5.28) zaznamenan rozdil v produkci pfedev$im u kmene M 405 (niZsi grodukce 0
4.31. 107 konidii/ 100 mm?) a M413 (nizsi produkee o 5,53. 107 konidii/ 100 mm®). Celkové
byla v priméru zaznamenana niz$i produkce o 1,92.107 konidii/ 100 mm? u kmenti druhu
B. bassiana a stejné tak u kmend druhu M. anisopliae o 1,92.107 konidii/ 100 mm”. Mensi
produkce konidii na pfirozeném médiu byla pozorovana také u obou hodnocenych druhi
entomopatogennich hub, napf. u kment (M. anisopliae) byl tento rozdil v priméru 2,26.107
konidii/ 1g krup.

Na zéakladé vysledki z ,,in vitro* (bio)testd byl stanoven vysoky stupeni kompatibility
vybranych  kmenG  nejfrekventovangj$ich  druhii  entomopatogennich ~ druhti s
organominerdlnim hnojivem Beta-liq pfesto, Ze vstupni test kli¢ivosti v kombinaci
s piipravkem Beta-liq (10 % a 50 %) nevykazoval tak ptiznivé vyvojové charakteristiky (GI).
Naslednym (bio)testem byl prokazan piiznivy efekt pfipravku Beta-liq pfedevSim u kmeni
druhu M. anisopliae. Optimalni koncentrace pfipravku Beta-liq byla pro vyvoj kment (GI)
stanovena na 50 % piipravku, kdy u vétSiny testovanych kmeni doslo k intenzivnimu
mycelidlnimu ristu predevdim po 24 — 48 hodindch testu s vy$§im procentem kli¢ivych
konidii. Hodnocenim zakladnich rtistovych a produkénich charakteristik byla také potvrzena
kompatibilita s pripravkem Beta-liq pfesto, Ze byla u nkterych kmeni pozorovana niZzsi
produkce konidii na umélém nebo pfirozeném Zivném médiu oproti kontrolni variant€.

Mrwe

také zvysenou produkci konidii. Na zakladé hodnoceni klicovych charakteristik kment
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entomopatogennich hub bylo organomineralni hnojivo Beta-liq doporuceno jako nosic¢
entomopatogennich hub pii introdukci do pidy ve studii zaméfené na ., Vyvoj a vyuZiti

bioprepardtii a organominerdlnich hnojiv podporujicich rozklad organickych latek a

zvySujicich supresivitu piidy™ Pro potieby této studie byly z lokality Troubsko vybrany dva |
kmeny vykazujici optimalni vysledky ve sledovanych charakteristikich (kapitola 5.2.3 a }
5.4.1) — kmen M408 (B. bassiana) a M394 (M. anisopliae).

Vysledky kompatibility s pripravkem Beta-lig (10 a 50 % koncentrace)

Tabulka 5.31: Hodnoceni kli¢ivosti a vyvoje kmend entomopatogenni houby B. bassiana a
M. anisopliae izolovanych na lokalit¢ VUP Troubsko vkombinaci s pfipravkem Beta-liq
(10 % koncentrace)

Klicivost Prumérny index vyvoje (+ SMODCH)
K s (%) 24 hod 48 hod 72 hod 96 hod
S 1A-I-1 100 2,00+ 00000 2,50+0,0000 3,00+ 0,0000 -
§ 5 M395 98 1.91+03788  2,50+0,0000 3,00+ 0,0000 =
S 3 M396 93 1,65+ 0,6866 3,00 + 0,0000 - -
By = M399 97 1,644 06522 2,10+02828 3,00+ 0,0000 —
M401 85 1,68+ 07259  2,50+0,0000 3,00+ 0,0000 -

Metarhizium
anisopliae

Tabulka 5.32: Hodnoceni kli€ivosti a vyvoje kmeni entomopatogenni houby B. bassiana a
M. anisopliae izolovanych na lokalit¢ VUP Troubsko vkombinaci s piipravkem Beta-liq

(50 % koncentraci)

Priumérny index vyvoje (+ SMODCH)

Druh Kmen Klicivost
(%) 24 hod 48 hod 72 hod 96 hod
-g g 1A-1-1 88 1,30+ 0,8124 2,00+ 0,0000 2,00+ 0,0000 3,00+ 0,0000
§ § M395 100 1,67 +£0,6214 3,00 £ 0,0000 — -
$ _§ M396 88 1,54 £0,7671 2,00+ 0,0000 3,00+ 0,0000 —
=2 M399 78 1,16 £0,8709 2,00+ 0,0000 3,00+ 0,0000 —
§ .§‘ M401 94 1,14+ 0,7676 2,01 +£0,0497 3,00+ 0,0000 -
35

71




Experimentalni cast a vysledky

Graf 5.11: Porovnani primérného indexu vyvoje (GI) kment entomopatogenni houby
B. bassiana v kontrole a v kombinaci s pfipravkem Beta-liq (10 a 50 % koncentrace)

Index v;'ivoje ‘

Tabulka 5.33:

3,00

2,50

200 |

1,50

1,00 |

0,50

——B. bassiana
(kontrola)

——B. bassiana
(Beta-liq 10%)

B. bassiana
(Beta-liq 50%)

24

48

72

Doba testu (hodin)

Hodnoceni

kli¢ivosti

a vyvoje

kment

entomopatogennich hub

(P. fumosoroseus, B. bassiana a M. anisopliae) izolovanych na riznych lokalitach jihoceského

regionu v kombinaci s ptipravkem Beta-liq (10 % koncentrace)

Klicivost Prumérny index vyvoje (£ SMODCH)
Drub Kmen o) 24 hod 48 hod 72 hod 96 hod

M062 99 1.83£04859 2,50 % 0,0000 - -
M067 100 2.00%0,0000  2.90+0.2000 3,00 +0,0000 =
MOSI 90 1.80+0,6004  2,50+0,0000 3,00+ 0,0000 =

§g M9 9 169406355  2.50+0,0000 3,00 0,0000 -

S§ M1 100 2,00%0,0000  2.50+0,0000 3,00 +0,0000 -

SE M4 100 1.72+0,5756  2.50%0,0000 3,00+ 0,0000 -

25 M08 100 2.00%0,0000  2.55+0,1500 3,00 +0,0000 -
MIS2 100 2.00+0,0000  2.60+0.2000 3,00+ 0,0000 -
MI75 100 2,00+ 0,0000  2.50+0,0000 3,00 +0,0000 .
MISS 96 177405763 2.50+0.0000 _ 3.00 +0,0000 -
MO064 90 [71£0,656]  2,00%0,0000 3,00 £ 0.0000 -

o g MG 87 1.74+0,6726  2,00+0,0000 3,00 +0,0000 -

S§ Mo 8 162407846  2,00%0,0000 3,00 0,0000 -

SE Mo3 89 1.7840,6258  2,00+0,0000 3,00 +0,0000 =

T E Mooa 100 182404874 2,00%0,0000 3,00+ 0.0000 -

S5 M09% 100 196402311  2,50+0,0000 3,00 +0,0000 -

LS M09 100 165406062  2,00+0,0000 3,00+ 0,0000 -
M100 88 176 £0,6499  2,50£0,0000  2,50+0,0000 3,00+ 0,0000

£, MOT6 6 0,12£04750  0,.80£09798  2,00+0,0000 3,00+ 0,0000

B .E

l':; S Moso 2 00402800  020+0.6000 2,06+0,1625 3,00 0,0000

S

=SS M2 o0 0,00+ 0,0000  1,14+0,9902 2,00+ 0,0000 -

P




Experimentdlni éast a vysledky

Graf 5.12: Porovnani primémého indexu vyvoje (GI) kmend entomopatogennich hub
(P. fumosoroseus, B. bassiana a M. anisopliae) v kontrole (Tabulka 5.22) a v kombinaci

s pripravkem Beta-lig — 10 % koncentrace(Tabulka 5.31)
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Vs"sledkv kompatibility s pripravkem Beta-lig (50 , 70 a 90 % koncentrace)

Tabulka 5.34: Hodnoceni kli¢ivosti a vyvoje kmenti entomopatogenni houby B. bassiana

izolovanych na  lokalité VUP Troubsko vkombinaci s pfipravkem Beta-liq
(50 % koncentrace)

Kmen Klicivost Prumérny index vyvoje (+ SMODCH)

(%) 24 hod 48 hod 72 hod 96 hod

M403 85 1,45 +£0,7839 2,32+0,2414 3,00 + 0,0000 —

M404 100 1,82 +£0,4925 2,39+0,2104 3,00 £+ 0,0000 =

M408 97 1,56 £ 0,6996 2,03 +£0,1090 3,00 + 0,0000 —

M409 96 1,39 + 0,6995 2,15+£0,2291 3,00 £+ 0,0000 -

M410 94 1,37 £ 0,7309 2,00 + 0,0000 3,00 + 0,0000 —

Tabulka 5.35: Hodnoceni kli¢ivosti a vyvoje kmenti entomopatogenni houby B. bassiana

izolovanych na  lokalitt VUP Troubsko v kombinaci s pfipravkem Beta-liq
(70 % koncentrace)

Kmen Klicivost Primérny index vyvoje (+ SMODCH)

(%) 24 hod 48 hod 72 hod 96 hod

M403 84 1,27 £ 0,8168 2,34 £0,2351 3,00 + 0,0000 -

M404 96 1,66 + 0,6507 2,33 +0,2385 3,00 = 0,0000 =

M408 90 1,45+ 0,7710 2,23 +£0,2487 3,00 £+ 0,0000 —

M409 95 1,28 £ 0,7013 2,50 £ 0,0000 3,00 + 0,0000 —

M410 94 1,16 + 0,6808 2,00 £+ 0,0000 2,00 + 0,0000 3,00 £+ 0,0000

Tabulka 5.36: Hodnoceni kli¢ivosti a vyvoje kmenl entomopatogenni houby B. bassiana

izolovanych na  lokalitt¢ VUP Troubsko vkombinaci s pfipravkem Beta-lig
(90 % koncentrace)

osiie Klic¢ivost Prumérny index vyvoje (+ SMODCH)

(%) 24 hod 48 hod 72 hod 96 hod

M403 79 1,18 +£0,8437 2,39+0,2104 3,00 £ 0,0000 =

M404 95 1,36 = 0,6975 2,24 +0,2495 3,00 £+ 0,0000 -

M408 89 1,26 + 0,8200 1,26 +£0,8200 3,00 + 0,0000 -

M409 90 1,12 £0,7411 2,04 £ 0,1356 3,00 = 0,0000 -

M410 87 0,81 +£0,5735 2,00 £+ 0,0000 2,00 £+ 0,0000 3,00 £ 0,0000
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Graf 5.13: Vyvoj kmend entomopatogenni houby B. bassiana Graf 5.14: Vyvoj kmenii entomopatogenni houby B. bassiana

v kontrole (Tabulka 5.25)

v kombinaci s pfipravkem Beta-liq (50 % koncentrace)
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Graf 5.15: Vyvoj kmenli entomopatogenni houby B. bassiana Graf 5.16: Vyvoj kmenl entomopatogenni houby B. bassiana

v kombinaci s pfipravkem Beta-liq (70 % koncentrace)

v kombinaci s pfipravkem Beta-liq (90 % koncentrace)
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Graf 5.17: Vyvoj kmenl entomopatogenni houby M. anisopliae Graf 5.18: Vyvoj kmenii entomopatogenni houby M. anisopliae
v kombinaci s ptipravkem Beta-liq (50 % koncentrace)

v kontrole (Tabulka 5.26)
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Graf 5.19: Vyvoj kmenl entomopatogenni houby M. anisopliae Graf 5.20: Vyvoj kmenl entomopatogenni houby M. anisopliae
v kombinaci s pfipravkem Beta-liq (70 % koncentrace)

v kombinaci s pfipravkem Beta-liq (90 % koncentrace)
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Graf 5.21: Porovnani pramérného indexu vyvoje (GI) vech kmenti entomopatogenni houby
B. bassiana v kontrole (Tabulka 5.25) a v kombinaci s pfipravkem Beta-liq — 50, 70 a 90 %
koncentrace (Tabulka 5.34 — 5.36)
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Graf 5.22: Porovnani prim&mého indexu vyvoje (GI) viech kmenii entomopatogenni houby
M. anisopliae v kontrole (Tabulka 5.26) a v kombinaci s pfipravkem Beta-liq — 50, 70 a 90 %
koncentrace (Tabulka 5.37 — 5.39)
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Vysledky zikladnich ristovych a produkénich charakteristik — Beta-lig (90 %)

Tabulka 5.40: Zakladni ristové a produk¢ni charakteristiky kment entomopatogenni houby
B. bassiana izolované na lokalit¢ VUP Troubsko v kombinaci s ptipravkem Beta-liq (90 %)

Stredova kultura Substrat

Kmen Radialni primér Spory/ Spory/ Spory/1g
+ SMDCH (mm) 1 kultura 100 mm’

1A-1-1 31,6 + 0,8570 1,78.10° 2.26.10 x¥
M395 33,3 +0,4330 2,47.10% 2,84.10 x
M396 29.8 + 0,6872 4,77.10% 6,82.107 X
M399 29.8 + 0,7993 7,13.10% 1,02.10° X
M403 29.3 +2,9047 4,43.10 6,59.10 4,54.10%
M404 29.3 + 1,4604 2,00.10 2,97.107 1,04.10%
M408 35,6 + 0,8268 7,64.10° 7,70.10 2,59.10°
M409 29.5 + 1,8540 8.86.10° 1,30.10° 2,44.10%
M410 34,5 +0,6258 4,75.10 5,07.107 2,86.10°

Tabulka 5.41: Zakladni ristové a produkéni charakteristiky kmenid entomopatogenni houby
M. anisopliae izolované na lokalité VUP Troubsko v kombinaci s piipravkem Beta-liq (90 %)

Stredova kultura Substrat

Kmen Radialni prumér Spory/ Spory/ Spory/1g
+ SMDCH (mm) 1 kultura 100 mm’

1-D-N1 34,0 + 0,8406 3,25.10° 3,57.10 1,94.10°
M394 32,6 + 1,4476 3,47.10° 4,16.107 4,80.10°
M397 32,5 +0,5000 3,60.10°% 4,34.10 3,96.10°%
M398 31,4+ 1,7685 5,40.10° 7,00.10’ 1,18.10°
M400 30,7 + 1,2402 2,07.10% 2,81.107 2,69.10%
M401 36,5 + 1,5546 2,13.10° 2,04.10’ 4,96.10°
M402 41,1 £2,7300 1,63.10° 1,23.10’ 1,49.10%
M405 29,9 +0,8122 4,00.10° 5,69.10’ 1,03.10°
M406 33,8 +2,1485 2,69.10° 3,01.107 3,10.10’
M411 32,0 + 0,0000 5,70.10% 7,09.107 3.77.10°
M413 26,9 +0,7525 7,86.10 1,38.10 3,85.10
M414 30,7 £ 0,7174 3,00.10® 4,05.10 2,29.10%
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5.4.2. Hodnoceni Zivotaschopnosti vybranych kment entomopatogenni houby
B. bassiana a M. anisopliae po kratkodobém zamraZeni

Ze souhrnné charakteristiky kmenli entomopatogenni houby B. bassiana a 1‘
M. anisopliae (kapitola 5.2.3 a 5.4.1) izolované na lokalit¢ Troubsko byly vybrany kmeny
M408 (B. bassiana) a M394 (M. anisopliae), které vykazovaly optimalni ristové, produkéni a
biologické parametry. Cilem této studie bylo ov&fit Zivotaschopnost a vitalitu konidii t€chto
dvou kmenii entomopatogennich hub po kratkodobém (14 dennim) zamraZeni konidiové
suspenze pro potieby transportu vyprodukované biomasy hub ve studii zaméfené na ,, Vyvoj a
vyuziti bioprepardtii a organominerdlnich hnojiv podporujicich rozklad organickych ldtek a
zvySujicich supresivitu pidy®.

U zamrazené konidiové suspenze kmene M 408 a kmene M 394 byly prokazany
srovnatelné hodnoty primérného indexu vyvoje a procenta kli¢ivosti konidif jako v kontrolni
varianté (Tabulka 5.41 — 5.42). Tim byla ovéfena Zivotaschopnost a vitalita Kkonidii
sntomopatogenni houby B. bassiana (kmen M 408) a M. anisopliae (kmen M 394) i po

cratkodobém (14 dennim) zamraZeni

Fabulka 5.42: Hodnoceni kli¢ivosti a vyvoje (index GI) kmene M408 (B. bassiana) po
cratkodobém zamrazeni

Kontrolni suspenze

RozmraZena suspenze

Prumérny index

Doba testu Prumérny index
(hodin) vyvoje Klicivost (%) vyvoje Klicivost (%)
_ + SMODCH + SMODCH
24 1,97 +£0,2216 99 2,11+10,2071 100
48 2,68 + 0,2385 100 2,84 +0,2332 100
72 3,00 + 0,0000 100 3,00 + 0,0000 100

Fabulka 5.43: Hodnoceni kli¢ivosti a vyvoje (index GI) kmen M 394 (M. anisopliae) po
cratkodobém zamrazeni

Kontrolni suspenze

RozmraZena suspenze

Primérny index

Doba testu Primérny index
(hodin) vyvoje Klicivost (%) vyvoje Klicivost (%)
+ SMODCH + SMODCH
24 0,79 £ 0,9676 40 0,86 + 0,9902 43
48 1,34 + 0,9404 67 1,46 + 0,8879 73
72 2,50 + 0,0000 100 2,50 £ 0,0000 100
96 3,00 + 0,0000 100 3,00 + 0,0000 100
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.4.3. Demonstrace pouziti RAPD analyzy pro rozliSeni kmene
ntomopatogenni houby B. bassiana

Zamérem analyzy bylo prezentovat moznost pouziti jednoduché molekularne-
enetické metody RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) pro potieby piipadné
eterminace re-izolovanych kment entomopatogennich hub na lokalité Troubsko.

Pro demonstraci byl pouZito 8 nadhodnych primera ze souboru OP-A, OP-B a OP-F
OPERON TECHNOLOGY, CA). Na obrazku 5.3 jsou ukazana spektra RAPD marker u
ednotlivych primerti selektovanych kment (v pofadi) M408 a M394. Prehled poctu
enerovanych pruhii pro kazdy primer udava tabulka (Tabulka 5.43) a Ciselné vyjadfeni
pecifického fingerprintu znazorfiuje obrazek (Obrazek 5.4).

)brazek 5.3: Ukazka RAPD produkti u kmene (M408) druhu B. bassiana a kmene (M394)
ruhu M. anisopliae. Jako marker (M) byl pouzit 100bp DNA Ladder.

M OPA04 OPAO8 OPB0O5 OPB07 OPF05 OPF08 OPF09 OPF 14

[abulka 5.44: Mnozstvi RAPD fragmenti u jednotlivych primeri (OPERON TECHNOLOGY,
“A) u kmene M408 a M394 entomopatogenni houby B. bassiana

Pocet amplifikovanych fragmenti u

Primer Sekvence 5" - 3° entomopatogenni houby kmene

M408 M394
OPA 04 AATCGGGCTG 7 8
OPA 08 GTGACGTAGG 5 6
OPB 05 TGCGCCCTTC 8 5
OPB 07 GGTGACGCAG 8 8
OPF 05 CCGAATTCCC 8 8
OPF 08 GGGATATCGG 8 8
OPF 09 CCAAGCTTCC 8 8
OPF 14 TGCTGCAGGT 8 8
Celkovy pocet fragmenti 60 59

Dbrazek 5.4: Ukazka specifického fingerprintu kmeni (M408 a M394) (kit OP-A, -B a -F).
V tabulce jsou uvedeny velikosti amplifikovanych RAPD fragmenti (bp).

M OPA04 OPAO8 OPBO05 OPB 07 OPF 05 OPF 08 OPF 09 OPF 14

Mw-RF
L1 L2 L3 L4 LS L6 L7 L8 L9 L10 L1 L12 L13 L14 L15 L16 L17
1| 1500 | 1070 | 1.752 | 0.826 0708 | 183 | 0920 | 2052 | 2088 | 1560 | 1320 | 1524 | 1.296 | 1932 | 1608 | 13688 | 2076
2| 1200 | 0976 | 1.035 | 0762 0607 | 0900 | 0717 | 1596 | 1.188 | 1.320 | 1165 | 1428 | 1.212 1668 | 1.368 | 1.094 | 1.776
3| 1.000 | 0685 | 0.942 | 0628 0.434 | 0851 0.649 1332 | 0832 | 1165 | 1082 | 1.260 | 0868 | 1.368 | 1.212 | 0953 | 1548
4| 0900 | 0587 | 0.744 | 0386 0400 | 0633 | 0.445 1.094 | 0835 | 1.012 | 0826 | 0910 | 0800 | 1141 0942 | 0762 | 1368
5| 0800 | o506 | 0643 | 0212 | 0300 | 0642 | 0359 | 0910 | 0700 | 0910 | 0534 | 0809 | 0717 | 0910 | 0800 | 0693 | 1.200
6] 0700 0.336 | 0.587 0177 | 0544 0635 | 0621 0726 | 0556 | 0.607 | 0.635 | 0.791 0.671 0.531 1.047
7| 0600 0192 | 0512 0.433 0537 | 0537 | 0569 | 0386 | 0457 | 0544 0628 | 0600 | 0434 | 0942
81 0500 0377 0359 0416 1 0377 1 0354 | 0336 | 0345 | 045] 0519 | 0469 | 0300 1 NAST
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.44  Produkce biomasy infek¢nich propaguli vybranych kment
ntomopatogennich hub a jeji Gprava

Cilem této studie bylo ové&fit moZnost velkoobjemové produkce blastospor/ konidii
menli  vybranych druhli entomopatogennich hub v laboratornich podminkach a
'yprodukovanou biomasu hub upravit odstfedénim.

Jednotlivé produkéni charakteristiky (Tabulka 5.44 — 5.50) ukazaly, Zze za
aboratornich podminek bylo mozné produkovat dostateéné mnozstvi biomasy
ntomopatogennich hub pro Gcely plosné aplikace. Velikost jednotlivych Sarzi se pohybovala
nezi 700 — 6400 ml. Celkové nejvice biomasy entomopatogennich hub bylo vyprodukovano
omoci submerzni kultivace u kmene Bba P4 (B. bassiana) v objemu 15 litrid o titru 7,28.10°
lastospor/ 1 ml suspenze a u kmene Man P4 (M. anisopliae) pomoci povrchové kultivace,
de bylo vyprodukovano 8 litri konidiové suspenze o titru 2,42.10® konidii/ 1 ml suspenze.
Gvod obou uvedenych kmena byl z lokality Pénéin. Po piepo€itani submerzni kultury na
tandardni titr 1,00.10° blastospor/ 1 ml suspenze pouZivany pii provozni aplikaci bylo
iskano 11 397 litrti suspenze entomopatogenni houby B. bassiana (kmen P4).

Porovnanim primérnych vysledki produkce blastospor mezi jednotlivymi kmeny
Graf 5.20) bylo patrné, Ze nejproduktivnéjsim byl kmen I9 entomopatogenni houby
ecanicillium lecanii, u kterého bylo také zaznamenano nejSir$i rozpéti maximdlni a
ninimalni produkce blastospor jednotlivych Sarzi (1.22.10° — 8,76.10% blastospor/ 1 ml).
rimérna  produkce kmenQ (P. fumosoroseus) se pohybovala mezi 585.10° —
,65.10® blastospor/ 1 ml suspenze. Primémaé produkce konidii byla u kmene PFR 97 2B
,76.10% konidii/ 1 g substratu.

Z takto vyprodukované biomasy hub bylo moZné odstfedénim ziskat blastosporovy
ebo konidiovy koncentrat v podobé blastosporové pasty o koncentraci 1,67.10° — 6,83.10°
lastospor/ 1 g nebo konidiovy koncentrat o 7,91.10% — 1,12.10° konidii/ 1 ml. Na ziskani 1 g
akto koncentrovaného blastosporového koncentratu bylo potieba odstredit piiblizn€ 5 litr
lastosporové suspenze. Vytéznost blastosporového/ konidiového koncentratu resp. podil
ptvodni submerzni kultury piepoéitany na standardni titr (100 %) byl nejlep$i na
firozeném médiu (je¢né kroupy) pomoci povrchové kultivace, kde byla vytéZnost
onidiového koncentratu pies 90 % oproti v pruméru 82 % vytéznosti blastosporové pasty.

Touto studii bylo ovéfeno, Ze za danych laboratornich podminek bylo mozné
yprodukovat a upravit dostateéné mnozstvi biomasy entomomoptogennich hub v podobé
onidiového koncentratu nebo blastosporové pasty pro ucely velkoplos$né aplikace v mnoZstvi
6 432 litrii blastosporové a konidiové suspenze o standardnim titru 1,00.10° blastospor-
onidii/ 1 ml suspenze.
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Produkce blastospor submerzni kultivaci

Tabulka 5.45: Submerzni kultivace a vytéZnost blastosporové pasty entomopatogenni houby
Paecilomyces fumosoroseus kmen PFR 97 2B

Produk¢ni parametr 1. Sarze 2. Sarze 3. Sarze 4. Sarze 5. sarze
Submerzni kultura (ml) 1350 1600 2050 2400 2400
Titr (blastospor/1ml) 4,30.10° 5,90.10° 4,80.10° 6,30.10° 6,10.10°
Blastospor celkem 5,81.10" 9,44.10" 9,84.10" 1,51.10" 1,46.10"
Suspenze 1,0x10%ml (1) @ 580,5 944 984 1512 1464
Pasta (g) " 274 352 461 439 410
Blastospor/ 1g pasty 1,70.10° 2,10.10° 1,70.10° 2,80.10° 2,60.10°
Blastospor celkem 4,66.10" 7,39.10" 7,83.10" 1,22.10" 1,06.10"
Suspenze 1,0x10%ml (1) 465,8 739,2 783,7 1229,2 1066
Vytéznost pasty (%) ¥ 80,24 78,31 79,64 81,30 72,81

Celkové mnoZstvi blastospor/ konidii v piivodni submerzni/ povrchové kultufe
% Standardni titr suspenzi pouzivanych pii provoznich aplikacich
& Blastosporovy/ konidiovy koncentrat ziskany odsttedénim submerzni/ povrchové kultury
¥ podil z piivodni submerzni/ povrchové kultury (100% = plivodni suspenze pied finalizaci odstfedénim)

Tabulka 5.46: Submerzni kultivace a vyt&Znost blastosporové pasty entomopatogenni houby
Paecilmyces fumosoroseus kmen PFR 97 - H10

Produkéni parametr 1. Sarze 2. Sarze 3. Sarze 4. sarze
Submerzni kultura (ml) 1650 1400 1550 1000
Titr (blastospor/1ml) 4,80.10° 4,10.10° 5,40.10° 4,30.10°
Blastospor celkem 7,92.10" 5,74.10" 8,37.10" 4,30.10"
Suspenze 1,0x10%ml (1) © 792 574 837 430
Pasta (g) " 255 273 305 120
Blastospor/ 1g pasty 2,50.10° 1,60.10° 2,10.10° 2,80.10°
Blastospor celkem 6,38.10" 4,36.10" 6,40.10" 3,36.10"
Suspenze 1,0x10°/ml (1) 638 437 641 336
Vytéznost pasty (%) * 80,49 76,10 76,52 78,14

Tabulka 5.47: Submerzni kultivace a vytéZnost blastosporové pasty entomopatogenni houby
Paecilomyces fumosoroseus kmen PFR 97 H20

Produkéni parametr 1.8arze 2. Sarze 3. sarze 4. Sarze
Submerzni kultura (ml) 700 700 1050 1400
Titr (blastospor/1ml) 6,30.10° 5,10.10° 5,90.10° 6,10.10°
Blastospor celkem 4,41.10" 3,57.10" 6,20.10" 8,54.10"
Suspenze 1,0x10%ml (1) © 441 357 619,5 854
Pasta (g) 209 195 288 373
Blastospor/ 1g pasty 1,90.10° 1,67.10° 1,82.10° 1,94.10°
Blastospor celkem 3,97.10" 3,26.10" 5,24.10" 7,24.10"
Suspenze 1,0x10°/ml (1) 397,1 325,65 524,16 723,62
Vytéznost pasty (%) ¥ 90,05 91,22 84,61 84,73
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[abulka 5.48: Submerzni kultivace a vytéZnost blastosporové pasty entomopatogenni houby
Lecanicillium lecanii kmen 19

’rodukéni parametr 1.5arze 2.8arze 3. Sarze 4. Sarze 5. sarze
Submerzni kultura (ml) 1000 1400 1600 1050 1600
[itr (blastospor/1ml) 8,84.10° 1,05.10° 8,76.10° 9,80.10° 1,22.10°
3lastospor celkem 8,84.10" 1,47.10" 1,40.10" 1,03.10" 1,95.10"
Suspenze 1,0x10%ml (1) @ 884 1470 1402 1029 1952
asta (g) 124 210 192 158 215
3]astospor/ 1g pasty 5,77.10° 5,63.10° 6,33.10° 5,66.10° 6,83.10°
3]astospor celkem 7,15.10" 1,18.10" 1,21.10" 8,94.10" 1,46.10"
Suspenze 1,0x10%ml (1) 715,48 11823 1215,36 894,28 1468,45
Vytéznost pasty (%) ¥ 80,94 80,43 86,71 86,91 75,23

[abulka 5.49: Submerzni kultivace a vyt&Znost blastosporové pasty entomopatogenni houby
Beauveria bassiana kmen Bba P4

P’rodukéni parametr 1.8arze 2.8arze 3. Sarze 4. Sarze 5. Sarze
Submerzni kultura (ml) 1350 1400 1050 6400 4800
[itr (blastospor/1ml) 7,95.10° 6,34.10° 6,61.10° 8,11.10° 7,40.10°
3lastospor celkem 1,07.102  888.10"  694.10" 519107  3,55.10"
Suspenze 1,0x10%ml (1) @ 1073 888 694 5190 3552
asta (g) 274 269 217 1143 865
3lastospor/ 1g pasty 3,30.10° 2,99.10° 2,71.10° 3,61.10° 3,66.10°
3lastospor celkem 9,04.10" 8,05.10" 5,88.10" 4,13.10" 3,17.10"
suspenze 1,0x10%ml (1) 904 805 588 4126 3166
Vytéznost pasty (%) ¥ 84,25 90,65 84,73 79,50 89,13

Graf 5.23: Porovnani priimérné produkce (Ciselnd hodnota) kmenti entomopatogennich hub
s maximalnim a minimalnim rozsahem (svisla ¢ara) produkce blastospor
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Produkce konidii povrchovou kultivaci

Tabulka 5.50: Povrchova kultivace a vytéznost konidiového koncentratu entomopatogenni
houby Metarhizium anisopliae kmen Man P4

Parametr produkce 1. Sarze 2. Sarze 3. Sarze
Substrat (g) 400 700 500
Zéakladni suspenze (ml) 2000 4000 2000
Titr suspenze - spor/1ml 2,10.10° 2,42.10° 2,73.10%
Celkem spor 4,20.10" 9,68.10" 5,46.10"
Spor/1g substratu 1,05.10° 1,38.10° 1,09.10°
Suspenze 1,0x10° spor/1ml (1) 6) 420 968 546
Sporovy koncentrat (ml) K 500 1000 600
Titr koncentratu (spor/1ml) 7,91.10° 8,82.10° 8,34.10°
Celkem spor v koncentratu 3,96.10" 8,82.10" 5,01.10"
Suspenze 1,0x10° spor/1ml (1) 396 882 500
Vytéznost koncentratu (%) * 94,17 91,12 91,66

Tabulka 5.51: Povrchova kultivace a vytéZnost konidiového koncentratu entomopatogenni
houby Paecilomyces fumosoroseus kmen PFR 97 2B

Parametr produkce 1. Sarze 2. Sarze 3. Sarze
Substrat (g) 600 600 800
Zakladni suspenze (ml) 2000 2000 3000
Titr suspenze - spor/1ml 1,82.10% 2,06.10° 1,96.10°
Celkem spor 3,64.10" 4,12.10" 5,88.10"
Spor/1g substratu 6,07.10° 6,87.10° 7,35.10°
Suspenze 1,0x10° spor/1ml (1) © 364 412 588
Sporovy koncentrat (ml) N 300 400 600
Titr koncentratu (spor/1ml) 1,12.10° 9,82.10° 9,24.10%
Celkem spor v koncentratu 3,36.10" 3,93.10" 5,54.10"
Suspenze 1,0x10° spor/1ml (1) 336 393 554
Vytéznost koncentréatu (%) ¥ 92,39 95,34 94,30
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5.5. Persistence entomopatogenni houby Beauveria bassiana po zamérné
ntrodukei do pudy na pokusné lokalité Zabéice u Brna

Cilem modelové studie bylo prokazat schopnost entomopatogenni houby B. bassiana
0 jeji zam&mé introdukei do pidy vytrvat za pfirozenych polnich podminek na pokusné
volni parcelce MZLU v Zabgicich u Brna alespoti po dobu vegetaéni sezony.

Za timto uelem byl na pokusné lokalité realizovan vstupni monitoring pfirozené¢ho
ryskytu entomopatogennich hub se zaméfenim na izolaci mistnich kmenti druhu B. bassiana,
cteré byly nasledné porovnavany s introdukovanym (nepivodnim) kmenem MO062
B. bassiana) a re-izolovanymi kmeny entomopatogenni houby B. bassiana z prvniho a
iruhého monitoringu pomoci morfologickych a genetickych markerd.

5.5.1. Vstupni monitoring entomopatogennich hub na pokusné lokalité Zabgice
1 Brna realizovany pred aplikaci kmene M062 (B. bassiana)

Vstupni monitoring entomopatogennich hub byl uskute¢nén v poloviné srpna a jeho
cilem bylo stanovit druhovou diverzitu entomopatogennich hub na pokusné lokalité se
zaméfenim druhu B. bassiana.

Analyzou pudnich vzork@ byla prokdzéna pfitomnost entomopatogennich hub na
viech pokusnych parcelkich (Tabulka 5.51). Nejfrekventovangj$im druhem, byla
entomopatogenni houba M. anisopliae, ktera byla izolovana jak pomoci GBM na 7 z8
parcelek (7/8), tak pomoci SM ai. dodine na vSech pokusnych parcelkach (8/8).
Entomopatogenm houba P. lzlacinus byla detekove’ma pouze pomoci SM a.i. dodine (8/8)
pritomnost (1/8) byla zaznamenana u druhu P. fumosoroseus.

Monitoring entomopatogennich hub na pokusné lokalit¢ MZLU v Zabgicich u Brna
prokazal vysokou druhovou diverzitu a pfitomnost druhu B. bassiana byla zaznamenana na
celé zkoumané lokalité s vyjimkou parcelky (Ao3-II).

Tabulka 5.52: Vyskyt entomopatogennich hub na pokusné lokalité Zabgice u Brna pred
zamérnou aplikaci kmene M062 (B. bassiana)

Cislo Parcela Druh odizolované houby podle detekéni metody
_vzorku Galleria bait method SM a.i. dodine
1 A M. anisopliae (M505) M. anisopliae (M533)
; 03-1 o
P. lilacinus
7 Ao3-II 3 M qnisgpliae (M534)
P. lilacinus
M. anisopliae (M506) M. anisopliae (M535)
3. Ao03-1 B. bassiana (M507) P. lilacinus
P. fumosoroseus (M508)
i Ao3-II M. anisopliae (M509) M. anisopliae (M536)
' B. bassiana (M510) P. lilacinus
5 Aod-] M. anisopliae (M511) M. anisopliae (M538)
) B. bassiana (M512) P. lilacinus
6 Aod-Il M. anisopliae (M513) M. anisopliae (M539)
' B. bassiana (M514) P. lilacinus
7 A M. anisopliae (M515) M. anisopliae (M540)
. 04-1 o
P. lilacinus
8. Aod-Il M. anisopliae (M516) M. anisopliae (M541)
B. bassiana (M517) P. lilacinus
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>.5.2: Prvni monitoring entomopatogennich hub na pokusné lokalit¢ MZLU v
Zabcicich u Brna, 7 tydnii od cilené introdukce kmene M062 (B. bassiana)

Monitoringem byla na pokusné lokalité v Zabéicich u Brna zji§téna dominantni
fitomnost druhu B, bassiana a potvrzena vysokd druhova diverzita ostatnich
ntomopatogennich hub (Tabulka 5.52)

Pfitomnost entomopatogenni houby B. bassiana byla detekovana pomoci GBM na 8
8 parcelek (8/8) a pomoci SM a.i. dodine na 7 z8 parcelek (7/8). Druhym,
1ejfrekventovanéj$im druhem byla entomopatogenni houba M. anisopliae GBM (5/8) a SM
1.i. dodine (8/8). Oproti vstupnimu monitoringu byla ¢etnost vyskytu pomoci SM a.i. dodine
tanovena u druhu P. lilacinus (7/8) stejna, ale nebyla zde zaznamenéana pfitomnost druhu
P, fumosoroseus na rozdil od druhu P. carneus (3/8).

Usp&snost zaméré introdukce entomopatogenni houby B. bassiana do pudy byla
yotvrzena analyzou puidnich vzorkt. Svédéi o tom napt. mnozstvi infikovanych larev (3 — 8
nfikovanych larev/ Petriho misku se vzorkem pudy) pfi detekci pomoci GBM, nebo napf.
yocet 30 monosporovych izolatt houby B. bassiana na jednu Petriho misku s SM a.i. dodine
/e vzorku &. 7 (Ao4-1), Gemuz odpovida koncentrace 3,0.10° CFU/1 ml pady.

[abulka 5.53: Vyskyt entomopatogennich hub na pokusné lokalité Zabgice u Brna po
amérné aplikaci kmene M062 (B. bassiana) — prvni odbér od aplikace kmene

Cislo Parcela Druh odizolované houby podle detekéni metody
_vzorku Galleria bait method SM a.i. dodine

M. anisopliae M. anisopliae (M542)

I Aol B. bassiana (M518) B. bassiana (M561)

’ P. carneus (M577)
P. lilacinus

M. anisopliae (M520) M. anisopliae (M543)

B. bassiana (M519) B. bassiana (M562)

2. =0l P. carneus (M578)
P. lilacinus

B. bassiana (M521) M. anisopliae (M544)

3. Ao3-1 B. bassiana (M563)
P. lilacinus

B. bassiana  (M522 —M525) M. anisopliae (M545)

B. bassiana  (M564 —M568)

% Aokl P. carneus M 579)
P. lilacinus

M. anisopliae (M527) M. anisopliae  (M546 — M550,

5. Ao4-1 B. bassiana (M526) M552)

P. lilacinus

M. anisopliae (M529) M. anisopliae (M553 — M558)

6. Ao4-11 B. bassiana (M528) B. bassiana (M569)
P. lilacinus

B. bassiana (M530) M. anisopliae (M559)

7 Ao4-1 B. bassiana  (M570 — M575)
P. lilacinus

M. anisopliae (M531) M. anisopliae (M560)

8. Ao4-11 B. bassiana (M532) B. bassiana (M576)

P. lilacinus
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5.5.3. Hodnoceni morfologické variability mezi introdukovanym kmenem
M062, ptivodnimi a re-izolovanymi kmeny entomopatogenni houby B. bassiana

Cilem této studie bylo vizudlné a statisticky vyhodnotit variabilitu mezi kmeny
(B. bassiana), které byly izolovany pred (kapitola 5.5.1) a po aplikaci (kapitola 3.5.2)
nepivodniho kmene MO062 (B. bassiana) pomoci morfologického hodnoceni stiedovych
kultur kmend.

Morfologické charakteristiky kmeni, které byly izolovany pomoci GBM po aplikaci
entomopatogenni houby B. bassiana (kmen MO062), byly analyzovany jednofaktorovou
analyzou rozptylu (Tabulka 5.55) a statisticky vyznamny rozdil byl stanoven pomoci Tukey
HSD testu (Tabulka 5.56) spolu s grafickym vyjadfenim (Graf 5.25). Stejné tomu bylo iu
kment re-izolovanych pomoci SM a.i. dodine po cilené aplikaci kmene M062 (Tabulka 5.57
— 5.58) a (Graf 5.26). Ze souhrnnych vysledku statistické analyzy pramérné velikosti
sttedovych kultur viech kmen@ entomopatogenni houby B. bassiana (Tabulka 5.53 — 554 a
Graf 5.24) byla zaznamenéana nejmen3i statistickd odli$nost u re-izolovanych kmeni M574,
M519, M532, M565, M526 a introdukovaného kmene M062, u kterého byla velikost stiedove
kultury 42,95 mm. Vyznamn4 odli$nost oproti vnesenému kmenu (M062) byla zaznamenana
u viech ptivodnich kment — kmen M512, M517, M514, M510 a referenéniho kmene BBAO1
s praimémym radialnim ristem v rozpéti od 33,90 mm (BBAO1) do 39,40 mm (M510).
Vizualnim hodnocenim morfologické struktury kultur kmenii byla potvrzena vyznamna
podobnost mezi aplikovanym a re-izolovanymi kmeny, které byly ve stiedu kultury
kuzelovite* zaSpitatélé a v posledni tfeting kruhovitého obvodu paprskovité Elenéné oproti
riiznym morfologickym strukturam pfirozené se vyskytujicim kmentim na lokalit& Zabgice u
Brna (Graficky list 9 a 10).

Na zakladé morfologického porovnani kultur re-izolovanych kment (B. bassiana) s
aplikovanym kmenem (M062) nebylo mozZné jednoznatné potvrdit vytrvani aplikovaného
kmene na lokalité, ale morfologické charakteristiky naznagovaly u nékterych kmeni ur€itou
podobnost s introdukovanym.

Tabulka 5.54: Statistické hodnoceni pomoci jednofaktorové analyzy rozptylu - morfologicka
charakteristika kmenti B. bassiana ziskanych pted” introdukei a po" introdukci kmene M062

SS Degr. of MS F P
Intercept 1354576 1 1354576 | 1055645 0,00
Kmen Beauveria bassiana 6554 19 345 269 0,00
Error 1001 780 1 - -
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Tabulka 5.55: Morfologicka charakteristika kment B. bassiana ziskanych pred” introdukci
a po"” introdukci kmene M062 (oznageni kmene doplnéno o zpisob izolace — pomoci GBM
nebo SM a.i. dodine) (Tukey HSD test — statisticky vyznamné rozdily pfi p< 0,05)

P Kmen Be.auveria Prumér 1 5 3 4 5 6 - g g
bassiana kultur (mm)
5 | M512 @ OBM 33,90  [*H*x
7 | M517 ©9BM 3470 |*r#x
1 | Bba01eferenen 37,95 ek
6 | M514 ©BM 38,18 Lheds
4 | M510 @M 39,40 P
16 | M567 O SMai. dodine 40.93 rrw
18 | M570 ® SMai. dodine 40.95 rn
17 | M568 ® SMai.dodine 41,55 i e
10 | Ji§72 Debta.doding 41,80 sk ok | ok ok | ok ok
9 | M521 ®GBM 41,85 ok ok | skok sk ok
20 | W57 Woheaidodine 42.18 P -
8 | M519 OWGBM 4220 ook | Rk ok ok |k ok
12 | M532 DEEM 42,48 #kokok | kokkk
14 | Ms565 WySMaddodme 42.63 sk ok ok [ ok ok k
2 || HABEp ey 4295 ook | ok ko
10 | M526 ' 9°M 43,70 P —
13 M564 (I) SM a.i. dodine 43,85 S
11 | M530 V9PN 43,85 P
3 | M507 @M 43,90 o
15 | M566 © SMai dodine 44,05 p
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Graf 5.24: Statisticka analyza — morfologicka charakteristika kmend B. bassiana ziskanych
po aplikaci kmene M062 re-izolaci pomoci larev zavijece voskového (G. mellonella) a
selektivniho média s fungicidni slozkou dodine

Kmeny Beauveria bassiana- SUMMARY; LS Means
Current effect: F(19, 780)=268.84, p=0,0000
Effective hypothesis decomposition Fabii S
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals ADCIE = DUIRMALY

46 — : . : : T : : : : r ; : T

44 r 5
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o 40 F
2
3
~
B 38 |
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37 Lo " L i i ; i . " i

Bba 01 M 507 M512 M517 M521 M530 M564 M566 M568 M572
M 062 MS510 M514 M519 M526 M532 MS565 M567 MS570 M574
Kmen Beauveria bassiana

Tabulka 5.56: Statistické hodnoceni pomoci jednofaktorové analyzy rozptylu — morfologicka
charakteristika kment B. bassiana ziskanych po aplikaci kmene M062 re-izolaci pomoci larev
zavijete voskového (G. mellonella)

SS Degr. of MS F P
Intercept 1068166 1 1068166 | 824485,2 0,00
Kmen Beauveria bassiana 1356 14 97 74,7 0,00
Error 758 585 1 - -
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Tabulka 5.57: Morfologicka charakteristika kmenti B. bassiana ziskanych po aplikaci kmene
MO062 re-izolaci pomoci larev zavijece voskového (G. mellonella) (Tukey HSD test —
statisticky vyznamné rozdily pii p< 0,05)

Kmen B. bassiana | Prumér kultur (mm) 1 2 3 4 5
Bba 01 37,95 ok
M521 41,85 koxkx
M519 42,20 *kkk *eokok ok
M532 42,48 R B
M 062 42.95 ok ok ok sk ok o
M526 43,70 EERE | Rk
M530 43,85 AR

Graf 5.25: Morfologick4 charakteristika kmeni B. bassiana ziskanych po aplikaci kmene
MO062 re-izolaci pomoci larev zavijeCe voskového (G. mellonella)
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Vertical bars denote 0,95 confidence intervals
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Tabulka 5.58: Statistické hodnoceni pomoci jednofaktorové analyzy rozptylu — morfologicka
charakteristika kment B. bassiana ziskanych po aplikaci kmene M062 re-izolaci pomoci
selektivniho média s fungicidni sloZzkou dodine

SS Degr. of MS F p
Intercept 701657,5 1 701657,5 537695,0 | 0,00
Kmen Beauveria bassiana 1108,6 9 123,2 94,4 0,00
Error 508.,9 390 1.3 - -

Tabulka 5.59: Morfologicka charakteristika kment B. bassiana ziskanych po aplikaci kmene
MO062 re-izolaci pomoci selektivniho média s fungicidni slozkou dodine (Tukey HSD test —
statisticky vyznamné rozdily pii p< 0,05)

Kmen Bc.eauveria Prumér kultur 1 ) 3 P s
bassiana (mm)
1 Bba0l 37,95 ook ok
6 M567 40,93 kK
8 M570 40,95 *kkk
7 M568 41,55 ok Kk Kok ok
9 M572 41,80 ok ko
10 M574 42,18 *okok ok ek ok o
+ M565 42,63 ok ok
2 M 062 4295 .
3 M564 43,85 PP
5 M566 44,05 ok Kk
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Graf 5.26: Morfologickéa charakteristika kmenti B. bassiana ziskanych po aplikaci kmene
MO062 re-izolaci pomoci selektivniho média s fungicidni slozkou dodine
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Current effect: F(9, 390)=94,390, p=0,0000
Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals
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5.5.4. Hodnoceni variability mezi puvodnimi a re-izolovanymi kmeny
entomopatogenni houby B. bassiana pomoci molekularn¢ genetické RAPD

analyzy

V této studii bylo hodnoceno 14 re-izolovanych kment (B. bassiana) z prvého
monitoringu (kapitola 5.5.2) 7 tydni po zamémé introdukci kmene M062 na pokusné lokalité
v Zabticich u Brna scilem stanovit variabilitu mezi introdukovanym, re-izolovanymi a
puvodnimi kmeny v navaznosti na predchazejici studii (5.5.3).

Na zéklad& spektra rapidovych fingerprinti ziskanych pouzitim tfech vybranych
primeri (OPERON TECHNOLOGY,CA: 1. OPB-01, 5" GTTTCGCTCC 3"; 2. OPF-02,
5" GAGGATCCCT 3"; 3. OPF-11, 5" TTGGTACCCC 3") byla stanovena nejvys$i mira
podobnosti mezi aplikovanym kmenem MO062 (pof. €. 7) a vSemi re-izolovanymi kmeny (C.
8 —21). Ve studii byly pouzity pouze t¥i primery, které ale poskytovaly dostatecny
polymorfismus pro odliSeni pivodnich kmeni (€. 2 — 5) od kmeni vykazujicich nejvyssi miru
podobnosti s introdukovanym kmenem (Obrazek 5.8).

Ptvodni (mistni) kmeny druhu B. bassiana (M510, M512, M514, M517) izolované pied
vlastni aplikaci se vyznamné odliSovaly od introdukovaného kmene M062 s nebliZsi mirou
podobnosti k tomuto kmeni na trovni 72 % u kmene M514 (pof. ¢. 4). Samostatnou skupinu
nativnich kment tvofila dvojice kmeni M512 (pof. &. 3) a M517 (pof. €. 5) se vzajemnou
mirou podobnosti na irovni 87 % a kmen M510 (pof. €. 2), ktery byl k této skupiné pfidruzen
s 20 % odlisnosti. Referenéni americké kmeny BBAO1 (pof. €. 22) a BBA02 (pot. ¢. 23)
vykazovaly vzajemnou podobnost na trovni 70 %. Odlisnost téchto neptivodnich, americkych
kment k aplikovanému kmeni byla na urovni 40 %. Z vysledki RAPD analyzy nevyplyva
zadna souvislost mezi genetickou variabilitou a zptisobem izolace kment.

Rapidova analyza se ukazala byt vyuZitelnou i pfi tak malém poctu dobie zvolenych
primert, které potvrdily persistenci kmene MO062 (B. bassiana) v podobé re-izolovanych
kment (pof. & 8—21) na pokusné polni parcelce MZLU v Zabéicich u Brna po sedmi
tydnech od aplikace. Vytrvani kmene dokazuje i vhodnost pouzité formulace
entomopatogenni houby B. bassiana a pouzitelnost aplikaéni techniky v nasledujicich
studiich.
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Tabulka 5.60: Pofadi kment entomopatogenni houby B. bassiana zahrnutych do RAPD
analyzy

Pof- & Olfl'l‘;cn":' Zpiisob izolace Ozﬁf;‘;;’;;‘::e{ky Piivod kmenii
2 M510 GBM 4 (Ao3-1I)
3 M512 GBM 5 (Ao4-1) 5 o
4 M514 GBM 6 (Aod-TI) elisbf lemorenyy
5 M517 GBM 8 (Ao4-1I)
M marker — — -
7 M062 GBM — Aplikovany kmen
8 M519 GBM 2 (Ao3-ID)
9 M521 GBM 3 (Ao3-])
10 M525 GBM 4 (Ao3-1I)
11 M564 SM a.i. dodine 4 (Ao3-1I)
12 M565 SM a.i. dodine 4 (Ao3-1I)
13 M566 SM a.i. dodine 4 (Ao3-1I)
14 M567 SM a.i. dodine 4 (Ao3-1I) Re-izolované kmeny
15 M568 SM a.i. dodine 4 (Ao3-II) z 1. odbéru
16 M526 GBM 5 (Ao4-D)
17 M530 GBM 7 (Ao4-I)
18 M570 SM a.i. dodine 7 (Ao4-1)
19 M572 SM a.i. dodine 7 (Ao4-1)
20 M574 SM a.i. dodine 7 (Ao4-1)
21 M532 GBM 8 (Ao4-1I)
22 BBAO1 — — Referencni -
23 BBAO2 — — americké kmeny

Obrazek 5.5: Ukazka ziskaného spektra pruhti pomoci RAPD analyzy u jednotlivych kmeni
entomopatogenni houby B. bassiana a zpracované pomoci programu Bioprofil — nadefinovani
pruhli, na jehoz zakladé byla vypoclitana geneticka vzdalenost (pozn. kopirovanim doslo
k poskozeni obrazku — chybéjici barevné zvyraznéni spekter pruhi)
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Obrizek 5.6: Podobnostni matice pro jednotlivé kmeny entomopatogenni houby B. bassiana
(koeficient podobnosti a genetické vzdalenosti Nei and Li)

L2 L3 L4 LS L7 L8 I juo i ju2jusjuajusjue iz Ls g |22 L2 | L23
L2 1.00
L3 067 [1.00
L4 058 (038 [100
L5 067 [0.87 062 [1.00
L7 053 [063 072 055 100
L8 053 063 [072 055 100 100
L3 053 [063 072 [055 (100 100 [100
L1 059 |063 Jo72 o055 |[1.00 |1.00 f1.00 J1.00
L1 059 063 [072 |055 [1.00 |1.00 {1.00 J1.00 ]1.00
L12 Jos59 [063 [072 [055 [100 100 [1.00 [1.00 f1.00 J1.00
L13 [059 [053 |oe64 [045 [100 100 100 JO.8s JO.83 [1.00 ji00
114 [059 o063 [072 o055 [100 [100 oo f100 J1.00 o0 [1.00 §1.00
115 [059 [o53 [o72 Jos5s [100 [100 joo [1.oo 100 poo .00 f1.00 ]1.00
L16 [059 [o63 |oe4 [055 [100 [1o0 J1oo |1o0 j100 [1.00 o898 |1.00 100 |1.00
L7 |058 |063 [072 |055 [100 [1o0 (oo 100 oo oo jro0 f1.00 oo (o0 [1.00
L18 [047 (053 [o72 [o55 [1.00 [1.00 [1o0 Jr00 OO0 [1O0 100 p.O0 (.00 J1.00 [1.00 ]1.00

119 |035 |053 (072 |055 [100 |[1oo [1oo J100 Jioo |1o0 |0.89 [1.00 J1oo j100 100 f1.00 [1.00
L20

L21

L22

L23

035 |053 072 [055 (100 [10o0 [joo (oo poo froo [100 oo poo f1.00 f1.00 J1.00 J1.00  J1.00
047 |053 |072 055 [100 [100 [1o0 [poo [1oo [1oo [roo [100 100 J1oo [1.00 100 J1.00 (100 {100
047 |042 |064 |064 |067 |067 067 [067 [067 |067 |067 [067 [067 |0.67 [067 |067 [067 |067 |067 |100
042 |067 |059 (067 (060 |060 (060 060 060 060 [060 [0.60 [060 [0.60 [0.60 [0.60 [0.70 [0.70 [0.70 1070 |1.00

Obrizek 5.7: Porovnani kmenti entomopatogenni houby B. bassiana. Dendogram ziskany na
zakladé dat zpracovanych pomoci programu Biprofil 1D ++.
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5.5.5. Druhy monitoring entomopatogennich hub na pokusné lokalit¢ MZLU v
Zabcicich u Brna, 8 mésict od cilené introdukce kmene M062 (B. bassiana)

V potadi druhy odbér pidnich vzorkt od aplikace entomopatogenni houby B. bassiana
mél za cil izolovat dostate¢né mnozstvi kmeni druhu B. bassiana pro nasledné ovéieni
vytrvani introdukovaného kmene M062 (B. bassiana) v pudé.

Druhym monitoringem entomopatogennich hub na pokusné lokalité Zab¢ice u Brna
nebyla potvrzena takova druhova pestrost jako v pfedchozich dvou odbérech. Dominantnim
druhem zde byla entomopatogenni houba B. bassiana a houba M. anisopliae byla selektovana
pouze pomoci ,,Zivych pasti“ (na 8 parcelkach z 8) (Tabulka 5.60).

ZvySena piitomnost druhu B. bassiana na vSech pokusnych parcelkach, ktera byla
zaznamenana jak pomoci GBM (6/8), tak pomoci SM a.i. dodine (8/8) byla ziejmym
lisledkem vytrvani aplikovaného kmene v pudé pies celé zimni obdobi.

Fabulka 5.61: Vyskyt entomopatogennich hub na pokusné lokalité Zab&ice u Brna po
zameérné aplikaci kmene M062 (B. bassiana) — druhy odbér od aplikace kmene

Cislo Parcela Druh odizolované houby podle detekéni metody
‘vzorku Galleria bait method SM a.i. dodine
1 A03-1 M. anisopliae
' B. bassiana (MOR1A, MORIB) B. bassiana (MOR1-dod.)
M. anisopliae
& el B. bassiana (MOR2-dod.)
3 A03-I M. anisopliae
) B. bassiana (MOR3A, MOR3B) B. bassiana (MOR3-dod.)
M. anisopliae
* el B. bassiana (MOR4B) B. bassiana (MOR4-dod.)
5 Aod-1 M. amsgplzae .
B. bassiana (MOR5A) B. bassiana (MORS5-dod.)
6. Aoan1 M- anisopliae .
B. bassiana (MOR6A, MOR6B) B. bassiana (MOR6-dod.)
7 Aod- M. anzs_opllae '
B. bassiana (MOR7A) B. bassiana (MOR7-dod.)
M. anisopliae
8. -
i B. bassiana (MORS8-dod.)
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>.5.6. Hodnoceni variability mezi padvodnimi a re-izolovanymi kmeny
>ntomopatogenni houby B. bassiana pomoci molekularné genetické RAPD

inalyzy

Cilem této genetické studie bylo stanovit genetickou variabilitu mezi aplikovanym
(menem, piirozené¢ se vyskytujicimi a re-izolovanymi kmeny z druhého monitoringu
kapitola 5.5.5) pomoci vybrané sady primeri (Tabulka 5.61).

Rapidova analyza kmeni vykazovala vyznamné vys$si variabilitu mezi re-izolovanymi
cmeny (B. bassiana) z lokality Zab&ice u Brna neZ tomu bylo v predchozi genetické analyze
kapitola 5.5.5).

Hodnocenim kmenii pomoci ,,shlukové analyzy*“ (Obrazek 5.9) byly re-izolované
meny spolu s pivodnimi a referen¢nimi kmeny druhu B. bassiana rozdéleny do dvou
elkych bloki. Prvni velky blok byl tvofen aplikovanym kmenem MO062 (poi. ¢ 2) spolu
nékterymi  kmeny z druhého odbéru, které byly klastrovany podle jejich vzajemné
odobnosti do mensich skupin. Vzdjemna podobnost t&chto skupin kmeni byla na trovni
'8 %. Mezi kmeny z prvého bloku oznacené pot. €. 5, 9, 6, 7, 8, 10 (re-izolované kmeny z II.
dbéru) a aplikovanym kmenem MO062 (pof. €. 2) byla stanovena 90 % podobnost. Tato
odobnost byla jesté vétsi u kmene MORS8-pop (pof. €. 12) — 94 %, ktery tvofil s aplikovanym
menem samostatnou skupinu. K tomuto bloku byl pfidruZen jesté kmen MOR7-GBMm (pof. ¢.

1) a kmeny z prvého odbéru — kmen M519 (pof. ¢. 3) a kmen M565 (pof. &. 4), které
' pfedchozi analyze (kapitola 5.5.5) vykazovaly s aplikovanym kmenem jednozna¢nou shodu.
. prvého bloku byl vy¢lenén americky kmen BBAO2 (pof. ¢. 20) a mistni kmen M514 (pof.
. 23) izolovany pfi vstupnim monitoringu.

Zbyvajici kmeny B. bassiana byly zformovany v druhém bloku. Samostatnou velkou
kupinu tvofily kmeny z druhého odb&ru oznacené pot. ¢. 13 — 18, se vzajemnou podobnosti
5 — 90 %. Oddélen¢ od této skupiny byly kmeny reprezentujici tfi zastupce pfirozené se
yskytujicich kment — kmen M510 (pof. &. 21), kmen M512 (pot. &. 22) a kmen M517 (pof.
. 24) a americky-referen¢ni kmen BBAO1 (pof. ¢. 19), ktery se nejvice vy¢letioval z druhého
loku. Urcitou podobnost, alespoii podle ,rapidovych fingerprintii, lze spatfovat mezi
tvodnimi kmeny M510 (pof. €. 21) a M512 (pof. &. 22) se vzajemnou podobnosti na tirovni
5 % a skupinou kmenti z druhého bloku (pof. &. 13 — 18).

Zavérem by bylo mozné fici, Ze podobnost re-izolovanych kmenti soustfedénych
‘prvém bloku byla s aplikovanym kmenem M062 vysoka. Z toho bylo moZné usuzovat na
chopnost vneseného kmene koexistovat s pfirozené se vyskytujicimi kmeny a udrZet si
ivotaschopnost za pfirozenych polnich podminek minimélné po dobu osmi mésici od jeho
plikace do ptdy. Déle vysoka podobnost re-izovanych kmenti s pivodnim kmenem M510
pof. €. 21) a kmenem M512 (pof. €. 22) v druhém bloku vede ke spekulacim, zda introdukci
mene MO062 (B. bassiana) nedoslo k podpotfe n&kterych pfirozené se vyskytujicich kment
ntomopatogenni houby B. bassiana.
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[abulka 5.62: Pouzité primery (OPERON TECHNOLOGY, CA) v RAPD analyzach

Primer Sekvence 5" - 37

OPF-01 ACGGATCCTG
OPF-02 GAGGATCCCT
OPF-03 CCTGATCACC
OPF-04 GGTGATCAGG
OPF-05 CCGAATTCCC
OPF-06 GGGAATTCGG
OPF-08 GGGATATCGG
OPF-10 GGAAGCTTGG
OPF-11 TTGGTACCCC

OPF-15 CCAGTACTCC
OPB-01 GTTTCGCTCC

OPB-04 GGACTGGAGT
OPB-07 GGTGACGCAG
OPB-15 GGAGGGTGTT
OPK-03 CCAGCTTAGG
OPK-08 GAACACTGGG

‘abulka 5.63: Poradi kmenii entomopatogenni houby B. bassiana zahrnutych do RAPD

nalyzy
Por. ¢ Olf:::ile:l Zpisob izolace Oz(liins‘cl'(e)l:’iz;;:f:e{ky Pivod kmenu
2 M062 GBM - Aplikovany kmen
3 M519 GBM 2 (Ao3-II) Re-izolované kmeny
4 M565 SM a.i. dodine 4 (Ao3-11) z 1. odbéru
5 MOR1-Gam GBM 1 (Ao3-I)
6 MOR3-Gm GBM 3 (Ao3-])
7 MOR3-pop SM a.i. dodine 3 (Ao3-])
8 MOR4-Gm GBM 4 (Ao3-1I)
9 MORS -Gem GBM 5 (Ao4-1)
10 MORG6-GeMm GBM 6 (Ao4-1I)
11 MOR7-Gam GBM 7 (Ao4-]) Re-izolované kmeny
12 MORS8-pop SM a.i. dodine 8 (Ao4-1I) z II. odbéru
13 MORI1-pop SM a.i. dodine 1 (Ao3-I)
14 MOR2-pop SM a.i. dodine 2 (Ao3-1I)
15 MOR4-pop SM a.i. dodine 4 (Ao3-II)
16 MORS-pop SM a.i. dodine 5 (Ao4-D)
17 MOR6-pop SM a.i. dodine 6 (Ao4-II)
18 MOR7-pop SM a.i. dodine 7 (Ao4-1)
19 BBAO1 - - Referen¢ni —
20 BBAO2 — — americké kmeny
21 (A) M510 GBM 4 (Ao3-1I)
22 (B) M512 GBM 5 (Ao4-1 . ,
23(C)  MS514 GBM 6 EA04-I%) Pilvaalkmery
24 (D) M517 GBM 8 (Ao4-1I)
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Obrazek 5.8: Porovnani sady kmend entomopatogenni houby B. bassiana. Dendogram
ziskany na zdklad¢ dat zpracovanych pomoci programu Biprofil 1D ++.

100% 90% 80% 70% 60% 50% 40% 30% 20% 10% 0%
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6. DISKUZE

Pojeti ,,bio-intenzivni integrované ochrany rostlin“ vytvaii novy pohled na IOR
(integrovand ochrana rostlin — Integrated Pest Management). DuleZitym rozdilem mezi
konven¢ni a bio-intenzivni IOR je ten, Ze (bio)intenzivni IOR klade diraz na proaktivni
opatfeni tak, aby pfeménou agroekosystému doslo k znevyhodnéni Skidct a zvyhodnéni
komplexu patogen, parasit a predator ;Dufour 2001). Jednou z nejdilezitéjSich strategii patiici
mezi proaktivni opatfeni je zamérna podpora pfirozené se vyskytujicich prosp&$nych
(organizml), které jednoznaéné vyhovuji kritériu bio-intenzivni IOR (Landa et al. 2005).

Velmi malo je znamo o Cetnosti a vyznamu entomopatogennich hub
v obhospodarované ptdé a o jejich schopnosti kolonizovat pidni niku po jejich augmentativni
introdukci (zdmérem metod biologické ochrany je zvysit mnoZstvi nebo uéinnost pfirozené se
vyskytujicich nepftatel) (Landa et al. 2005). Hlavnim zamérem experimentalni ¢asti proto bylo
pomoci polyfaktoridlniho hodnoceni vybrat vhodny kmen izolovany pfi monitoringu
entomopatogennich hub v pidé a ovéfit persistenci zamérné introdukovaného kmene do pidy
s cilem stanovit moznost vyuziti entomopatogennich hub v IOR.

6.1. Monitoring prirozeného vyskytu vlaknitych entomopatogennich hub
(Deuteromycotina resp. Mitosporické houby, Hyphomycetes, Moniliales)
v pudé

Entomopatogenni houby jsou ¢asto zaznamenany jako dulezitd soucast orné pudy.
Zeyjména Metarhizium anisopliae, Beauveria bassiana, Paecilomyces lilacinus a
P. fumosoroseus jsou pravidelné¢ detekovany v riznych puadnich nikach ,(Mietkiewski,
Mietkiewska 1993, Bidochka et al. 1998, Landa et al. 2002). Znalost druhového sloZeni
mistnich kmend entomopatogennich hub je nezbytna pokud vyhodnocujeme potencial této
skupiny pfirozenych nepiatel jakoZzto rezervoaru pro regulaci S$kiddcd v urditém
agroekosystému (Bidochka et al. 1998). Pro detekci entomopatogennich hub v ptidé jsou
pouzity rizné metody. Zejména larvy zavijeCe voskového (Galleria mellonella)
(Zimmermann 1986, Mietkiewski et al. 1997,)Landa et al 2002) jsou b&ézné¢ pouZivané jako
»Ziva navnada“. Mimo to se pro detekci entomopatogennich hub v ptidé pouZivaji rizna
selektivni uméla média(Goettel, Inglis 1997) v¢etné selektivniho média a.i. dodine, které je
vhodné pro stanoveni pfitomnosti M. anisopliae a B. bassiana (Chase et al. 1986; Pereira,
Robets 1991). V souCasné dobé je velmi malo znamo o pfirozeném rozsifeni
entomopatogennich hub na tzemi Ceské republiky. Tato &ast experimentalni &asti si proto
kladla za cil navazat na jiz dfive realizovany velkoplo$ny monitoring entomopatogennich hub
na uzemi jihoceského regionu (Landa et al. 2002) a doplnit chybé&jici mista v siti lokalit
odbéru se zaméfenim na lokality (orné pole) s porostem obiloviny. Soucasti této kapitoly byl
také monitoring na tfech pokusnych lokalitich (Smrzice, Troubsko, Pé&n¢in) na uzemi
Moravy, ktery poskytl vstupni Udaje o rozsifeni entomopatogennich hub na pokusnych
parcelkach.

6.1.1. Metody pouzité pii detekci a izolaci entomopatogennich hub z pudy

Keller et al. (2003) povazuji Galleria bait method’ (Zimmermann, 1986) za velmi
citlivou metodu pro detekci entomopatogennich hub v pudnich vzorcich. Pro wspé$nou
detekci entomopatogennich hub je mozné kromé larev zavijeCe voskového (Galleria
mellonella) pouzit i jiné druhy hmyzu napf. larvy Tribolium destructor (Coleoptera,
Terebrionidae), Acanthocinus aedilis (Coleoptera, Cerambycidae) (Zimmermann 1986) nebo
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Tenebrio molitor (Coleoptera, Terebrionidae) (Vénninen et al. 1989, Kleespies et al. 1989) a
Delia floralis (Diptera, Anthomyiidae) (Klingen et al. 2002). Diivodem, pro¢ v této i
nasledujicich studiich byly pouzity larvy zavije¢e voskového (G. mellonella) bylo nékolik.
Zavije¢ voskovy ma relativné snadny kontinualni ¢asové synchronizovany chov, rychly vyvoj
(36 — 46 dni) a pomémé velké malo pigmentované larvy. Velkou pfednosti je snadné opatieni
potravy v kterékoliv roéni dob&é a schopnost vyvoje larev za definovanych konstantnich
podminek na umélém Zivném podkladé, tzv. ,,Haydakové padé“ (Skuhravy 1968). Kromé
toho jsou larvy zavije¢e voskového vice citlivé k houbové infekci nez bézny pidni hmyz, coz
Bedding a Akhurst (1975) vysvétluji tim, Ze” pida je pro larvy zavijede voskového
.nepfirozenym stresujicim prostiedim (jiné Zivotni podminky, absence potravy), &¢imz se
zvySuje citlivost larev vii€i entomopatogennim houbam. Z tohoto diivodu i nizsi davky
houbového inokula v piidé mohou vyvolat houbovou infekci (Zimmermann 1986). Na druhou
stranu nckteré larvy reagovaly na stresové podminky pidy nadmérnou tvorbou vlédkna a
vyvafenim ,.kokonu® nebo se ptimo zakuklily.;Meyling, Eilenberg (2006) rovn&Zz pouzivali
larvy tietiho az ¢tvrtého instaru (pfiblizné Etyfi tydny po vylihnuti), které ale pied analyzou
ponofily do vody o teploté¢ 56 °C po dobu 15 sekund, ¢imZ byla minimalizovana jejich
schopnost vytvéiet hedvabnou sit’ v pidé (Woodring a Kaya 1988). Jednou z nevyhod pouziti
larev zavijeCe voskového je, Ze metoda pasti (ndstrah) mize byt méné citlivd pro izolaci
entomopatogennich hub v porovnani s izolaci entomoaptogennich had’atek v disledku toho,
ze infek¢ni propagule hub jsou nepohyblivé, a proto je infekce vnimavého hostitele
(G. mellonella) zavisla na pohybu larev v pid€, &¢imz se zvysi pravdépodobnost piichyceni
houbového inokula na povrch larvy, jak konstatuji: Chander et al. (1997). Mimoto infekce
hostitele miZze byt Casto maskovana nebo inhibovana infekci hlistic (C.W. Barker a
G.M. Barker 1998).1Barbercheck a Kaya (1990) zjistili, Ze entomopatogenni nematoda byly
schopny zabranit vstupu entomopatogennich hub do G. mellonella pokud byly aplikovany ve
stejnou dobu. Z téchto diivodi bylo do pokusné jednotky, ktera se skladala z Petriho misky
(90 ml) se 40 ml pidniho vzorku vloZeno minimalné 10 — 12 kust larev (G. mellonella) a pro
docileni zvySeného pohybu larev v pudé, jak doporucuji Klingen et al. (2002) a Meyling,
Eilenberg (2006) byly pokusné jednotky pravidelné otaceny o 180 °. Shodny objem
analyzovaného vzorku a stejnou pokusnou jednotku pouzil také napi. Klingen et al. (2002).
Na druhou stranu Chandler et al. (1997) pouzili na 400 ml analyzovaného ptdniho vzorku
pouze jednu larvu zavije¢e voskového &tvrtého larvalniho instaru. Obdobné nizky podet larev
zavijeCe voskového pouzili, Bidochka (1998) a Vinninenova (Vénninen 1995), kdy pro
analyzu pidnich vzorkt zvolili 250 ml plastikové kontejnery, do kterych umistili pouze 3
larvy zavijece voskového. Pokusné jednotky byly kontrolovany vzdy 7., 10. a 14. den. Po této
dob¢ byla analyza pldnich vzorkt ukonéena, protoZe z predchozich zkusenosti bylo ziejmé,
ze k infikovani larev (G. mellonella) entomopatogenni houbou dochazi béhem 14 dni, coz
potvrzuje i Vanninenova (Vinninen 1995).

V souCasné¢ dobé existuje cela fada selektivmich médii uréenych pro izolaci
entomopatogennich hub z pidy, ovSem kazdé z nich je doporuCovano pro konkrétni druh
entomopatogenni houby, napt. Baath (1991) popsal selektivni médium na bazi mé&di pro
izolaci B. bassiana a M. anisopliae, Keller et al. (2003) modifikovali selektivni médium
(Strasser et al. 1997) pro izolaci B. brongniartii, Beilharz et al. (1982) vyvinuli selektivni
médium pro detekci B. bassiana podobné jako Shimazu, Salto (1996), Kerry et al. (1993)
navrhnuli selektivni médium pro detekci hub z rodu Paecilomyces a Verticillium, Mitchell et
al. (1987) pro izolaci houby P lilacinus Z toho je ziejmé, Ze v soucasne dobe neni zname
entomopatogenmch hub vplidé a pfi tom u€inné inhibovalo ostatni pidni druhy (napf.
Penicillium spp., Trichoderma spp., Rhizopus spp., Mucor spp. apod.). Dalsim ddleZitym
aspektem, ktery je nutné zohlednit je bezpe€nost pouziti selektivniho média pro zdravi

101



Diskuze

¢lovéka. Milner, Lutton (1976) uvadéji, Ze i piesto, Ze Veen’s medium je jednim z nejvice
efektivnich selektivnich médii pro izolaci entomopatogennich hyphomycet, jehoz princip je
zaloZzen na vysoké davce cycloheximidu, je pouziti metody Zivych pasti povazovano za

SM a.i. dodine, které se Uspé€$né pouziva pro izolaci houby Beauveria bassiana a
Metarhizium spp. (Chase et al. 1986) bylo vhodnym doplikem ke Galleria bait method.
Napiiklad pifi velkoploSném monitoringu v jiholeském regionu bylo 20 % kment
entomopatogennich hub izolovano pouze pomoci tohoto média o koncentraci 50 pg
fungicidni slozky dodine/ 1 ml selektivniho média. OvSem Liu et al. (1993b) zjistili, Ze
koncentrace 50 pg dodine na 1 ml média a vyssi zcela inhibovaly kli¢ivost v3ech testovanych
kmenl M. anisopliae. Pouzité Zivné médium obsahovalo: 0,1 % kvasniény extrakt (Oxoid);
0,1 % dextrézu (Oxoid); 0,01 % chloramfenikol (Roussell) a 0,05 % Tween 80 (Sigma)
(Milner et al. 1991). Toto tvrzeni vSak vyvratily vysledky z plo$ného (jihoCesky region) i
dilé¢ich monitoringli (Morava), protoZe entomopatogenni houba M. anisopliae byla pomoci
naSeho SM a.i. dodine (50 pg) izolovana jako dominantni druh spolu s houbou P. lilacinus,
ktera je také znama jako nematofagni houba (Kiewnick, Sikora 2003). Naproti tomw Lingg,
Donaldson (1981) pouzili 620 pg dodine na ml média, i kdyZz Chase et al. (1986) uvadéji, ze
620 ug dodine na ml média vyznamné sniZilo re-izolaci thouby M. anisopliae. SniZeni
koncentrace dodine na 550 pg dodine na ml média umoziiovalo velmi dobfe izolovat houbu
B. bassiana, ale tato koncentrace byla stale vysoka pro izolaci houby M. anisopliae, kterou se
podafilo UGspé$né izolovat az pii koncentraci 460 pg dodine na ml média. Z uvedenych
vysledkii je zfejmé, Ze stupenn kompatibility sdodine se u jednotlivych druhi
entomopatogennich hub lisi a je velmi pravdépodobné, Ze tato odlisnost se bude projevovat i
na urovni jednotlivych kmeni. K podobnym zavérim dospél i Liu et al. (1993).

Jako daleko levné&jsi a zaroven stejné u€inné se jevi pouziti pfipravku Syllit 65 WP
(FUTURCHEM s.r.0.), kde je obsazena uc¢inna latka dodine v 65 %. Tato dostupna alternativa
k Cisté latce dodine byla (mimo uvedené vysledky) testovana se srovnatelnym selektivnim
ucinkem. Z tohoto diivodu bych Syllit 65 WP doporugil pro ptipravu SM a.i. dodine.

6.1.2. Monitoring pFirozeného vyskytu vliknitych entomopatogennich hub v pidé na
uzemi jihoceského regionu a na tiech pokusnych lokalitich (Smrzice, Troubsko, Pénéin)
na uzemi Moravy

Monitoring entomopatogennich hub v jihoeském regionu a na tfech pokusnych
lokalitach (Smrzice, Troubsko, Pénéin) na uzemi Moravy naznalil, Ze entomopatogenni
houby jsou b&Znou soudasti orné piidy na uzemi Ceské republiky. Toto tvrzeni dokazuje
95,6 % piitomnost entomopatogennich hub ve 113 pidnich vzorcich, které byly odebrany ze
65 lokalit s porostem obiloviny z celého jihogeského regionu a analyzovany pomoci obou
izola¢nich metod — GBM a SM a.i. dodine. Pfitomnost entomopatogennich hub byla
prokazana i ve vétSiné odebranych pudnich vzorki (46 vzork®) pfi vstupnim monitoringu na
tfech pokusnych lokalitdch na izemi Moravy.,Bidochka et al. (1998) uskute¢nili monitoring
ptirozeného vyskyt entomopatogennich hub v oblasti mirného a na ptechodu k severskému
podnebi na izemi Ontaria (Kanada), kde pomoci GBM zjistili pfitomnost entomopatogennich
hub na 78 (91 %) z 86 lokalit a celkem zde bylo izolovano 357 kment (M. anisopliae), 187
kmeni (B. bassiana) a 13 kmeni nalezejicich do rodu Paecilomyces. Kleespies et al. (1989)
prokazali vyskyt entomopatogennich hub v okoli Darmstadtu (Némecko) v 60 % pidnich
vzorkl, které byly analyzovany pomoci GBM a nejfrekventovanéj$im druhem, zde byla
entomopatogenni houba M. anisopliae s 42 % ptitomnosti ve 100 pudnich vzorcich. OvSem

Swwr

v 590 pidnich vzorcich byla pfitomnost entomopatogennich hub detekovana pouze v 228
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pudnich vzorcich, coz predstavuje 38,6 % (Véanninen 1995). Podobné vysledky zaznamenali
Klingen et al. (2002) pifi monitoringu entomopatogennich hub pomoci metody zivych pasti
v Norsku, kde frekvence entomopatogennich hub dosahovala 30 % (200 pidnich vzorkd/ 60
izolati hub). Tyto rozdilné vysledky naznacuji, Ze vyskyt entomopatogennich hub v pideé je
ovlivnén biotickymi a abiotickymi faktory (Vanninen et al. 1989; Keller, Zimmermann 1998;
Mietkiewski et al. 1994; ‘Vianninen 1995; Chander et al. 1997), pouzitou metodou (druh
hmyzu pouzity jako Ziva ndvnada, teplota inkubace, hloubka odbéru pidnich vzorki)
(Klingen et al. 2002) a jedna-li se o zemédélskou nebo nezemédélskou pudu (Vanninen 1996;
Bidochka at al. 1998).

Druhové spektrum izolovanych entomopatogennich hub v jiho¢eském regionu a na
uzemi Moravy bylo pomérné pestré. V jihoCeském regionu byl dominantnim druhem
entomopatogenni houba P. lilacinus se 104 izolovanymi kmeny (v 92,2 % vSech odebranych
pudnich vzorku respektive 52,8 % ze vSech kment, které byly izolovany) a entomopatogenni
houba Metarhizium anisopliae (67 kmeni, 67,8 %, resp. 34,0 %). Entmopatogenni houba
v pudnich vzorcich byla zaznamenana u entomopatogenni houby P. carneus (6 kment, 5,6 %,
resp. 3,1 %) a P. fumosoroseus (4 kmeny, 3,8 %, resp. 2,0 %). Obdobné druhové zastoupeni
jako v jihoCeském regionu bylo zjisténo v dil¢ich studiich napf. na lokalit¢ Troubsko, kde
bylo na 24 pokusnych parcelkach pomoci GBM izolovano 15 kmenti entomopatogenni houby
M. anisopliae, tj. 62,5 % z celkem izolovanych kment entomopatogennich hub z této lokality
a 9 kmend druhu B. bassiana (tj. 37,5 %). Naopak na lokalit¢ SmrZov byla piitomnost
entomopatogennich hub minimalni, kde z péti pokusnych parcelek byl izolovan pouze jeden
kmen druh P. fumosoroseus pomoci GBM a jeden kmen houby B. bassiana pomoci SM a.i.
dodine. Na vsech parcelkach byla ale detekovana pfitomnost houby P. lilacinus. Mimo téchto
druhti bylo v pidnich vzorcich na lokalit¢ Pén¢in pomoci SM a.i. dodine izolovano né€kolik
kmenti rodu Lecanicillium spp.. Pfitomnost vlaknité houby Lecanicillium spp. v ptdnich
vzorcich byla ziejmé zpusobena odbérem pldnich vzorkd i s poskliziovymi zbytky. Pfi
monitoringu entomopatogennich hub ve Finsku bylo z 590 pidnich vzorkii odebranych
v pribéhu 5 let izolovany entomopatogenni houby z 228 pudnich vzorkd. Houba B. bassiana
byla izolovana z 19,8 % puadnich vzorki, poté nasledoval druh M. anisopliae (15,6 %),
P. farinosus (9,2 %) a P. fumosoroseus (1%) (Vanninen 1995). Kosmopolitni roz§ifeni téchto
druhli potvrzuje napt. izolace entomopatogenni houby B. bassiana a M. anisopliae na uzemi
tropické Jizni Ameriky (Tigano-Milani et al. 1995), Asie, Afriky, (Humber 1992), za polarnim
kruhem ve Finsku (Vinninen 1995), Kanadé (Widden, Parkinson 1979;/Bidochka et al. 1998),
Rusku (Arkhipova 1965; Ogarkova, Ogarkov 1986), na tizemi Palestiny (Ali-Shtayed et al.
2002), Australii, Japonskw (Roddam, Rath 1997); Tasmanii; (Rath at al. 1992) a také na
Antarktidé (A. Rath, tstni sdéleni podle Bidochka et al. 1998).

V pribéhu monitoringu v jiho¢eském regionu se obé izola¢ni metody ukazaly byt
obdobné¢ vnimavé k druhu M. anisopliae, ktery byl pomoci GBM detekovan v 50,6 % a SM
a.i. dodine ve 48,2 % pudnich vzorkt. K obdobnému zjisténi dospéli Keller et al. (2003), kteti
porovnavali ob& metody na pudnich vzorcich z 55 mist Svycarska. Pomoci GBM zjistili
ptfitomnost M. anisopliae v 61,3 % pidnich vzorkl a tato metoda se jevila jako vice citlivejsi
v porovnani sizolaci na selektivnim médiu, které mélo za vysledek 53,2 % positivnich
pidnich vzorki. Nicméné rozdil nebyl vyznamny (parovy t-test, p=0,119, df= 54).
V piipad¢ druhu B. bassiana a P. fumosoroseus byla jejich pfitomnost v pudnich vzorcich
odebranych z jihoceského regionu daleko niz$i nez u druhu M. anisopliae a GBM se u téchto
dvou druhi ukazala byt citlivéj§i metodou neZ SM a.i. dodine. Entomopatogenni houbu
B. bassiana byla pomoci zivé navnady zachycena ve 13,2% pidnich vzorkli a
P. fumosoroseus ve 3,4% puadnich vzorki oproti izolaci B. bassiana (4,4%) a
P. fumosoroseus (0,4 %) pomoci SM a.i. dodine. Nizkou pfitomnost entomopatogenni houby
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ivych konidii byl v polyfaktoridlnim hodnoceni zjistén u entomopatogenni houby
assiana u kmeni izolovanych v jiho¢eském regionu — kmen M185 (GI 2,00 a 100 %
ivost) a kmen M062 (GI 1,87 a 99 % kli¢ivost) a u kmenu izolovanych na lokalité
ubsko — M403 (GI 1,69 a 94 % Kkli¢ivost). Je nutné poznamenat, Ze rychlost kliCeni resp.
oje konidii je dileZitd vlastnost, protoze konidie jsou vystaveny vysuSeni, antibioze,
bici kutikularnimi lipidy nebo jsou odstranéni svlékanim kutikuly hmyzu jest¢ nez dojde
li¢eni nebo penetraci kutikuly (Fuxa 1987).

Dal3im sledovanym parametrem byl radidlni rist a vytéZnost konidii na umélém a
ozeném Zivném substrdtu (jecné kroupy). Jako kultivaéni médium pro porovnani
otlivych kmenti entomopatogennich hub byl pouzit bramborovo — dextézovy agar (PDA),
y je vhodnym médiem pro kultivaci houby B. bassiana a M. anisopliae, coZ potvrzuji
np, Bidochka (2002), kteti uvadéji, Ze pfi kultivaci houby B. bassiana a M. anisopliae na
A byla pozorovana nejvys$si produkce konidii ve srovnani s ostatnimi komercné
upnymi zivnymi pidami (SDA, MEA, NA, CMA a YPD). V prib¢hu polyfaktoridlniho
noceni byl nejvétsi narist sttedovych kultur po 14 dnech kultivace zaznamenan u kment
umosoroseus (vrozpéti od 36,6 do 50,6 mm) s praimérnou velikosti stfedové kultury
’mm. Mensi velikost radidlniho ristu byla zaznamenana u kmenld M. anisopliae
likosti sttedové kultury od 22,0 do 37,4 mm (v praméru 28,5) a u kmeni B. bassiana (v
néru 31,9 mm), které vykazovaly vyssi variabilitu radialniho ristu mezi kmeny. Rozdil ve
kosti sttedovych kultur mezi druhy zaznamenal také Landa et al. (2001) u kmeni
ymopatogennich hub izolovanych z infikovanych dospélci lykoZrouta smrkového (Ips
graphus), kde byl rozdil ve velikosti priméru stfedovych kultur ¢tyf kment druhu
umosoroseus (pramér 51,8 mm) a Sesti kmenu druhu B. bassiana (pramér 42,1 mm) vetsi
10 mm. Fargues, Bon (2004) uvadi rychlost radialniho ristu dvou izolatd P. fumosoroseus
11 a Pfr46) mezi 3 — 12 dnem po inokulaci Petriho misek za sttidavych teplotnich rezimi
12 hodin) a za standardnich podminek takto: Mycelilni rychlost ristu kmene Pfr 11 se
aod 0 pfi 32 -35°Cdo 4,11 £+ 0,09 mm.den™ pfi 20 — 25 °C a u kmene Pfi46 od 0,05 +
> mm/ 1 den pii 32 — 35 °C do 3,91 + 0,02 mm/ 1 den pfi 25 — 28 °C.)Ekesi et al. (1999)
di prim&rmou rychlost ristu za den (u kmenti houby B. bassiana a M. anisopliae) v rozpéti
2mm pii 15 a 35°C a2 — 5mm pii 25 a 30 °C. Z tohoto divodu Ekesi et al. (1999)
zuji, Ze optimalni teplota pro rust t&chto kment lezi mezi 25 — 30 °C a to odpovidalo i
lii kli¢ivosti. Parker et al. (2003) upozoriiuji na pozoruhodnou rychlost riistu u ¢tyf kment
assiana, protoze zatimco jejich rast byl pfi teploté 20 a 30 °C pramémy pfi 25 °C byl
ly. Varela, Morales (1996) poznamenavaji, Ze metoda méfeni rychlosti rustu hyfy je lepsi

metoda kultury (radidlni rist) pro hodnoceni rozdilu v rychlosti ristu mezi izolaty,
0ze toto méfeni je vice presné a poskytuje vysledky rychleji. A dale dodavaji, Ze izolaty,
¢ maji rychlejsi tempo ristu jsou zvyhodnény jakoZto biologické regulacni agents, protoze
umoziiuje zkraceni Casu nezbytného pro rozvoj bioinsekticidu, poskytuje skvélou
kurenceschopnost hub vi¢i ostatnim mikroorganizmim béhem jejich saprofytického
ta a eventualné urychli aroven regulace $kidct diky rychlejsi infekci hmyzu.

V navaznosti na hodnoceni radialniho ristu je nutné poznamenat, Ze mezi radialnim
em a produkci konidii u kmenl zjihoCeského regionu byla zaznamenana negativni
elace v ramci kmentd téhoz druhu nebo mezi druhy navzijem. Nejveétsi radidlni pramér
dové kultury byl zaznamenan u kmene M064, M069 (P. fumosoroseus) (50,6 — 48,2 mm)
mene MO81 (B. bassiana) s velikosti stfedové kultury 37,0 mm. OvSem tyty kmeny
azovaly nejniz8i hodnoty produkce konidii z plochy. Naproti tomu kmen MI85
bassiana) a kmen M076 (M. anisopliae) vykazovaly nejmensi velikost sttedové kultury,
produkce konidii u téchto dvou kmeni patiila mezi nejvyssi — 4,40.10" konidii/ 100 mm”
en M185) a 7,10.107 konidii/ 100 mm’ (kmen M076). Stejné zjisténi uéinil Landa et al.
01) mezi izolaty B. bassiana. Proto se domnivam, Ze velikost stfedové kultury by neméla
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B. bassiana na orné pudé potvrzuje i Bidochka et al. (1998), ktefi zjistili, Ze B. bassiana byla
zaznamenana mnohem Cast&ji v pfirozeném nebo nenaruseném prostiedi, zatimco
M. anisopliae byla izolovana Casté&ji na kultivovanych zemédélskych pudach. Tento fenomén
byl také pozorovan u té€chto dvou hub v Evropé (Vianninen 1996; Kleespies et al. 1989) a
v Australii (Rath et al. 1992). OvSem prozatim nebyly stanoveny faktory, které ovliviiuji
preferovani nékterého ze stanovisté. Vinninenova (Vénninen 1996) a obdobné Baker, Baker
(1998) naznadili, ze pro preziti, B. bassiana vyzaduje mnohonasobnou infekci (Castou pasaz
pies hmyz) a nedostatek hostiteli na intenzivné kultivovanych plochach zplsobuje, Ze
B. bassiana je na téchto pidach znevyhodnénd. Naproti tomu konidie M. anisopliae jsou
schopny déle vytrvat pfi nedostatku sekundarniho hostitele a jsou schopny lépe prezivat
vpiadné nez B. bassiana | (Latch, Fallon 1976). Obdobné¢ entomopatogenni houba
P. fumosoroseus byla Vinninen (1995) klasifikovana jako druh citlivy na poruSeni
ptirozeného prostiedi vlivem kultiva¢nich zasaht.

Nejvyznamngjsi rozdil mezi pouZitymi izolaénimi metodami, jak v jihoCeském
regionu tak na lokalitach na Moravé byla schopnost SM a.i. dodine izolovat druh P. lilacinus
a P. carneus, které nebyly izolovany pomoci larev zavijee voskového (G. mellonella), coZ je
ziejmé& zpisobené odlisnym hostitelskym spektrem téchto druhti hub, protoZe napf. houba
P. lilacinus se povazuje spiSe za nematofagni druh (Jatala 1986; Rumbos, Kiewnick 2006).
Prednosti selektivniho média se slozkou dodine je moznost kvantitativniho hodnoceni
piitomnosti entomopatogennich hub v pid€ pfi soucasné inhibici ostatnich pidnich hub. Napf.
pfi monitoringu v jihogeském regionu byl u druhu P. lilacinus zaznamenan primérny pocet
25,5 CFU/ Petriho misku (to pfedstavuje 2,60.10° CFU/ Iml pudniho vzorku) oproti napt.
4,1 CFU/ Petriho misku (4j. 4,10.10> CFU/ 1ml padniho vzorku) u druhu M. anisopliae nebo
1,4 CFU/ Petriho misku (tj. 1,40.10> CFU/ Iml pidniho vzorku) u druhu B. bassiana.
Vzhledem ke zptsobu vyjadieni kvantitativniho mnoZstvi entomopatogennich hub v pidé
(CFU/ 1ml) nelze vysledky jednozna¢né srovnat s ostatnimi autory. Keller at al. (2003) napf.
uvadi, Ze Cetnost vyskytu entomopatogenni houby M. anisopliae byla na orné ptid€ v priméru
3,79.10* CFU/ 1 g pidy (v rozmezi 0,02 — 1,1.10° CFU/ 1 g ptdy). Nicméné kvantitativnim
hodnocenim entomopatogennich hub v piidé nebylo mozZné stanovit rozmezi, kdy jiZ Cetnost
konidii entomopatogennich hub v pidé¢ je detekovatelna pro GBM.

Monitoring entomopatogennich hub (v jiho¢eském regionu a na vybranych lokalitich

na uzemi Moravy) jednoznac¢né prokazal vsudypfitomnost nejfrekventovanéjSich druhii
vldknitych, entomopatogennich hub (Metarkizium anisopliae, Beauveria bassiana,
Paecilomyces lilacinus a P. fumosoroseus) a umoznil tak doplnit mykologickou sbirku kmeni
ntomopatogennich hub Katedry rostlinné vyroby ZF JU v Ceskych Bud&jovicich pro potteby
aslednych nebo budoucich studii. Vyjimkou byla houba P. lilacinus, ktera predstavuje uréité
dravotni riziko (Goettel et al. 2001) a z tohoto divodu nebyl tento druh kultivovan a uloZen.

.2. Polyfaktoriilni charakteristika izolovanych kmeni entomopatogennich
ub z pudy

Nezbytnym  ptedpokladem  vyuziti t&chto pfirozené se  vyskytujicich
nitomopatogennich organizmii v programech (bio)intenzivni integrované ochrany rostlin je
jich  polyfaktoridlni hodnoceni pomoci riistovych, produkénich a biologickych
narakteristik, na zdkladné kterych miiZze byt proveden vybér vhodného autochtonniho kmene
tompatogenni houby. Zatimto u¢elem byly vybrané kmeny entomopatogennich hub
vdnoceny pomoci ,,in vitro a ,,in vivo® (bio)testd s cilem vybrat nejvhodnéjsi kmen popt.
neny pro jejich pfipadnou introdukci do piidy a sou¢asné doplnit informaéni databazi kmenti
vysledky ziskané z (bio)testi.
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6.2.1. Polyfaktoriilni hodnoceni kmeni entomopatogennich hub izolovanych z pidy
v jihoceském regionu a na lokalité Troubsko pomoci ,,in vitro* a ,,in vivo* (bio)testi

Do polyfaktorialniho hodnoceni kment byly zahrnuty vybrané kmeny izolované
v jihoCeském regionu a na pokusné lokalité Troubsko. Kmeny izolované na pokusné lokalité
VUP Troubsko byly hodnoceny odd&lené s cilem vybrat vhodné kmeny entomopatogennich
hub pro jejich nasledné vyuziti ve studii zamé&fené na »VYvoj a vyuziti biopreparadtii a
organominerdlnich hnojiv podporujicich rozklad organickych latek a zvysujicich supresivitu
pudy”, jejiz soudasti byly nadobové a polni pokusy provadéné pracovniky VUP Troubsko.
Vsechny (bio)testy hodnotici morfologické, produkéni a biologické vlastnosti
druhti’kmenii entomopatogennich hub byly stanoveny pfi titru 1.107 konidii/ 1 ml suspenze a
teploté 25 °C, ktera se povazuje napt. pro houbu B. bassiana za optimalni y(Hallsworth a
Magan 1999, (Ekesi et al. 1999). Vstupnim hodnoticim parametrem potyfaktorialniho
hodnoceni bylo stanoveni kilicivosti a rychlosti vyvoje konidii u testovaného kmene, protoze
kli¢ivost konidii je prvnim predpokladem vzniku infekce hmyzu u vétsiny entomopatogennich
hub, jak potvrzuji autoti Luz, Fargues (1997), pticemz konidie s rychlej$im tempem kli¢ivosti
mohou mit vét§i potencial pro vznik infekce; (Leland 2001). Vitalita konidii kazdého/
z hodnocenych kment byla vyjadiena formou procentni kli¢ivosti\(Goettel at al. 1997). PHi”"2
hodnoceni vyvoje kment byla vyuZivana indexova hodnotici stupnice (Germination Index) a
charakteristika kment byla vyjadfena formou primérnych dennich indexii (Landa et al. 1994).
Vyznam této stupnice spocivd predeviim v Jejim Clenéni, protoze kazdy stupeni presné
specifikuje vyvojovou fazi patogena napf. ve fazi (GI 0-1) je patogen jesté zavisly na
vlastnich Zivinach, ale pfi indexu vyvoje (GI 1-2) dochazi jiz k vyuzivani externich nutrinich
zdrojii az do fize (GI 2-3), kdy je vyvoj houby ukonéen konidiogenezi. Obecné Ize rici, Ze
vétsina hodnocenych kmenii entomopatogennich hub (B. bassiana, M. anisopliae a
P. fumosoroseus) byla schopna dokon¢it sviij vyvoj béhem 3 — 4 dnii. Nejrychlejsi vyvoj byl
pozorovan u kment druhu B. bassiana, které byly schopny dokon¢it vyvoj béhem 48 — 72
hodin s primémou kli¢ivosti konidii 79 % (kmeny z Troubska) az 95,4 % (k{n§ny
z jihoCeského regionu) po 24 hodinach. Obdobné& \Devi at al. (2005) zjistili kli¢ivost konidii u
29 kment B. bassiana (pti 25 °C po 24 hodinach)’v rozpéti 81,3 — 97,3 % a) Varela, Morales
(1996) uvadi primérny cas potfebny pro nakliceni 50 % konidii (TGsy) u Sesti testovanych
xmenti B. bassiana v délce 14:57 — 19:05 (hodin a minut). Porovndnim vysledki testu
licivosti u kmenii entomopatogenni houby B bassiana po 24 hodinich byla u kmenti
lokality Troubsko zjisténa vyssi variabilita se smérodatnou odchylkou 0,3898 (s primérnym
dexem GI 1,32) nez u kmeni zriznych mist jihoteského regionu se smérodatnou
Ichylkou 0,2439 a primérym indexem GI 1,75. Toto zjiiténi miiZe naznadovat vyznam
uziti polyfaktoridlniho hodnoceni kmend i vramci jedné lokality odbéru. Nejlepsi
votaschopnost konidii vykazovaly kmeny entomopatogenni houby P. fumosoroseus
rameérnou klic¢ivosti 99,5 %, ovsem oproti kmeniim druhu B. bassiana mély pozvolnéjsi
voj pfedevsim po 48 hodinach testu. Srovnatelna rychlost vyvoje v ptipadé¢ kment
. bassiana) a dokonce rychlejsi vyvoj u kment (P. fumosoroseus) byl zjistén porovnanim
sledkii s komeréné  vyuzivanym kmenem BBA-M (B. bassiana) re-izolovanym
mikrobialniho insekticidu MYCOTROL®, Mycotech Corporation, MT, USA (primérmy GI
76 a 100 % kli¢ivost) a kmenem PFR 97 (P. fumosoroseus) re-izolovanym z mikrobidlniho
sekticidu PFR 97™ 20%WDG, Thermo Trilogy Corp., MD, USA (pramémy GI 1,83 a
0 % kliCivost) (Landa et al. 2001). Nejpomalejsi vyvoj (v priméru GI 0,53) s 0 — 78 %
Civosti byl zaznamenan u kmenti entomopatogenni houby M. anisopliae. Liu et al. (2003),
> zjistili u kmene (M. anisopliae) izolovaného z pudy 91,4 % kliGivost pti 20 °C a Ekesi at
(1999) dokonce 100 % kli¢ivost u &ty kment M. anisopliae (ptivodem z Afriky) pfti 25 °C.
jrychlejsi pocatecni vyvoj s plnou sporulaci do druhého dne testu a vysoké procento
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byt rozhodujicim kritériem pii polyfaktoridlnim hodnoceni kment. V pfipadé kmend
izolovanych na lokalité VUP Troubsko byly vysledky vyt&Znosti konidii na umélé Zivné pudé
vy3§i a to predeviim u druhu B. bassiana (v rozpéti 3,05 — 1,66.10% konidii/ 100 mm?), kde
primérnd produkce kmeni poskytovala produkci o 3,39.107 konidii/ 100 mm® vys§i nez
primérna produkce kment (B. bassiana) z jiho¢eského regionu. Nejproduktivnéjsi kmen na
lokalité Troubsko byl kmen M409 (B. bassiana) — 1,66.10% konidii/ 100 mm? a kmen M398
(M. anisopliae) — 1,03.10® konidii/ 100 mm?®. Pfi hodnoceni produkce konidii na sabouraud
dextr6zovém agaru s 0,25 % ptidavkem kvasni¢ného extraktu (SDAY) zaznamenali Liu et al.
(2003) ;)rodukci konidii u kmenti entomopatogenni houby B. bassiana v rozp&ti 1,60.10° —
1,55.10” konidii/ 1 cm? pii kultivaéni teplot& 20 °C. Naproti tomu Varela, Morales (1996)
zaznamenali rozdilnou produkci konidii (2,2.10* konidii/ 1 cm* — 1,6.10° konidii/ 1 cm?),
ziejmé& ovlivnénou vyssi kultivacni teplotou (27 °C).,Parker et al. (2003) hodnotili produkci
konidii také v Petriho miskach s SDAY médiem, na'jehoZ stied umistili kotou¢ z filtraéniho
papiru nasaty konidiovou suspenzi (B. bassiana) a po 15 dnech kultivace pfi teploté 25 °C
zaznamenali rozpéti produkce od 2,51 — 5,97.10% konidii/ 1 cm?. Landa et al. (2001) naproti
tomu zaznamenal produkci u B. bassiana v rozpéti 2,98 — 8,63.10% konidii/ kulturu. Kamp,
Bidochka (2002) poznamenava, Ze produkce konidii u M. anisopliae a B. bassiana je
ovlivnéna riznymi podminkami zivné pudy a rizné typy vyzivy v agarizovaném médiu maji
za nasledek rozdilné mnozstvi vyprodukovanych konidii po 14 dnech. Dalsi faktorem, ktery
ovliviiuje produkci konidii (M. anisopliae a B. bassiana) na médiu PDA, je sila vrstvy média,
kde se vzristajici vrstvou média vyznamné klesa produkce konidii napf. nejvyssi produkce
konidii byla zaznamenana pfi tloustce média PDA na 2 mm oproti 4 mm. Dalsim hodnoticim
parametrem byla produkce konidii na prirozeném Zivném substrdtu, protoze pro komeréni
produkci konidii jsou vétSinou vyuZivany metody produkce na pevnych substratech, které
mohou byt tvofeny obilnymi zrny, ryzi nebo jinym substratem na bazi Skrobu (Goettel,
Roberts 1992). Produkce konidii na ptirozeném Zivném substratu u vSech tfech hodnocenych
druhii entomopatogennich hub izolovanych z jihoGeského regionu prokazala dobré produkéni
charakteristiky, jak je zfejmé z praimémé produkce kmend druhu B. bassiana (8,96.10°
konidii/ g krup), P. fumosoroseus (6,86.10° konidii/ g krup) a M. anisopliae (4,10.10% konidii/
g krup). Nejproduktivngj$im kmenem zde byl kmen M104 (B. bassiana) s produkei 2,20.10°
konidii/ g krup. Obdobné produkéni charakteristiky vykazovaly kmeny izolované na lokalité
Troubsko, v rozpéti 7,00.106 — 4,63.10® konidii/ 1 g krup u druhu B. bassiana a 3,45.107 -
4,96.10® konidii/ 1 g krup u druhu M. anisopliae.

Na pevném médiu se béZny zivotni cyklus B. bassiana a obecné u viech vlaknitych
hub sklada z tvorby konidii po fazi vegetativniho riistu v navaznosti na faktory prostredi, které
jsou omezenim pro vegetativni fazi. Nicméné v podminkach submerzni kultury je sporulace
mnoha Mitosporickych hub potladena (ziistavaji zcela ve vegetativni fazi nebo produkuji ve
velkém mnozZstvi blastospory) |(Bosch, Yantorno 1999), ale za téchto podminek miize zagit
rist v riznych formach, véetné tenkosténnych, jednobunéénych hyf (n&které formy nazyvané
jako ,blastospory*); (Wraight et al. 2001). Polyfaktorialni charakteristika kmeni naznacila
minimalni (1,88 — '4,75.10° blastospor/ 1 ml) nebo viibec zadnou schopnost produkovat
infek¢éni propagule pomoci submerzni kultivace u druhu M. anisopliae, kde napf. u kmene
MO076 byl zaznamenan piedevsim rust mycelia v podob& mycelialnich kuli¢ek. Tyto vysledky
ale neodpovidaji produkci submerznich propaguli u M. flavoviride (1,4 -
2,4.10 propaguli/ 1 ml) pfi 28 °C po 72 hodinach na &tyfech riznych médiich (Fargues et al.
2002). Obdobn¢ byly produkovany u druhu B. bassiana blastospory v mnoZstvi
7,4.10° blastospor/ 1 ml média se sachar6zou (2,5 %) a skvasni¢nym extraktem (2,5 %)
(Rombach 1989). SniZzena schopnost entomopatogenni houby M. anisopliae produkovat
srovnatelné mnoZstvi blastospor jako napt. u kment B. bassiana (1.24.10° —
1,18.10° blastospor/ 1 ml) nebo  kmenii  houby P. fumosoroseus  (4,38.10’ —
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5,108 blastospor/ 1 ml) mohla byt ovlivnéna napf. nizkou kultivaéni teplotou (22 °C) nebo
zenim Kultivaéniho média, protoZze pomoci zmén ve sloZeni Zivného média a podminek
ostfedi miize byt aktivovana tvorba submerznich konidii bez rozvoje mycelia (Bosch,
intorno 1999). Je nutné zdiraznit, Ze mnoZstvi blastospor je dileZitou charakteristikou,
otozZe tento typ spor je parazitickou formou uvnitf hmyziho hostitele ,(Varela, Morales
96). V mnoha ptipadech hyfy a blastospory hyfomycet mohou byt “stejné nebo vice
ulentni neZ vzdu$né konidie (Vandenberg et al. 1998) a to naznacuje zna¢ny potencial pro
ich formulaci a aplikaci jako mikrobidlni insekticid.

Soucasti polyfaktorialniho hodnoceni kmenti entomopatogennich hub byly také
ojtesty na modelovych hostitelich, jako napt. molici sklenikové (Trialeurodes
poratiorum) (Homoptera, Aleyrodidae) a zavijedi voskovém (Galleria mellonella)
cpidoptera, Pyralidae) v ,,in vivo“ systémech. VSechny hodnocené kmeny zahrnuté do
ndardniho laboratorniho (bio)testu FDGI, (Landa et al. 1994) vykazovaly virulenci viigi
stupci z fadu Homoptera, piestoze byly izolovany z pudy pomoci larev zavijete voskového
BM). Virulence hodnocenych kmeni va&i daldim fadim hmyzu je pravdépodobns, jak
klada /Chandler et al. (1997), ktery prokazal virulenci Ctyt kmenG M. anisopliae vici
tilkam (Delia radicum a Delia antiqua) (Diptera, Anthomyiidae)., Tanada, Kaya (1993),
- pfedpokladaji, ze kmeny v ramci druht izolované zuréitého hostitele jsou vétsinou
ulentnéjsi pro tohoto hostitele, neZ pro ostatni hostitele.) Charnley (1997) poznamenava, Ze
> neni konsensus, ktery by stanovil pravdépodobné nejvhodnéjsiho kandidata pro
koinsekticid jedna-li se o izolat ptvodem z cilového hostitele (homologicky izolat),
statnich hostitelt (heterologicky izolat) nebo se jedna o exotickou houbu (druhy které
sou pfitomny v mist€ aplikace). Nicméné, virulence je vyjadfena z hlediska indexu »fungus
wth development* (FDGI) spise nez LCsy nebo rychlosti infekce (Wraight et al. 1998).
fipadé (bio)testu FDGI byl zaznamenén rychlejsi nastup vyvoje kmend na pupariu molice
enikové u entomopatogenni houby M. anisopliae nez B. bassiana (kmen 1A-I-1, M395,
96 a M399) pii davee 1.107 konidii/ 1 ml suspenze. VSechny kmeny s vyjimkou kmene
-I-1 (B. bassiana) byly schopny dokongit sviij vyvoj (index 3,00 — plna sporulace) do 96
lin. Nejintenzivn&j§i vyvoj byl zaznamenan u entomopatogenni houby M. anisopliae
1en M406, M394 a M402) a B. bassiana (kmen M408, M403, M410 a M404) u kterych byl
namenan rychlej$i vyvoj po celou dobu testu v porovnani s re-izolovanym kmenem BBA-
(B. bassiana) z mikrobialniho insekticidu MYCOTROL®, Mycotech Corporation, MT,
A (Landa et al. 2001).)Wraight et al. (1998) zjistil, Ze stfedni letalni d4vka (LCsp) u ctyf
3 testovanych kmenti B. bassiana byla v rozmezi 50 — 150 konidii/ 1 cm? pfi naneseni
penze na povrch listh ibiSku (Hibiscus rosa-sinensis), kde se nachazely 15 denni nymfy
lice (Bemisia argentifolii).) Eyal et al. (1994) zase zaznamenal 52 — 98 % mortalitu
irgentifolii, ktera nasledovala po ponoteni nymf do suspenze B. bassiana o koncentraci 1 —
)° konidii/ 1 ml po dobu 10 sekund. B&hem naseho (bio)testu byla u nékterych
nocenych kmeni (B. bassiana) pozorovana, obdobné, jak uvadi Wraight et al. (1998)
lentifikovatelna pigmentace (o rtizné intenzité &ervené barvy) uvnitf hemocelu hostitele
lice). OvSem tento jev byl nejintenzivnéji pozorovan béhem (bio)testu na zavijeCi
kovém (kapitola 6.2.2), ptedevsim v dobg, kdy dochazelo k portstani larev myceliem.
>jvetsi pravdépodobnosti se jedna o Eervené se barvici dibenzoquinone oosporein, ktery je
duktem velkého mnozstvi pidnich hub, a entomopatogenni houby patfici do rodu
uveria (Eyal et al. 1994).
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6.2.2. Standardni laboratorni bio-test na larvach zavijece voskového (G. mellonella)

Stejn€ jako (bio)test na molici sklenikové (7. vaporatiorum) piinasi (bio)test na
zavije¢i voskovém (G. mellonella) potiebné informace pro polyfaktorialni hodnoceni a vybér
kmenti. Cilem této studie bylo navazat na pfedchozi zkusenosti s timto modelovym hostitelem
a stanovit optimalni dobu pro porovnani virulence u sady kment (B. bassiana) viéi 3. — 4.
instaru larev zavijece voskového (G. mellonella).

6.2.2.1. Stanoveni optimalni délky (bio)testu pro jednorizové vyhodnoceni rychlosti
vyvoje entomopatogenni houby B. bassiana na larvach zavijete voskového
(G. mellonella)

Na zaklad¢€ porovnani rychlosti vyvoje kmene M432 a M062 se jako optimalni doba
pro vybér kment ukdzala byt 96. hodina od zahajeni (bio)testu, kdy 40 — 60 % larev dosahlo
indexu vyvoje 3 a vice (hodnoceny jako usmrcené), Inglis et al. (2001) uvadi, Ze smrt hmyzu
miZe byt zpiisobena kombinaci vy€erpani zivin, fyzickym zablokovanim nebo naruSenim
organi a toxikézou. Napiiklad B. bassiana produkuje mnoho toxickych sloudenin,
zahrnujicich beauvericin, bassianolide a oosporein (Vey et al. 2001). V porovnani s kontrolni
variantou byly zaznamenany prvni rozdily po 48 hodinach testu, kdy u vétSiny oSetfenych
larev byly patrné jednotlivé az splyvavé melanizaéni skvrny (index 2). Tvorba melanizaénich
skvrn je v piipadé (bio)testu na zavije¢i voskovém diilezitym determinaénim znakem, ktery
umoZiiuje upfesnit vyvojovou fazi patogena. Melaniza¢ni skvrny vznikaji jako obrann4 reakce
hostitele pfi poskozeni anebo podrazdéni jednotlivych bunék mikrobialni bunééné stény, ¢imz
se v kutikule aktivuje produkce fenoloxidazy a vysledkem je lokalni produkce chinonu a
melaninu (Wilson et al. 2001). Melanin se tak podili na zvySovani imunitni schopnosti
hmyzu, coz je ddno tim, Ze melanin je polymer a pravdépodobné se podili na zpevnéni
kutikuly, ¢imz zvySuje jeji schopnost fungovat jako fyzicka bariera proti patogenim a
parazitim, ktefi do téla hostitele penetruji skrz kutikulu (houby, bakterie a parazitoidi)
(StLeger et al. 1988; Hajek, StLeger 1994).

6.2.2.2. Hodnoceni vyvoje kmenu entomopatogenni houby B. bassiana na larvach
zavijece voskového (G. mellonella) po 96 hodinach (bio)testu

Podle indexu vyvoje kment a procenta mortality larev bylo mozné jednotlivé kmeny
rozd€lit na kmeny s vysokou (8 kment), stiedni (6 kmenli) a nizkou (8 kment) trovni
virulence vii¢i zavije¢i voskovému. V3echny kmeny s vyjimkou kment s nizkou virulenci
bylo schopno béhem 96 hodin usmrtit minimalné 50 % larev (index 3 a vice). OvSem pouze u
Ctyf kmend (M493, M432, M062 a M132) s vysokou virulenci byla zaznamenana mortalita
larev v rozpéti 80 — 90 % s 15 — 20 % larev, které jiz byly porostlé myceliem (index 4 — 5).
Liu et al. (2003) uvadéji, Ze izolaty houby B. bassiana, které produkovaly vétsi konidie, mély
vyS8i produkci spor, rychlejsi kliGeni a rist, pfi velkém rozpéti teplot byly obecné
nejvirulentnéjsi vic¢i druhému instaru Lygus lineolaris (Hemiptera: Miridae). Dalsi autofi
vétSinou inokulovali entomopatogenni houbu injekéné a z tohoto diivodu nebylo srovnani
ziskanych vysledki mozné.
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6.3. Vyuziti RAPD analyzy pro hodnoceni genetické variability na vybrané
sadé kmenu entomopatogenni houby B. bassiana izolovanych z jiho¢eského
regionu

Pro rozvoj ucinné strategie biologické ochrany jsou dulezité dva piedpoklady, a to
stanoveni variability a kde je to mozné, prokazani totoZznosti kmene (Piatti et al. 1998).
Z tohoto diivodu byla ovéfena moznost pouziti metody RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA) nejdiive jako jednoduchého prostfedku ke stanoveni variability mezi
kmeny izolovanymi z rtiznych lokalit jihoCeského regionu a pozdg€ji jako prostfedek pro
prokazani persistence kmene po jeho zamérné introdukci do pidy (kapitola 6.5). Cilem této
dil¢i studie bylo stanovit genetickou variabilitu autochtonnich kment entomopatogenni houby
B. bassiana, které byly izolovany zpudy zriznych mist jihogeského regionu. Z tohoto
diivodu bylo mozné porovnat vzajemny vztah mezi genetickou variabilitou, mistem ptvodu
kment a jejich virulenci vici zavije¢i voskovému (G. mellonella).

Na zakladé€ vstupniho screeningu bylo z 20 primert (OPERON TECHNOLOGY, CA)
vybrano 11 primerd, které poskytovaly dostatecny a detekovatelny polymorfismus. Obdobné
Piatti et al. (1998) pro svou studii vybral 12 oligonukleotidovych primeri z 20, které jiz diive
pouzil Cravanzola et al. (1997). Naproti tomu Devi et al. (2001) vybral pouze 4 z 20 primerd,
které davaly stalé RAPD-PCR profily mezi jednotlivymi reakcemi. Ostatni nukleotidy nebyly
do studie zahrnuty, protoze davaly rozporuplné vysledky nebo produkovaly velké mnoZstvi
pruhd, které stézovaly anal}'lzuf Castrillo et al. (2003) vybral také 4 primery, poskytujici silné
a reprodukovatelné pruhy, ovSem screenig provadéli z celkového poctu 88 RAPD primerd.

Pomoci klastrové analyzy byla vétSina kment B. bassiana rozdélena do dvou velkych
blok, které se déle ¢lenily na mensi skupiny po dvou a vice kmenech. Tieti blok tvofily dva
mistni kmeny a posledni blok, ktery se vyrazné odliSoval od vSech autochtonnich kmenu
tvofily dva referenéni americké kmeny B. bassiana. Mira jejich odlisnosti od ostatnich
autochtonnich kment byla na trovni 30 %. Tato mira odli$nosti se jevi jako velmi vyznamna
a mohla by naznacovat piislusnost téchto kment k jiné genetické nebo geografické skuping.
Hodnocena sada kment pivodem z riznych mist jihofeského regionu vykazovala nizkou
variabilitu na urovni 7 — 18 % v porovnani s nepiivodnimi referenénimi kmeny. Devi et al.
(2001) provadéli RAPD analyzu na izolatech B. bassiana pivodem z rtiznych klimatickych
pasem obou polokouli a zjistili vysokou (~70 %) urovenn podobnosti. Naproti tomu vétsi
genetickd vzdalenost byla pozorovana mezi izolaty B. bassiana v RAPD analyze Berretta et
al. (1998) a ve studii zamétené na kmeny B. bassiana, sbirané z jedinci potemmka stajového
(Alphitobius diaperinus) (Coleoptera: Tenebrionidae), kde byla podobnost mezi kmeny ze
stejného regionu od 31 - 84 %. Obdobné vysledky genetické variability jako u kmenu
z jihoc¢eského regionu zaznamenal  Landa et al. (2001) na &tyfech izolatech B. bassiana
21skanych z lykozZrouta smrkového (Ips typographus) (Coleoptera, Scolytidae), kde vzdalenost
mezi t€émito izolaty podle Nei & Li koeficientu genetické vzdalenosti se nachazela mezi 3,5 az
16,7 %. VSechny izolaty byly vtomto piipadé shlukovany do jedné skupiny, ktera byla
zfeteln¢ oddélena od nepivodniho kmene BBA-M. Landa et al. (2001) dale pokracuji a
poznamenavaji, Ze vysledek RAPD analyzy umoziuje rozlisit izolaty B. bassiana pivodem ze
Sumavy od nepiivodniho izolatu s hodnotou koeficientu Nei & Li mezi izolaty ze Sumavy a
BBA-M v rozpéti od 0,219 — 0,278. V této souvislosti byla také vedena zajimava studie na 71
izolatech entomopatogenni houby B. brongniartii, které byly ziskany zlarev chrousta
obecného (Melolontha melolontha) (Coleoptera, Scarabaeidae). Nejvice (58 izolatd) bylo
pivodem z oblasti Valle d’Aosta (Italie) z rozlohy 7 830 ha a ostatni izolaty byl ziskany
z ruznych evropskych zemi. Ze téchto izolati B. brongniartii bylo 50 izolati pomoci RAPD
analyzy seskupeno s podobnosti vyssi nez 93,4 %. VSechny izolaty byly rozdéleny do péti
skupin a prestoze 3., 4. a 5. skupina obsahovala izolaty z oblasti Valle d’Aosta byla mala

110



Diskuze

korelace mezi skupinami a geografickym pivodem (Ozino et al.1998). V ptipadé jiho¢eského
regionu nebyla také zaznamenana zadna souvztaznost mezi seskupenim kmenii v dendogramu
a lokalitou resp. okresem puvodu. Naptiklad kmen M345 zlokality Pistina (Jindfichtv
Hradec) se nachazi v prvém bloku s mirou podobnosti 91 % ke kmeni M445 z lokality odbéru
Hluboka (Ceské Budgjovice). Naproti tomu kmen MO067 a MO062 zlokality Pistina se
nachazeji ve druhém bloku. Pomoci této metody vSak bylo mozné odlisit neptivodni kmeny
(USA) od piirozené se vyskytujicich se kmend B. bassiana v jiho¢eském regionu, jak také
viz. vySe potvrdil Landa et al. (2001). Dalsi autofi (Berretta et al. 1998; |Castrillo a Brooks
1998) také nezjistili Zzadnou korelaci mezi shluKovanim kmend a jejich geografickym
puvodem.

Porovnanim genetické analyzy kmeni a jejich virulence vucéi larvam zavijece
voskového (kapitola 6.2.2) zjistime, Ze kmeny s vysokou trovni virulence k hostiteli byly
zaroven seskupeny s kmeny se stfedni a nizkou virulenci. Na zaklad¢ téchto vysledku je
mozné konstatovat, Ze nebyla pozorovana ani minimalni korelace mezi virulenci kmenti a
genetickou variabilitou ¢&i jejich pivodem. Nicméng Barretta et al. (1998) zjistil u &ty z Sesti
izolatl B. bassiana, které tvofily jednu genotypovou skupinu o 85 % podobnosti, vysokou
virulenci vi¢i Diatraea saccharalis (Lepidoptera, Pyralidae) patticiho do ¢eledi zavijeCoviti.
Zaroven ale dodava, Ze pro pochopeni této otazky by mélo byt analyzovano vice izolatu.
Naproti tomu Devi et al. (2001) konstatuje, Ze seskupeni izolati B. bassiana (pomoci RAPD)
nekoreluje s agresivitou izolatt vaci Chilo partellus (Lepidoptera, Pyralidae) a doklada to tim,
Ze dva vysoce agresivni izolaty byly klastrovou analyzou seskupeny do dvou riznych skupin
s nejméné agresivnimi izolaty. Devi et al. (2001) dale poznamenava, ze Luz et al. (1998) méli
stejnou zkuSenost s izolaty B. bassiana proti Triatoma infestans (Heteroptera: Reduviidae), u
kterych také nezaznamenali Zadnou korelaci.

6.4. Predaplika¢ni studie

Cilem (pfed)aplika¢ni studie bylo 1. stanovit kompatibilitu autochtonnich kment
entomopatogennich hub snosi¢em Beta-liq pomoci zdkladnich .,,in vitro“ (bio)testl;
zamrazeni; 3. ovéefit pouziti jednoduché genetické metody pro rozliSeni kmenti a za
4. posoudit mozZnost velkoobjemové produkce biomasy entomopatogennich hub a jeji Gipravy.

6.4.1. Hodnoceni kompatibility a produkénich charakteristik kmenu entomopatogennich
hub v kombinaci s organomineralnim hnojivem Beta-liq

V rostlinné vyrobé se v soucasné dobé (se zmé&nou struktury rostlinné a Zivoci$né
vyroby) produkuje zna¢né mnozstvi slamy. Pfirozeny rozklad téchto poskliziiovych zbytkt
na poli je velmi pozvolny a ztohoto diivodu bylo (pracovniky VUP Troubsko) testovano
organomineralni hnojivo na bazi vypalki fepné melasy BETA-LIQ® (REDAM SMRZICE
s.r.o.), které podporuje rozklad poskliziovych zbytkii a slamy. Pro zvySeni supresivniho
uCinku pidy byla testovana varianta organomineralniho hnojiva v kombinaci
s entomopatogennimi houbami v projektu ,,V'yvoj a vyuZiti bioprepardtii a organomineralnich
hnojiv podporujicich rozklad organickych ldtek a zvySujicich supresivitu pudy“. Z tohoto
divodu bylo jednim z cili piedaplika¢ni studie stanovit kompatibilitu entomopatogennich hub
s organomineralnim hnojivem Beta-liq.

Pro hodnoceni byly zvoleny dvé koncentraéni fady piipravku Beta-liq, které byly
porovnany s vysledky rdstu a vyvoje kmend v kontrole (kapitola 6.2.1 resp. kapitola 5.2).
Piesto, ze v prib¢hu vstupniho (bio)testu (10 a 50 % koncentrace piipravku Beta-liq) byla
zaznamenana kompatibilita pfipravku Beta-ligq (10 %) s entomopatogenni houbou
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P. fumosoroseus a B. bassiana, byl také pozorovan neptiznivy vliv organomineralniho
hnojiva na vyrazn&jsi tvorbu mycelia u kmend B. bassiana (z jiho&eského regionu) na ukor
jejich pozdéjsi sporulace (o 24 hodin) v porovnéni s kontrolou. Opaény efekt pripravku Beta-
lig (10 %) vsak byl pozorovan u kmeni z lokality Troubsko. Negativni vliv ptipravku Beta-liq
(10%) byl pozorovan pfedevsim u entomopatogenni houby M. anisopliae, kde byl
zaznamenan vyrazné pomalejsi vyvoj kment s minimalni (3 %) kli¢ivosti konidii oproti 70 %
kli¢ivosti kmenti v kontrole. OvSem vysledky ze vstupniho testu byly v rozporu s hodnocenim
kompatibility kment z lokality Troubsko v nové zvolené koncentra¢ni ¥adé (50 %, 70 % a
90 % pripravku Beta-liq). Zde byla prokdzana vysokd kompatibilita kmend testované
entomopatogenni houby B. bassiana a také houby M. anisopliae pti vsech zvolenych
koncentracich. Oproti vstupni koncentra¢ni fadé byl zde pozorovan positivni vliv pfipravku
Beta-liq pfedevsim u druhu M. anisopliae, kde byla stimulovana rychlost vyvoje kment po 48
a 72 hodinach, kdy primémy index vyvoje dosahoval indexu GI 2,00 oproti GI 1,09
v kontrolni variant€. Odli$nost reakce (tfech kmenii z jihodeského regionu v porovnani s
ostatnimi kmeny z Troubska) na pfipravek Beta-liq je obtizné vysvétlit. U entomopatogenni
houby B. bassiana (napt. M403 a M404) byl potvrzen vliv ptipravku Beta-liq na riist mycelia
na ukor tvorby konidii. Li, Holdom (1995) uvadéji, Ze nedostatek Zivin obvykle stimuluje
konidiogenezi a v pfipadé houby M. anisopliae a B. bassiana houba ptechazi do faze
konidiogeneze pravdépodobné po vy&erpani dusikatych zdroji v p¥itomnosti uhlohydrati. Na
rozdil od vstupni studie byla pii vSech koncentracich zjisténa vyrazné vyssi kli¢ivost konidii.
Pfi hodnoceni zdkladnich ristovych a produkénich charakteristik kment v kombinaci
s 90 % koncentraci ptipravku Beta-liq byly pozorovany rozdilné reakce jednotlivych kment
na piitomnost pfipravku Beta-liq. Napf. u kmene M403 (B. bassiana) byl oproti kontrole
zaznamenan nartst produkce o 2,05.10" konidii/ 100 mm?> PDA piesto, Ze tento kmen
vykazoval pfi hodnoceni vyvoje nadmérny rist mycelia. Nadmérny rist mycelia v prvnich
dnech vyvoje kmene mohl mit zfejmé& pozitivni vliv na vy$si produkci konidii v del$im
Casovém horizontu (14 dni) pro hodnoceni produkce na PDA. Ov$em tento narist se
neprojevil na velikosti stiedové kultury, ktera byla dokonce o 1,3 ¢cm mensi neZ v kontrolni
variant€. V porovnani s kontrolni variantou byla v3ak celkové zaznamenana niZ§i pramérna
produkce o 1,92.107 konidii/ 100 mm? u kmeni druhu B. bassiana a M. anisopliae. Mensi
produkce konidii na pfirozeném médiu byla pozorovana také u obou hodnocenych druhii
entomopatogennich hub, napf. u kment (M. anisopliae) byl tento rozdil v priméru 2,26.10’
konidii/ 1g krup.

Na zaklad€ hodnoceni kli¢ovych charakteristik kment entomopatogennich hub bylo
organomineralni hnojivo Beta-liq doporuteno jako nosi¢ entomopatogennich hub pfi
introdukei do pldy ve studii zamé&fené na .,Vyvoj a vyuZiti bioprepardtii a organominerdlnich
hnojiv podporujicich rozklad organickych ldtek a zvysujicich supresivitu pudy* Pro potieby
této studie byly z lokality Troubsko vybrany dva kmeny, vykazujici optimalni vysledky ve
sledovanych charakteristikach — kmen M408 (B. bassiana) a M394 (M. anisopliae). Pozitivni
vliv pfipravku Beta-lig v kombinaci s vybranymi kmeny entomopatogennich hub byl
prokazan v laboratornich a polnich maloparcelkovych pokusech v roce 2002 — 2005 (data
nejsou uvedena). Zde byl pozorovan pozitivni vliv entomopatogennich hub napf. na narust
zelené hmoty u testovaci plodiny (hoi€ice bil4), intenzitu produkce CO,, strukturni stav pudy
a podporu rozkladu slamy oproti kontrolni varianté Beta-liq bez entomopatogennich hub nebo
samotn€ pudy bez jakéhokoli ptidavku hnojiva.
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6.4.2. Hodnoceni Zivotaschopnosti vybranych kmend entomopatogenni houby
B. bassiana a M. anisopliae po kritkodobém zamrazeni

Vyznamnym omezenim ve vyuZiti hub jakoZto mikrobialnich regulacnich agents je
jejich  nizka stabilita pfi dlouhodobém skladovani, definovana jako zachovani
Zivotaschopnosti propaguli, uvadi Wraight et al. (2001) a dile poznamenava, Ze nejéast&ji
byla dosaZena stalost spor jejich smichanim s riznymi materidly. Ptesto cilem této studie bylo
kratkodobém zamraZeni (- 20 °C) zdivodu potieby jejiho uskladnéni po dobu pripravy
celkové produkce biomasy hub a jejiho transportu za G¢elem nasledné aplikace. Co se tyka
skladovani, Wraight et al. (2001) uvadi, Ze v né&kolika studiich byla také vycislena a
hodnocena stabilita riiznych typa spor po jejich vysuseni. Pro potieby biotestu Vandenberg a
Cantone (2004) napi. skladovali suspenzi konidii pfi - 80 °C v kryogenni nadobé. V ptipadé
hodnoceni vyvoje a kli¢ivosti konidii kmenti (M408 a M394), vybranych v polyfaktorialnim
hodnoceni, byla ovéfena dobra Zivotaschopnost a stabilita obou kmenti po kratkodobém
(14 dennim) zamrazeni. Pokud by v8ak v dalSich studiich byla prokézana nizsi kliGivost
konidii po kratkodobém zamraZeni bylo by mnoZstvi aplikované houby navyseno o tento
rozdil, jak detailn¢ popisuje’Goettel a Inglis (1997). Je nutné zdiraznit, Ze rychlé rozmrazeni
konidiové suspenze pted aplikaci na pokusné lokalité Pénéin mohlo byt jednim z dtvodi
neuspéSné introdukce vybranych kmenti entomopatogennich hub v kombinaci s ptipravkem
Beta-liq na pokusném pozemku.

6.4.3. Demonstrace pouZziti RAPD analyzy pro rozliSeni kmene entomopatogenni houby

Zamérem analyzy bylo prezentovat moznost pouziti jednoduché molekularng-
genetické metody RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) pro potieby piipadné
determinace re-izolovanych kmenti entomopatogennich hub na lokalité Troubsko. Jak uz bylo
naznaceno (viz. kapitol 6.3 resp. 5.3), RAPD analyza je relativné levnou a zaroven rychlou
genetickou metodou, kterou miZe byt ovéfena napf. persistence zamérné introdukovaného
kmene do pldy. V ptipadé kmene M408 a M394 byla stanovena vziajemna podobnost t&chto
kmenti na Grovni 85 %.

6.4.4. Produkce biomasy infekénich propaguli vybranych kmenii entomopatogennich
hub a jeji dprava

Cilem této studie bylo ovéfit moznost velkoobjemové produkce blastospor a konidii
kmenii vybranych druhi entomopatogennich hub v laboratornich podminkach spolu se
zpusobem jejich tpravy (v podob& konidiového/submerzniho koncentratu). Nejedna se zde o
formulaci v pravém slova smyslu, ale pouze o ipravu odpovidajici nasim potiebam. Jenkins et
al. (1998) upozoriiuje, Ze nejdileZit&j$i pfi planovani zplsobu masové produkce je
kompatibilita produktu sjeho formulaci a aplikacni technikou. V naSem piipadé byla
vyprodukovana biomasa hub, po jejim nafedéni aplikovéana postiikem na strniité nebo povrch
pudy (popf. list vjinych studiich) pomoci aplikatni zemédélské techniky nebo zadovych
postfikovacii. Napf. pro pouziti olejové formulace pfi aplikaci ultra-nizkych objemt (ULV) je
potieba produkce lipofilnich konidii, které jednoduse vytvareji suspenzi v olejich (Jenkins et
al. 1998). Navzdory vyhodam submerzni fermentace a moZnosti produkovat konidie mnoha
mitosporickych hub v submerzni kultufe (Jenkins, Prior 1993), submerzni konidie jsou
hydrofilni a nejsou jednoduse formulovany v oleji (Jenkins et al. 1998). Blastospory (také
hydrofilni) jsou jednoduse produkovany pomoci submerzni fermentace, ale relativng rychle
ztraceji Zivotaschopnost béhem skladovani (Kleespies, Zimmermann 1992).
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Jenkins et al. (1998) uvadi seznam vhodnych substratii, které jsou dostupné pro
produkci hub vyuzivanych v biologické ochrané a dodava, ze vybér substratu zavisi na mnoha
faktorech, v€etné jeho dostupnosti, cené a vhodnosti pro izolat. Pouzivané substraty pro
produkci vzduSnych konidii Mitosporickych hub rozdéluje do dvou skupin na: obilny/
vyzivny substrat (ryZe a ryzové otruby, pSenice a pSeniéné otruby, pohanka, s6jova kase,
kukuficna mouka, kukufi¢né klasy, proso, oves, jemen, &irok, brambory, chléb, mouka
z podzemnice olejné) a inertni/ nevyzivny substrat (vermikulit, textilie, jil nebo granule jilu).
Vtéto i v predeslych studiich byly jako pfirozeny Zivny substrat pouzity je¢né kroupy
pfedevSim pro jejich nizké potfizovaci néaklady, jejich dostupnost, moznost skladovani a
dlouhodobé zkuSenosti s jejich pouzitim. Pfesto, Ze produkce biomasy byla za danych
(technickych) podminek relativné velka a jako nejproduktivnéjsi byl zjistén kmen I9
entomopatogenni houby Lecanicillium lecanii, u kterého bylo také zaznamenano nej3irsi
rozp&ti maximalni a minimélni produkce blastospor jednotlivych Sarzi (1,22.10° — 8,76.10°
blastospor/ 1 ml) a dobrou produkci vykazal také kmen Man P4 (v praméru 1,17.10° konidii/
1 g substratu). Je zde jesté urcity potencial pro navySeni produkce biomasy hub. Nalpf,‘ Deorta,
Arcas (1998) vyprodukovali pti fermentaci snucenym provzduinénim 1,85.10" konidii
(M. anisopliae)/ 1 litr pevného substratu. OvSem nejbéZné&ji pouZivanou (z historického
pohledu) metodou pro masovou produkci konidii houby Metarhizium na pevném substratu
(vetSinou celnd zrna) je kultivace v plastovych saécich nebo jinych malych nadobach
(Wraight et al. 2001). Pomoci této ,,low-technology’ Jenkins et al. (1998) vyprodukovali 1 —
510" konidii/ 1 kg substriatu. Latge et al. (1986) podle Wraight et al. (2001) uvadi, Zze u
drobné sporulujiciho kmene Verticillium lecanii dosahli vyt&Znosti 5.10' blastospor/ 1 litr.
V naSem ptipad€ byly pro produkci vzdu$nych konidii pouZity plastové krabice (pouZivané
pro uskladnéni potravin) nebo 120 I plastové sacky a v pfipadé produkce na umélé, tekuté
zivné pudé (PDB) bylo po sefteni produkce vSech kmenl vyprodukovdno mnoZstvi
blastosporové suspenze piesahujici 11 tisic litra.

6.5. Persistence entomopatogenni houby Beauveria bassiana po zamérné
introdukei do pudy na pokusné lokalité Zab¢ice u Brna

Cilem této studie bylo ovéfit (pomoci morfologickych a genetickych markert)
schopnost entomopatogenni houby B. bassiana po jeji zam&mé introdukci do pidy vytrvat za
pfirozenych polnich podminek na pokusné, polni parcelce MZLU v Zabgicich u Brna, alespoti
do dobu zahdjeni nové vegetatni sezony. Za timto u¢elem byl z polyfaktorialniho hodnoceni
kment z jihoCeského regionu selektovan kmen M062 entomopatogenni houby B. bassiana,
ktery vramci hodnocenych kment vykazoval optimélni biologické, produkéni a ristové
parametry.

6.5.1. Monitoring entomopatogennich hub na pokusné lokalité Zab&ice u Brna
realizovany pred (vstupni monitoring) a po (prvni monitoring) aplikaci kmene M062
(B. bassiana)

Pted vlastni introdukci kmene (pol. srpna) byla na pokusné lokalité monitorovana
vysoka druhova diversita nejfrekventovangjich entomopatogennich hub (M. anisopliae,
P. lilacinus, B. bassiana, P. fumosoroseus) s nejvy$si Cetnosti druhu M. anisopliae.
Entomopatogenni houba B. bassiana byla na pokusné lokalité detekovana na 5 z 8 parcelek a
to pouze pomoci GBM. Izolované ,,mistni“ kmeny entomopatogenni houby B. bassiana, byly
pozdéji pouzity pro odliSeni re-izolovanych kmenti po zémémé introdukci ,,nepivodniho®
kmene. Naslednym monitoringem (7 tydnd od aplikace) byl prokazan jasny narist piitomnosti
entomopatogenni houby B. bassiana na vsech parcelkach (vyssi pocet infikovanych larev na
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Petriho misku nebo celkové vyssi pocet CFU) pti zachovani druhové diversity. Pfitomnost
druhu P. fumosoroseus nebyla zjisténa naproti tomu byla zaznamendna pfitomnost druhu
P. carneus na 3 z 8 parcelek.

6.5.2. Hodnoceni morfologické variability mezi introdukovanym kmenem M062,
puvodnimi a re-izolovanymi kmeny entomopatogenni houby B. bassiana

Pro ovéfeni vytrvani kmene M062 v ptiidé s odstupem nékolika tydni od jeho introdukce
byly s timto kmenem porovnany a statisticky vyhodnoceny rozdily ve velikosti stfedovych
kultur re-izolovanych a pivodnich kment. Vizualnim hodnocenim morfologické struktury
kultur kment byla potvrzena vyznamna podobnost mezi aplikovanym a re-izolovanymi
kmeny, které byly ve stfedu kultury ,.kuzelovit&“ zaspi¢at&lé a v posledni tieting kruhovitého
obvodu paprskovité Clenéné oproti riznym morfologickym strukturim pfirozené se
vyskytujicim nebo americkym (referenénim) kmeniim. OvSem ani statistické vyhodnoceni
jednoho faktoru (radialni rist) nebylo jednozna¢nym dikkazem o vytrvani kmene na lokalité.
Samsindkova at al. (1983) poznamenava, e v diasledku nedostatku charakteristickych
vlastnosti je téméf nemoZné pouze pomoci morfologickych znaki rozlisit individualni izolaty
hub.

6.5.3. Hodnoceni variability mezi piivodnimi a re-izolovanymi kmeny entomopatogenni
houby B. bassiana pomoci molekulirné genetické RAPD analyzy

Pro identifikaci anebo rozliSeni kmenti entomopatogennich hub Bidochka (2001)
popisuje a porovnava celou fadu riznych biochemickych a molekularnich metod. RAPD je
jednou z téchto molekularnich metod, ktera byla pouzita pfi hodnoceni variability mezi
kmeny. Na zaklad& pfedchozich zkusenosti (viz. kapitol 6.3 resp. 5.3) byly pro RAPD analyzu
vybrany tfi primery poskytujici maly pocet dobre Citelnych produktii. Na zakladé spektra
rapidovych fingerprinti byla stanovena nejvy3si mira podobnosti mezi aplikovanym kmenem
MO62 (pot. ¢. 7) a vSemi re-izolovanymi kmeny (&. 8 — 21). Pdvodni (mistni) kmeny druhu
B. bassiana (M510, M512, M514, M517) izolované pfed vlastni aplikaci se vyznamné
odliSovaly od introdukovaného kmene M062 s nejbliz&i mirou podobnosti k tomuto kmeni na
trovni 72 % u kmene M514 (pot. &. 4). Jak morfologické tak genetické markery potvrdily
pfitomnost introdukovaného kmene v ptdé. Z vysledkii RAPD analyzy vSak nevyplyva zadna
souvislost mezi genetickou variabilitou a zptisobem izolace kmenti.

6.5.4. Druhy monitoring entomopatogennich hub na pokusné lokalit¢ MZLU v

w

Zabcicich u Brna od cilené introdukce kmene M062 (B. bassiana)

Druhym monitoringem po 8 mésicich od aplikace (duben) byla prokazana vysoka
pfitomnost B. bassiana na pozemku piedevsim pomoci SM a.i. dodine ovSem piitomnost
ostatnich druhii se omezila pouze na entomopatogenni houbu M. anisopliae, ktera byla
detekovana na vsech parcelkach pouze pomoci GBM.

6.5.5. Hodnoceni variability mezi pivodnimi a re-izolovanymi kmeny entomopatogenni
houby B. bassiana pomoci molekulirné genetické RAPD analyzy

Na rozdil od pfedchazejici studie bylo pro hodnoceni pouZito 16 primerd (zahrnujic tfi
z ptedchozi studie). Kromé re-izolovanych kmenti z druhého odbéru od aplikace byly do
studie RAPD zahrnuty i dva kmeny (M519 a M565) z prvého odbéru po aplikaci. Oproti
pfedchozi RAPD analyze byla zaznamenana vyznamné VySSi variabilita mezi re-izolovanymi
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kmeny (B. bassiana). Viechny kmeny byly rozd€leny do dvou velkych bloki. Pivodni kmeny
(M510, M512, M517) tvorily samostatnou skupinu v opa¢ném bloku nez byl soustfedén
aplikovany kmen s Sesti re-izolovanymi kmeny se vzajemnou podobnosti s aplikovanym
kmenem na trovni 98 %. Z prvého bloku, kde byl ptitomen aplikovany kmen M062, byl
vy€lenén &tvrty pfirozené se vyskytujici kmen (M514). RAPD analyzou v3ak nebyla
potvrzena nejvySSi podobnost dvou kment (M519, M565) z prvého odbéru po aplikaci.
K tomuto zjisténi Bidochka (2001) poznamenavaji, Ze tato technika je sice relativné
Jjednoducha, neni potieba velkého mnoZstvi DNA a houba nemusi byt kultivovana, ale ptinasi
také potencidlni problémy s reprodukovatelnosti. Oviem Wang et al. (2004) porovnavali
rizné molekularni metody (mikrosatelitni markery, RAPD a RFLP) pii hodnoceni dvou re-
izolovanych kmeni B. bassiana a zjistili, ze vysledky byly u kazdé metody rozdilné. Na to
konto dodavaji, Ze pro ziskani pfesnych informaci Je nutné pouzit n&kolik dopliujicich
molekuldrnich technik na rozdil od 1 — 2 metod pro monitorovéni osudu biologického agens
na pozemku. Zavérem by bylo mozné Fici, Ze podobnost re-izolovanych kmenti soustfedénych
v prvém bloku byla s aplikovanym kmenem M062 vysoka. Z toho bylo mozné usuzovat na
schopnost vneseného kmene koexistovat s pfirozené se vyskytujicimi kmeny a udrzet si
Zivotaschopnost za pfirozenych polnich podminek minimalng po dobu osmi mésici (srpen —
duben) od jeho aplikace do pudy. Dale vysoka podobnost re-izovanych kmeni s piavodnim
kmenem M510 (pof. ¢. 21) a kmenem M512 (pof. €. 22) v druhém bloku vede ke spekulacim,
zda introdukci kmene MO062 (B. bassiana) nedoslo k podpote nékterych pfirozené se
vyskytujicich kmeni enotomopatogenni houby B. bassiana.

Z vysledkii modelové studie je ziejmé, Ze zamérng introdukovany kmen MO062
(B. bassiana) byl schopen vytrvat v padé za pfirozenych polnich podminek, zvoleném
zpisobu  (zadovy postiikovag), dobg (konec  vegetadni sezény) a  davce
(5.10° konidii/ blastospor na 1m?) aplikace na pokusném polnim pozemku minimalné do doby
zahajeni nasledné vegetacni sezony. Napf. Kessler et al. (2003) zjistili pti hodnoceni doby
aplikace a pldnich faktorti na vyskyt entomopatogenni houby B. brongniartii vyuZivané v
biologické ochrané proti larvam chrousta obecného (Melolontha melolontha) v padg, Ze pro
dosaZeni patfi¢né ¢etnosti tohoto biologického agens v piidé je vyznamna doba aplikace, kdy
podminky pro rist a sporulaci jsou vhodné. Dale zjistili, Ze teplota pidy je rozhodujicim
faktorem, naproti tomu druh pady hraje druhotnou roli pro vytrvani houby v ptd¢ a spise nez
pidni textura, maji pravdépodobné vétsi vyznam biotické faktory. Nizké p¥itomnost hostitele
nebo nepfizpisobeni se kmene novému prostfedi miZe mit za néasledek nizkou &etnost
vnesen¢ho kmene (B. bassiana) do pudy, uvazuji Wang et al. (2004). Lze vsak fici, ze
vyzkumy dokazuji schopnost entomopatogennich hub vytrvat v pidé od n&kolika mésici
(Vénninen et al. 2000) aZ po dobu nékolika let (Enkerli et al. 2004). Domnivam se, Ze pro
budouci monitorovani zamémé re-introdukovaného autochtonniho kmene entomopatogenni
houby v integrované ochrané rostlin bude spravna volba jedné nebo vice identifikaénich
metod, nezbytnych predev$im pro zhodnoceni Jejiho biologického wdinku, ekonomického
finosu a nakladi, stejné tak piipadného vedlejsiho efektu. Z tohoto diivodu bych pro budouci
vyzkum ptitomnosti entomopatogenni houby B. bassiana v ptidé doporudil relativng novou,
'ychlou a zaroveri i spolehlivou metodu, ktera vyuziva mikrosatelitnich markert.
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7. ZAVERY

Prvni &ast diserta¢ni prace byla zaméfena na monitoring pfirozeného vyskytu

entomopatogennich hub v orné pidé na uzemi jihogeského regionu (se zaméfenim na pole
s obilovinou) a tfech lokalitich (Smrzice, Troubsko, Pén¢in) na tizemi Moravy. Diléi
vysledky Ize formulovat takto:

>

Na zaklad€ vysledkl z plosného monitoringu a dil¢ich monitoringti na izemi Moravy
Je mozné konstatovat, Ze entomopatogenni houby jsou pfirozenou souéasti orné pudy
v Ceské republice. Piitomnost entomopatogennich hub (na poli s porostem obilovin)
byla zjist€na v 95,6 % puadnich vzorkd a nejfrekventovangjsim druhem byla
entomopatogenni ~ houba  P. lilacinus (v 92,1%  padnich  vzorkd),
M. anisopliae (67,8 %) a B. bassiana (15,6 %).

Pomoci selektivniho média s fungicidni slozkou dodine (SM a.i. dodine) bylo moZné u
jednotlivych druhii entomopatogennich hub stanovit primémou &etnost vyskytu v
hodnoté 2,6.10° CFU/ Iml pidniho vzorku (P. lilacinus), 4,1.10> CFU/ 1ml ptdniho
vzorku (M. anisopliae), 1,4.10*> CFU/ 1ml pudniho vzorku (B. bassiana) a minimalni
Cetnost vyskytu u druhu P. carneus a P. fumosoroseus.

Pro monitorovéni pfitomnosti entomopatogennich hub v pidé je vyhodné kombinovat
ob¢ izolatni metody, protoze druh P.fumosoroseus a P.carneus bylo mozné
detekovat pouze pomoci SM a.i. dodine ovSem Galleria bait method (GBM) se
ukazala byt citlivéj$i metodou pro detekci druhu B. basssiana a P. fumosoroseus.

Z vysledki nevyplyva Zadna zavislost mezi frekvenci vyskytu nebo izolovanym
druhem entomopatogennich hub a péstovanou obilovinou.

Z vysledkii nelze ani jednoznatné stanovit hranici citlivosti u metody GBM
vyjadfenou poctem CFU/ 1 ml pidy zjisténou pomoci SM a.i. dodine.

Néslednym monitoringem po velkoplo$né aplikaci entomopatogennich hub na lokalité
Péncin nebylo prokdzano navyseni re-introdukovaného kmene Pe4 (B. bassiana) ani
ostatnich introdukovanych hub, zfejm& zdivodu nevhodné zvoleného zpisobu
aplikace.

Druha &ast disertaéni prace byla zaméfena na polyfaktorialni hodnoceni kment

entomopatogennich hub pomoci ,,in vivo® a ,,in vitro* (bio)testi:

>

>

Pomoci sady laboratornich (bio)testi bylo moZné porovnat a nasledovné vybrat
kmen(y) s optimalnimi riistovymi, produkénimi a biologickymi vlastnostmi.

Vétsina hodnocenych kmenti entomopatogennich hub (B. bassiana, M. anisopliae a
P. fumosoroseus) byla schopna dokon¢it sviij vyvoj béhem 3 — 4 dnii. Nejrychlejsi
vyvoj byl pozorovan u kment druhu B. bassiana, které byly schopny dokonéit vyvoj
béhem 48 — 72 hodin s primérnou kli¢ivosti konidii 79 — 95,4 %.

Nejvetsi nardst sttedovych kultur byl zaznamenan u kmend P. fumosoroseus (v rozpéti
od 36,6 do 50,6 mm) s pramérnou velikosti sttedové kultury 44,7 mm. Radialni rist
byl mensi u druhu B. bassiana (v priméru 31,9 mm) a M. anisopliae (v priméru 28.5).

Mezi radidlnim rstem a produkci konidii u kmend zjihogeského regionu byla
zaznamenana negativni korelace, napf. kmen M185 (B. bassiana) a kmen MO076
(M. anisopliae) vykazovaly nejmensi velikost stiedové kultury, ale produkce konidii u
téchto dvou kment patila mezi nejvyssi — 4,40.107 konidii/ 100 mm? (kmen M185) a
7,10.10” konidii/ 100 mm? (kmen M076).
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Pomoci submerzni kultivace byla dosaZena nejvyssi produkce blastospor (1,19.10°
blastospor/ 1ml) u kmene M101 (B. bassiana). Naproti tomu minimalni produkce
blastospor v submerzni kultufe byla zaznamenana u druhu M. anisopliae, kde kmeny
vytvarely ptevazné mycelialni biomasu ,,kuli¢ky*.

Vsechny hodnocené kmeny vykazovaly dobré produkéni parametry na pfirozeném
zivném substratu napf. kmeny entomopatogenni houby B bassiana izolované na
lokalit¢ Troubsko vykazovaly produkei v rozpéti 7,00.10° — 4,63.10% konidii/ 1 g krup

VSechny hodnocené kmeny byly schopné dokonéit vyvoj na pupériu molice
sklenikové (7. vaporariorum) do 96 hodin s vyjimkou jednoho kmene.

Nejvhodnéjsi pro hodnoceni virulence kment B. bassiana vG&i larvam zavijeCe
voskoveho (G. mellonella) se ukazala byt doba po 96 hodinach od zahajeni (bio)testu,

kdy 14 z 22 kmeni dosahlo 50 % mortality larev, ale jen u 8 kmeni byla zaznamenana
vysoka virulence v rozpéti 80 — 90 % (s 15 — 20 % larev porostlych myceliem).

V samostatné kapitole disertaéni prace byla hodnocena variabilita kment

B. bassiana izolovanych v jihoGeském regionu pomoci RAPD analyzy:

>

Na zékladé¢ vysledku z RAPD analyzy nebyla zji$téna Zadna korelace mezi variabilitou
kmeni a mistem (okresem) piivodu nebo virulenci kmeni k zavije&i voskovému.

Ve tieti €asti diserta¢ni prace byla predevsim hodnocena kompatibilita kment

s organomineralnim hnojivem Beta-lig, které mé&lo byt vyuzito jako ,,nosi¢“ hub pii jejich
zameémné introdukci do pidy. Souéasti této ¢asti byla také studie zaméfena na velkoobjemové
produkce entomopatogennich hub.

>

>

Vstupni studie s koncentraéni fadou (10 a 50 %) ptipravku Beta-liq nevykazovala
presvédcivou kompatibilitu kmenti s timto organomineralnim hnojivem.

Nasledna koncentraéni fada (50, 70 a 90 %) pripravku Beta-liq prokazala vysokou
kompatibilitu entomopatogennich hub s timto nosi¢em.

Na zaklad¢ polyfaktoridlniho hodnoceni kmeni a jejich kompatibility s pfipravkem
Beta-liq byly vybrany dva kmeny soptimalnimi vlastnostmi — kmen M408
(B. bassiana) a kmen M394 (M. anisopliae). Tyto kmeny byly dale hodnoceny
v poloprovoznich podminkach pfi kterych vykazaly pozitivni vliv v kombinaci
s pfipravkem Beta-liq na stimulaci produkce zelené hmoty u testovaci plodiny a
podporu mikrobidlni Cinnosti pfi rozkladu poskliziiovych zbytki (data nejsou
uvedena).

(Bio)testem vyvoje a kli¢ivosti konidii byla potvrzena Zivotaschopnost kmenid (M408
a M394) po kratkodobém (14 dennim) zamrazeni pro potieby jejich transportu nebo
kratkodobého skladovani.

Vitéto Casti byla ovéfena schopnost naeho pracovisté za danych (technickych)
podminek  vyprodukovat relativné velké mnozstvi infek&nich propaguli.
Nejproduktivnéj$im byl kmen 19 entomopatogenni houby Lecanicillium lecanii,
s produkei 1,22.10° — 8,76.10° blastospor/ 1 ml a kmen Man P4 a primérnou produkci
1,17.10° konidii/ 1 g krup.
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Zavéretnou ¢asti disertaéni prace byla modelova studie zaméfena na hodnoceni
perzistence zamérné introdukovaného kmene M062 entomopatogenni houby B. bassiana v
pade na lokalité Zabgice u Brna. Tato &ast byla rozdélena na tfi dil¢i studie takto:

Vstupni monitoring entomopatogennich hub pred cilenou aplikaci (v pol. srpna) kmene M062
(B. bassiana)

» Na pokusné lokalit¢ byla monitorovana vysokd druhova diverzita
nejfrekventovanéjSich  entomopatogennich  hub (M. anisopliae,  P. lilacinus,
B. bassiana a P. fumosoroseus) s nejvyssi Cetnosti u druhu M. anisopliae.

Prvni_monitoring po 7 tydnech od zimémé introdukce kmene MO062 (B. bassiana) a
hodnoceni perzistence kmene pomoci morfologickych a genetickych markeru.

» Prvni monitoring prokazal zfejmy narist vyskytu entomopatogenni houby B. bassiana
na vSech parcelkach pti zachovani druhové diverzity.

» Vizudlni hodnoceni morfologické struktury kultur kmenti naznailo vyznamnou
podobnost mezi aplikovanymi a re-izolovanymi kmeny. OvSem ani statistické
vyhodnoceni jednoho faktoru (radidlni rist) nebylo jednozna¢nym diikazem o vytrvani
kmene na lokalité.

» Na zédklad¢ spektra rapidovych fingerprinti byla stanovena nejvyssi mira podobnosti
mezi aplikovanym kmenem M062 a viemi re-izolovanymi kmeny.

Druhy monitoring po 8 mésicich od zamémé introdukce kmene MO062 (B. bassiana) a
hodnoceni perzistence kmene pomoci genetickych markert.

» Druhy monitoring (duben) prokazal stile vysokou pfitomnost druhu B. bassiana na
zkoumané lokalité. Pfitomnost ostatnich druhi nebyla zjisténa s vyjimkou
entomopatogenni houby M. anisopliae.

» Oproti ptedchozi RAPD analyze byla zaznamenéna vyznamné vys§i variabilita mezi
re-izolovanymi kmeny (B. bassiana). U Sesti re-izolovanych kmenti byla prokazana
98 % podobnost s aplikovanym kmenem.

» Lze konstatovat, Ze aplikovany kmen byl schopen koexistovat s mistnimi kmeny
minimaln€ po dobu 8 mésicii (od ukon&eni do zahajeni vegetaéni sezony).
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9. SUMMARY

There is more than 700 species of mitosporic filamentous fungi recorded as a parasitic
species associated with the insect. Some of them are currently used as a biological control
agent, however the majority of this entomopathogenic fungi represent a resource for the future
use. The thesis was focused on natural occurence, frequency of this occurence and species
diversity of entomopathogenic fungi in soil ecosystem, polyfactorial evaluation of
entomopathogenic fungi strain isolates and persistence of strains (B. bassiana) purposely
introduced into the soil. The aim of this thesis was to amend the mycological collection kept
by Department of the crop production, University of South Bohemia in Ceske Bud&jovice
with the new type culture of entomopathogenic fungi strains and their features and to
contribute to use of this naturally regulating microorganisms in biological control.

There was collected in total 113 soil samples from 65 habitats in the region of South
Bohemia (area of 10 000 km?). Soil samples were collected from the arable land, namely from
following crops: wheat (40,7 % from 113 soil samples), barley (17,7 %), malting barley
(12,4 %), rye (13,0 %), oats (11,5 %). Soil samples from mixed crop cultures as underseeding
represent only 4,4 %. Occurence of entomopathogenous fungi was proved by Galleria bait
method (GBM) and dodine based selective medium (SM a.i. dodine) in 95,6 % of soil
samples and the most frequent species was P. lilacinus (in 92,1 % soil samples),
M. anisopliae (67,8 %) and B. bassiana (15,6 %). The least frequent species in analysed
samples was P. carneus (6 strains, 5,6 % resp. 3,1 %) and P. fumosoroseus (4 strains, 3,8 %
resp. 2,0 %). An average frequency of occurence in a value of 2,6.10° CFU/ 1 ml of soil
sample (P. lilacinus), 4,1.10*> CFU/ 1 ml of soil sample (M. anisopliae) and 1,4.10* CFU/ 1 ml
of soil sample (B. bassiana) was defined by means of dodine based medium as well as
minimum frequency of occurence for P. carneus and P. fumosoroseus. Similar frequency of
occurence for the most frequent species was recorded at three from four experimental habitats
(Pencin, Smrzice, Troubsko, Zabcice) in Moravia. The most of isolated entomopathogenic
fungi strains were stored in a form of alginate pellets in the mycological collection kept by
Department of the crop production, University of South Bohemia in Ceske Bud&jovice.

Chosen strains from the mycological collection kept by Department of the crop
production, University of South Bohemia in Ceske Bud&jovice were characterized by means
of polyfactorial strains evaluation including growth features (radial growth, germination and
conidia vitality), production features (conidia/ blastospores production on artificial or natural
substrate) and biological features evaluated in biotest on greenhouse whitefly ( Trialeurodes
vaporariorum) or wax moth (Galleria mellonella). In total 66 strains were evaluated, only a
part of strains was evaluated at all polyfactorial features indeed.

Set of 21 strains of entomopathogenic fungi from region of South Bohemia proved the
ability of completion of the whole development cycle while being cultivated on agar medium
(PDA) and an the natural substrate (barley groats). Significant differences have been recorded
by three M. anisopliae strains, whose germination rate was very low (average 70%) and its
ability to produce blastospores in a submerged culture was minimal. The majority of strains
have demonstrated in comparison to other strains (P. fumosoroseus and M. anisopliae) the
best production ability including short development cycle.

A new set of strains (B. bassiana) representing 13 habitats of 6 regions in the South
Bohemia amended by strains from the polyfactorial evaluation (for example strain M062),
was evaluated in biotest using wax moth larvae (G. mellonella). According to the strain
development index it was possible to divide the strains into groups: strains with high
virulence (8 strains), middle virulence (6 strains) and low virulence (8 strains) to the wax
moth larvae. Evaluated set of strains demonstrated low variability (7 — 18 %) comparing to
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two comparative American strains (28 %). By means of RAPD analysis the compliance
(similarity rate) within strains originating from the same region or habitats was not proven.

In the survey “Bioformulations ond organomineral fertilizers for supporting
degradation of organic matter and increasing soil supresivity” were 21 strains from the
habitat Troubsko evaluated for polyfactorial features. There was also evaluated the
compatibility of these strains to organo-mineral fertilizer BETA-LIQ (REDAM SMRZICE
s.r.0.) based on beet molasses stillage, which supports degradation of the harvest residues and
straw. All strains demonstrated good growth and production ability including high
compatibility rate to the fertilizer BETA-LIQ at all concentrations (50, 70 and 90 %) of the
fertilizer. Based on the evaluation of key features of the entomopathogenic fungi strains the
organo-mineral fertilizer BETA-LIQ was recommended as a carrier for two strains of
entomopathogenic fungi (strain M408, B. bassiana and strain M394, M. anisopliae) for their
introduction into the soil. Positive influence of Beta-liq combined to chosen strains of
entomopathogenic fungi was proven in laboratory and small-scale field experiments (data not
included). Positive effect of entomopathogenic fungi on production of green mass by a testing
crop was recorded as well as on CO, production intensity, soil structure and degradation of
straw compared to experiment where Beta-liq was not used or compared to pure soil.

Final part of the thesis was a model study focused on persistence evaluation of
purposely introduced strain M062 (B. bassiana) in the habitat Zabcice by Brno. Before the
introduction was conducted, there was on 8 experimental fields a high species diversity of
most frequent strains of entomopathogenic fungi (M. anisopliae, P. lilacinus, B. bassiana,
P. fumosoroseus) recorded in the initial monitoring, with the highest abundance of
M. anisopliae. The chosen strain was introduced together with Beta-liq formulation (2 t/ ha)
on the surface of crushed wheat straw in concentration of 5.10° conidia/ blastospores / m” and
immediately after application was the straw by a rotator brought into the soil.

After the introduction a follow-up monitoring (after 7 weeks) proved higher frequency
of occurance of entomopathogenic fungi B. bassiana in all experimental fields with
preservation of the specie diversity. The visual evaluation of the morphological structure of
strain cultures indicated a significant similarity between introducted strains and re-isolated
strains. However, not even an evaluation of one feature (radial growth) enabled definite proof
of strain persistence in the habitat. Based on RAPD fingerprints spectrum, the highest
similarity rate was determined between introduced strain M062 and all re-isolated strains. The
second monitoring, 8 months after purposeful introduction of M062 strain, proved a dominant
representation of this specie in all experimental fields. Over against previous RAPD analysis
was a significantly higher variability recorded within re-isolated strains (B. bassiana). The
similarity of 98 % to the introduced strain was proved by six re-isolated strains. On the basis
of these results can be stated, that introduced strain has been able to co-exist with the
domestic strains for minimum 8 months (from harvest to beginning of the growing season).
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Mista odbéru pldnich vzorkli na uzemi jihoCeského regionu a na
pokusnych lokalitdich na Moravé.

[zolace entomopatogennich hub z pidy pomoci ,,Galleria bait method™.

Izolace entomopatogennich hub zpudy pomoci selektivniho média
s fungicidni slozkou dodine s naslednou purifikaci kmene a ulozeni jeho
biomasy ve form¢ Na-alginatovych pelet.

Ukéazka zpracovani databazového formulare typového kmene pro ucely
nov€é vytvorené centralni databaze mykologické sbirky kmenu
entomopatogennich hub.

Standardni metoda ptimého stanoveni poctu jednotek.
Hodnotici stupnice standardniho testu kli¢ivosti.

Fotodokumentace k zaloZeni .,in vivo™ (bio)testu na molici sklenikové
(Trialeurodes vaporariorum) a nejvyznamnéj$i faze hodnoceni vyvoje
kmenl entomopatogenni houby.

Schéma modelového interakéniho systému — zndzorfuje interakce mezi
konidii, povrchem té€la vhodného hostitele a nasledny vyvoj patogena
(doplnéno o fotodokumentaci)

Porovnani morfologické charakteristiky (stfedovych kultur) ptivodnich
kmenu a aplikovaného kmene M062 entomopatogenni houby Beauveria
bassiana na pokusné lokalité v Zab¢icich u Brna

Porovnani morfologické charakteristiky (stfedovych kultur) re-
izolovanych kmeni a aplikovaného kmene M062 entomopatogenni houby
Beauveria bassiana na pokusné lokalit¢ v Zab¢icich u Brna
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GRAFICKY LIST 2:

IZOLACE ENTOMOPATOGENNICH HUB ZPUDY POMOCI ,GALLERIA BAIT

METHOD*

. Odebrané ptadni vzorky
. Vyrovnana populace larev (3.—4.

instaru) zavijeCe voskového (Galleria
mellonella)

. Pokusna jednotky — larvy exponovéany do

infek¢éniho prostiedi pidy

. Kontrola jednotek — infikované a jiz

porostlé larvy myceliem entomo-
patogenni houby

. Vlhka komirka — kde entomopatogenni

houby dokon¢i svij vyvoj (plna
sporulace)




GRAFICKY LIST 3:

IZOLACE ENTOMOPATOGENNICH HUB Z PUDY POMOCI SELEKTIVNIHO MEDIA
S FUNGICIDNI SLOZKOU DODINE S NASLEDNOU PURIFIKACI KMENE A
ULOZENI JEHO BIOMASY VE FORME Na-ALGINATOVYCH PELET

B

. Izolace entomopatogennich hub pfi

pouziti selektivniho média s fungicidni
slozkou dodine (50pg/ 1ml selek. média)

. PreCisténi izolovaného kmene pomoci

,Separacnich car*

. Kontaminace prosta biomasa

entomopatogenni houby urena
k enkapsulaci do Na-alginatovych pelet

. Primarni pelety tzv. ,,gelové kulicky®, po

vysuseni 1ze pelety dlouhodobé¢ skladovat

. Skladovéani alginatovych pelet

v plastikovych kontejnerech pfi - 20 °C
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UKAZKA ZPRACOVAN;’ DATABAZQVEHO FORMULARE TYPOVEHO KMENE PRO
UCELY CENTRALNI ~ DATABAZE ~ MYKOLOGICKE  SBIRKY  KMENU
ENTOMOPATOGENNICH HUB
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Ptiklad doprovodné dokumentace: Morfologicka charakteristika sttedové kultury uloZzeného
kmene






GRAFICKY LIST 5:
STANDARDNI METODA PRIMEHO STANOVENI POCTU JEDNOTEK

Priprava suspenze:

>

Prevedeni biomasy kmene do
destilované vody se smacedlem

Homogenizace suspenze

Naredéni (1 ml suspenze do 9 ml
destilované vody se smacedlem)

Orienta¢ni ovéfenti titru

B
iE i _
-1

Stanoveni poctu jednotek ve
specifickém poli hemocytometru:

>

Kompletace pocitaci komtrky

A

A

mm
» Naneseni suspenze |
» Sedimentace = =
» Vybrani vhodného pole g 1 mm
(uptednostnéna pole ,,C*) i
» Vhodné max. 50 jednotek v [ T8
jenom pocitaném poli
L \ A\ 1 mm
» Tolerovan rozdil mezi poli afiin
(STDV souboru) max. 15 % ! _L
» Pramér ze dvou opakovani 0.20 mm |+ k—| 0.25 mm
(z horniho a dolniho po¢itaciho
pole komirky)
A B C
BB e aa . " pramér 1 pole pramér 1 pole | prumér 1 pole
Prepocet udaju ziskanych odpoctem x1,0.1 0 x2,0.1 0 X 2’5.105
x Fedéni x Fedéni X Fedéni




GRAFICKY LIST 6:
HODNOTICI STUPNICE STANDARDNIHO TESTU KLICIVOSTI

GI Morfologické symptomy Struény popis
1. Na konidii nejsou ziejmé zadné
0 - morfologické zmény
konidie hodnoceny individueln& 2. Konidie ve vzorku maji uniformni
tvar
- 1. Konidie jsou zietelné protahle;jsi,
nabobtnalé
0.50 .> 2. Na konidii je zfetelny jednostranny
o klicek, v poméru piiblizné 1 : 0,5
konidie hodnoceny individuelné
konidie : klicek = 1:1 Velikost klicku na hodnocené konidii je
v poméru 1:1 kvelikosti matecné
1.00 konidie
konidie hodnoceny individuelné
.I —— 1. Kli¢ek je 2-3 x delsi nez mateéna
konidie
1.50 e
%Pl 2. Na mate¢né konidii jsou ziejmé 2
konidie hodnoceny individualné kratsi klicky
e =y | KliCek je vice nez 3 x tak dlouhy
jako mate¢na konidie
2.00 T e 2. Sckundarni vétveni
A 3. Dva dlouhé klicky
2.50 Na hyfach jsou pfitomny konidiofory
* s maximaln¢ ¢tyfmi konidiemi (0 —4
\fonidie na konidioforu)
hyfach jsou pfitomny konidiofory
s 3ti a vice konidiemi
3.00 —r Hodnoceno v 8 zénéch

zorného pole mikroskopu




GRAFICKY LIST 7:
FOTODOKUMENTACE K ZALOZENI

»IN  VIVO* (BIO)TESTU NA MOLICI

SKLENiKOVE (TRIALEURODES VAPORARIORUM) A NEJVYZNAMNEJSI FAZE
HODNOCENI VYVOJE KMENU ENTOMOPATOGENNI HOUBY

B

. Naneseni kapek adjustované suspenze kmene a

nasledné vlozeni puparii molice sklenikové (7.
vaporariorum) pomoci inokula¢niho ocka

. Ukazka rozmisténi 5 kontrolnich kapek a 25

kapek s puparii molice sklenikové (ve 3
fadach na 1 sterilnim skli¢ku)

. Pocatek tvorby mycelia (FDGI 1,5): Na

povrchu téla puparia jsou zaznamenana kratka
hyfova vlakna

. Masivni rast mycelia (FDGI 2,0): Okoli a

povrch puparia porostly hustym myceliem
(stereoskopicky mikroskop)

. Sporulace (FDGI 2,5 a 3,0): Na vzdu$ném

myceliu  portstajicim povrch puparia je
zaznamenana sporulace (pocatek sporulace —
2,5, plna sporulace — 3,0)







GRAFICKY LIST 8:

SCHEMA MODELOVEHO INTERAKCNIHO SYSTEMU — ZNAZORNUJE INTERAKCE
MEZI KONIDI{, POVRCHEM TELA VHODNEHO HOSTITELE A NASLEDNY VYVOJ
PATOGENA (DOPLNENO O FOTODOKUMENTACI)

Ukazka ristu mycelia na povrchu kutikuly hostitele a penetrace do hostitele pies kutikulu nebo télni otvory

Indukujici bariéry

Obranné bariéry prichyceni a aktivace
) profenoloxidaz =
Povrchové strukiury | konidie Spresomm melanizace
rchové strukiury nidie
hydrofobni bariéry AR

elektrostatické naboje L epikutikula

nizka vihkost
nizké nutri¢ni zdroje Seundérni )
mikrobialni flora :f yf:Ca i penetratni hyfa

prokutikula

Toxické lipidy a fenoly
lanned proteiny —

......

lanned proteiny + | || WY MW \ s
krystalicky protein = !

nepfipustupna a | 1 | | |
vysuSena kutikula

L1
Inhibitory proteaz - blastospory *@ hemolymfa

| epidermis ~

Schéma parazitické ¢asti vyvojového cyklu entomopatogennich hub (Hajek, St. Lager 1994)



GRAFICKY LIST 9:

POROVNANI MORFOLOGICKE CHARAKTERISTIKY (STREDOVYCH KULTUR)
PUVODNICH KMENU A APLIKOVANEHO KMENE M062 ENTOMOPATOGENNI
HOUBY BEAUVERIA BASSIANA NA POKUSNE LOKALITE V ZABCICICH U BRNA

Beauveria bassiana

B. bassiana (BBAO1) — referen¢ni kmen B. bassiana (M510) — puvodni kmen

B. bassiana (M512) — puvodni kmen

B. bassiana (M514) — puvodni kmen




GRAFICKY LIST 10:

POROVNANI MORFOLOGICKE CHARAKTERISTIKY (STREDOVYCH KULTUR) RE-
IZOLOVANYCH KMENU A APLIKOVANEHO KMENE M062 ENTOMOPATOGENNI
HOUBY BEAUVERIA BASSIANA NA POKUSNE LOKALITE V ZABCICICH U BRNA

B. bassiana (M062) — aplikovany kmen B. bassiana

B. bassiana (M521) — re-izolovany (GBM) B. bassiana — re-izolovany

— re-izolovany (GB B. bassiana — re-izolovany (SM-dod)

B. bassiana (M565) — re-izolovany (SM-dod) B. bassiana (M574) — re-izolovany (SM-dod)




