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1. Uvod

Houby sensu strictopredstavu;ji diverzifikovanou skupinu organignkteré maji diky
své vsudyfitomnosti v pirod nezangnitelnou roli. Pokryvaji oba pdély souziti dvou
organisnii — podili se na vztazich od symbiotickych az po pirazitické. Jsou to
nejvyznamgjSi rozklad&i organického materidlu ve Skale kyselého pH. Heébo
organismy, jako heterotrofni a absorbtivni orgaryisjgou vyznamnou s@ésti kolokhu
Zivin v prirock. V dnesni dob se odhaduje, Ze se navvyskytuje od 1,5-5 milioi hub,

z nichz bylo dosud popsano 100 tisic druBl toho vyplyva, Ze je znamaceo kolem 5-7%
celkové biodiverzity hub (Hawksworth 2004, Muell@rSchmit 2007, Schmit a Mueller
2007).

Houbové organismy mohou byt lidem na zaklasvych ekologickych vlastnosti
pros@sné nebo naopak. Jednou z vyznamnych taxonomickjcipin, do niz seadi
saprotrofové, parazité i saproparazité, iipateled’ Clavicipitaceae (Hypocreales:
Ascomycota). Jako ifklad lze uvést historicky déb znamou patkovici nachovou
(Claviceps purpurea)ktera endofyticky praista rostlinamieledi Poaceaea petvai jejich
semeniky nejprve v oranzova stromata, ktera seupasimeéni v cerna sklerocia. Sklerocia
obsahuiji alkaloidy (ergotaminy a ergotoxiny), kteréji silné dinky na nervovou soustavu
lidi a v minulosti, pedevSim s nastupenggtovani obilovin, si vyZadaly tisice &b (Callan
a Carris 2004). Také mnohé dalSi druhy, respelkyieh anamorfni stadia, jsou zname
produkci sekundarnich metabaliv té samé&eledi se ale také vyskytuji houby s vyraznou
entomopatogenni a mykoparazitickou aktivitou, ghapnosti infikovat hmyz a houbové
organismy. Jsou to druhy vykazujici vyznamnou noblitickou aktivitu. Mezi takové houby
pati mikromycety roduCordyceps, Beauveria, Lecanicillium, Paecilomycksgria a
Simplicillum(Seifert a kol. 2011).

Schopnosti hub parazitovat hmyzéah lidé vyuzZivat ve s prosgch v ramci tzv.
biologické a integrované ochrany rostlin n&ahu 60. let 20. stoleti (De Faria a Wraight
2007, Cock a kol. 2010). Zasadou biologické ochravayrozdil od chemické, neni totalni
eliminace Skdce, ale sniZeni jeho populace na ekonomicky Uno@oterovatelnou) Urove
(Brodeur 2012). V dnesni débe stale ¥tSi tlak na vyvoj biofipravki, které pedstavuji
mnohem Setr)Si metodu ochrany ekosystémohroZzenych kalamitami #Kci, nez

chemické posiky. Chemické posiky ¢asto ovliwuji prostedi, v mz byly aplikovany
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nebo dokonce néfznivé postihuji celé potravni pyramidy (Wermelinger 206teydari a
Pessarakli 2010). Proto se testuji agens, kte@fgyy inhibuji populace Skdce. Rikladem
je nagiklad houbaBeauveria bassiandtera se testuje ve Svycarskych narodnich parcich,
kde ma v dlouhodobém horizontu v lesnich ekosystémeabréovat kirovcovym

kalamitdm (Wermelinger 2004).

Vyzkumna praxe ukazala, Zze entomopatogenni a myhapaké houby vykazuji i
v ramci jednoho druhu rozdilné vlastnosti. Jeji¢ctov@ni Wici potencialnimu hostiteli je
nejeniizenétradou faktoit prostedi, ale také tim, jakého je dany izoldivpdu, tj. je-li
ziskan z pdy, anebo fimo z hmyzihaii houbového hostitele (Safavi a kol. 2007, Brodeur
2012).

Tato prace se zabyva entomopatogennimi a mykopiakyzni viastnostmi pti izolata
roduLecanicillium spprizného fivodu a snazi se zjistit, zda mévpd izolat vliv na jejich

schopnost kolonizovat jiné organismy.

1.1. Lecanicillium sp: systematické z@azeni

Rod Lecanicillium zahrnuje houbyfazené do odidleni Ascomycota, pododteni
Pezizomycotina, fidy Sordaryomycetesiadu Hypocreales &eledi Clavicipitaceae. Dle
nejnojSi fylogenetické studie je tateeled parafyletickd. Sung a kol. (2007B4di klad
Hypocreaceae jako sesterskou skupinu ke Claviciggta C (Obrazek 1). Ragcanicillium
je nejvice zastoupen v kladu Clavicipitaceae C2 klad rodu Cordycep} kam spadaji
krom¢ samotného rodiCordycepstaké asexualni rody hub jako pé&tecanicillium a
Beauveria, Microhilum,Verticillium¢i Isaria (Sung a kol. 2007a, b). Z fylogenetického
pohledu jeteled’ Clavicipitaceae velmi problematicka. N&gtt moderni molekularni metody
pomalu odhaluji vztahy mezi jednotlivymi skupinarhub, u nichZz se v minulosti
piedpokladalo, Ze jsou si blizcéilpuznymi (Sung a kol. 2007a). Samotny taetanicillium
byl definovan az v poslednich letech diky rozvgjiofienetickych metod (Gams a Zare
2001, Sung a kol 2001).ukodre byl na zaklad makroskopickych i mikroskopickych
podobnosti Z@zen spolu s rode®implicilliumdo roduVerticillium sekceProstrata(Gams
1971). Dvojice autdr Zare a Gams léta soimdili svou praci prayna skupinu hub v okruhu
Verticillium sekceProstrata o niz zjistili, Ze ma parafyletické usgolani (Zare a Gams,
2001). Ze vSechitye uznavanych zastupgsou tak dnes do rodderticillium s. str.iazeny
pouzectyti druhy (Gams a Zare 2001, Sung a kol. 2001, Sukgl.a2007a). Samotny rod

Lecanicilliumbyl zaveden az v roce 2001 a je synonymni diédicillium lecanii z nehoz
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byly vyclenény druhy L. attenuatum, L. lecanii, L. longisporum, L. musca a L.
nodulosumaDnes ma rod.ecanicillium24 druhi. (Gams a Zare 2001, Aiuchi a kol. 2008,
Goettel a kol. 2008). DruhVerticillium lecanii byl prvotrg popsan roku 1898
Zimmermannem jako dru@ephalosporium lecana do rodwerticillium byl presunut az v
roce 1939 (Gams a Zare 2001).

JakoLecanicilliumspp secasto oznéuji také anamorfni (tj. nepohlavni) stadia druh
Cordyceps sppei Torubiella spp.(Petch 1932, Sung a kol. 2007b), riklad anamorfa od
druhu Torrubiella alba je Lecanicillium aranearum(Sung a kol. 2007b). Morfologické
znaky rod Lecanicillium, Simplicillium, Verticilliuma Isaria jsou velice podobné. Kolonie
vétSiny druhi jsou v ténech od dlavych ges Zlutavé ke krémovym a také mikroznaky —
nag. fialidy vyrastajici v geslenech nebo jednotéiv- pati mezi ty, které se v ramci vSech
Ctyi rodi prekryvaji. Proto se néizlka stane, Ze jsou tyto rody z&miny (Sugimoto a kol.
2003, Sung a kol. 2007b, Goettel a kol. 2008)¢chtio divoda je nutné problematické
druhy/ rody o¥fovat pesrgjSimi metodami. V satasnosti jsou jednotlivé taxony
vymezovany na zaklad molekularnich znak Na druhové Urovni se upiatje tzv.
"barcoding”, coz je vlasth pomysiny carovy kod vymezujici jednotlivé druhy
standardizovanou sekvenci DNA o délce 500-800 hlmloBr¢ jako u Ziva@ichu je i k
identifikaci nekterych hub vyuzivana sekvence mitochondrialni dytom oxidazy 1CO1J).
Vzhledem k technickym potizim s jeji amplifikaadzdilim v délce zpsobené intronovymi
sekvencemi a idenditsekvenci ziskanych zZiznych druli vSak CO1 neni pro houby
vhodnym univerzalnim markerem. Schoch a kol. (204@Yo navrhl jako primarni DNA
"barcode" pro houby sekvenci Jmfch gepisovanych mezernik (ITS) transkrigni
jednotky gefi pro hlavni ribosomalni RNA (18S, 5.8S a 28S RNWYSSi taxony jsou
uréovany na zakla# fylogenetickych analyz postavenych n&tSim pa@tu kodujicich
sekvenci (Sung a kol 2007a, Nillson a kol. 2008).ukazuji, Ze je rod.ecanicilliumstale

parafyleticky (Sung a kol. 2007b) a da $edpokladat, Ze bude dale revidovan.
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Obrazek 1: Fylogenetické vztahy 91 tako¥eledi Clavicipitaceae a ostatnicleledi fadu
Hypocreales. Upraveny fylogramigvzaty z prdce Sung a kol. (2007b) je 50% majantni
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viz Sung a kol. 2007b). Zelénje vyzn&ena skupina Clavicipitacae C2, do niZ ipzen rod
Lecanicilliumspp



1.2. Lecanicillium sp: fyziologické a morfologické vlastnosti

Rod Lecanicillium zahrnuje mikromycety charakteristické tvorbou dtlyc
lahvicovitych nebo jehlicovitych 20-35um dlouhydhlid, které rostou hdi v preslenech,
nebo jednotli¢ ze vzduSnych nebo poléhavych hyf. Jednébuoé@ hyalinni konidie jsou
produkovany na koncich fialid vest¢im mnozstvi a drzi se v kulovitych nefgizkovitych
shlucich diky povrchu pokrytym mucigenni hmotouniie nejsou prasné, maji elipsoidni
tvar, povrch bez struktur a vicenémiformni roznéry — jsou 6.1 £ 0.9 um dlouhé, a 2.2 +
0.3 Siroké. Chlamydospory nejsou nikdyitpmny
(Landa 1994, Seifert a kol. 2011). Obrazek 2 zagjeyc
vySe zmigné dilezité morfoloické znaky druhu
Lecanicillium  muscarium které se na rodu

Lecanicilliumvyskytuji.

4 | Kolonie rostouci na mediu PDA (Potato
| Dextrose Agar, bramborovy agaryinistaji rychlosti
ik 15-40mm za 10 dni (Gams a Zare 2001, Feng a kol.
| 2002, Sung a kol. 2007b). Rotecanicillium je
charakteristicky pdebou vysoké relativni vlhkosti
L, = piedevsim v peatcich nakazy k optimalnimu iisghu
e o N D infekce. 97% relativni vihkosti (Relative Humidityale
jen RH) pgedstavuje optimum pro vykEni spor, pro
Obr. 2:Lecanicillium muscarium - . .
(Seifert a kol. 2011) dalsi fist potom houba vyzaduje vihkost 85-90% RH a

kultivaci pii 20-25°C (Samson a Rombach 1985).

1.3. Hostitelska specifita roduLecanicillium (Hypocreales: Ascomycota)

Rod Lecanicilliumje charakteristicky tim, Ze je schopny Zitiazivat v pirode diky
Sirokému spektru ekologickych strategii. Schopsagtrofytickéhotstu, entomopatogenni a
mykoparazitické vlastnosti podngime enzymatickowinnosti tohoto organismu zjncinni
unikatni houbovy organismus s moznosti praktickénhgiti v rdmci biologické ochrany. Je
totiz schopny usfsre kolonizovat a zabijet najlad polokidlé, brouky, motyly, mSice,
roztate a dokonce i hlistice a diiatka (Feng a kol. 2002, De Faria a Wraight 2007uhy
Lecanicillumspp. dale dok&Zou Zit coby endofyté rostlin a dapiavé v jejich fylosfée i
rhizosfée (Vega a kol. 2009, Ownley a kol. 2010). Déle gekytuji coby mykoparazité rzi
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(Jackson a kol. 2012), padli (Kim a kol. 20@&")plodnic hub (Berendsen a kol. 2010,
Piasecka a kol. 2011Rada izolah (tj. gistych kultur) byla také ziskavana ady kde se
muze tento rod vyskytovat jako saprotytparazit hmyzu, dnich hubei hadatek (De Faria
a Wraight 2007). | kdyZz mykoparazitické schopnastiu Lecanicillium byly popsany a
zdokumentovany, dosud nebylo pozorovano, Ze by zpeavaly také ektomykorhizni
mycelium, & uz v ,jn vivd' ¢i ,in vitro* podminkach. RodLecanicillium roste dobe
saprotrofé na mykologickych zivnych mediich (PDA; SDA - Sabmud Dextrose Agar,
Sabouraudlv dextrozovy agar; MEA - Malt Extract Agar, maltégoagar; Czapek-Dox agar
atd.), ale takéreéba MMN mediu (Modified Melin-Norkrans medium), kéese pouZiva
praw proin vitro péstovani ektomykorhiznich hub.

Ne vSechny izolaty rodlecanicillium vykazuji steji Sirokou ekologickou valenci.
Izolaty mtizného fivodu (tj. izolaty ziskané Ziznych substrét- prirodnich epizoocii, {dy,
hub - i z fznych geografickych oblasti) se liSi ve schopnastprotrofié rast nebo
parazitovat hmyzi jiné houbové organismy. Hostitelska specifitgpgezoruhodna vlastnost

izolati roduLecaniciuma jeji pozadi neni zcela znamo (Safavi a kol. 280@deur 2012).

Jednotlivé izolaty se mohou rasinchovat odliSé v in vitro podminkach a to nejen v
zavislosti na pouzitém mediu. Jednotlivé izolatypsejevuji odliSnostmi v rychlostiistu
kultury, v intenzi¢ sporulace, ktivosti a Zivotnosti konidii (Safavi a kol. 2007, déleur
2012). Rychlostirstu a vygZznost mycelia je zavisla na mnozstvi Zivin v mégiticemz

Lecanicilliumvzdy roste rychleji nez ektomykorhizni houby.

1.4. Biologicka a integrovana ochrana rostlin (= Rikontrola)

Pod pojmem biologickd a integrovana ochrana rostiinlze edstavit pouziti
patoger, paraziti, parazitoid, predatoli ¢i herbivorti v boji proti hmyzim Skdcim,
plevelu a houbovym a jinym infekcim zeéddlskych plodin. Slouzi ke sniZzeni hustoty
populace jiného organismu a brani tak tomu, aby d&né lokali& premnozil. Tato ochrana
je jedna z nejekonortEjSich a nejSetSich metod boje proti $kici v zengdelskych,
mestskychéi vodohospodiskych prostedich. Pomaha wgsit problém s kalamitami 8éca,
nemocemici houbovymi infekcemi v jinych nezipozenych ekosystémech (Cock a kol.
2010).

Biologicka a integrovana ochrana rostlin se provaaf pomoci klasickych, nebo

augmentativnich metod. Klasické biologické metostyj ty, kdy se do oblasti s vyskytem



invazivniho organismu introdukuje malé mnoZzstviojgtirozeného parazita, predatora nebo
patogenniho organismu, pochéazejiciho z jehwogdniho aredlu vyskytu. Ten sniZuje
populace Skodlivého organismu na unosnou ekonomidianotu a dale s nim v oblasti
pieziva. Jde o ochranuigobici v dlouhodobéniasovém horizontu. Druhou moZznosti je
augmentativni Pstup integrované ochrany rostlin. V tomtdipact se do oblasti se
Skodlivym organismem za&mé vysadi velké mnoZstvi kontrolni agens, ktera tlkye

celou jeho populaci a sama také iegje do dalSi sezony (Cock a kol. 2010).

Prvni praktické pouziti biokontrolniho agens protnyzimu Skidci se udalo v roce
1888 v Rusku, kdy byla houba, dnes znama pod jmévetarhizium anisopliaeve velkych
mnozZstvich pstovana na rmutu a posléze byla aplikovdna na Urashidenou broukem
ryhonoscentepnym Cleonus punctiventr)gDe Faria a Wraight 2007). Od konce 19. stoleti
lidstvo reguluje populace zewklsky vyznamnych 170 problematickych organisrBéhem
této doby se testovalo vice nez 7000 biologickygéna, z nichz bylo 2700 schvaleno a 170
se vyrabi komené a prodava po celém & k ochrag Urody ed vice nez 100 druhy
Skidci. Nutno podotknout, Ze s népgimi problémy s kalamitami 8Hci zemedélskych
plodin se potykaji tropické zehfCock a kol. 2010).

De Faria a Wraight (2007) ve své praci srovnavajihg (nebo poddruhy) hub
pouzivané v komen¢ vyrakénych mykopesticidech, jejich uplam a zmgsob aplikace na
napadenou Urodu. Ze 171 entomopatogennidiprgvki uvedenych komenimi
spole&nostmi na trh od 60. let 20. stoleti (43% z nicbiani Americe) bylo 14 produikt
zaloZzenych na entopatogenniaiin@ich roduLecanicillium Mezi nejvice pouzivané druhy
vSak pati druhy Entomophthora anisoplia@ Beauveria bassiangdDe Faria a Wraight
2007) V nekterych gipadech sice tyto druhy potlgi populaci invazniho organismu, ale
zarover zabijeji 1 ostatni hmyz detne prirozenych predatdr Skidce. Takové izolaty
nevyhovuji pozadavwkn kometnich producerit, ktefi testuji a hledaji biokontrolni agens s
tzkou druhovou specifitou, které specificky zalbijen konkrétni druhy idci (Cock a kol.
2010).

Lecanicilliumje piikladem rodu, ktery ma schopnost parazitovat jakobgatlé, tak i
houby. Diky tomu jsou jeho izolaty potencialnimaeém biologickych agens proti Sirokému
spektru Skdci (Milner 1997, Verhaar a kol. 1999, Kim a kol. 200¥hsari a kol. 2011,
Jackson a kol. 2012§ehoz rektefi vyrobci mykopesticid vyuZili. Nejcastji se pouziva ke



snizovani populaci bezobratlych blize nespecifikgvdruh Lecanicillium sp., v nekolika
malo produktech pak. muscariurmeboL. longisporumDe Faria a Wraighht 2007)

V Evrope se vyrobou biologickych agens zaloZenych na enpatogennich dincich
rodu Lecanicillium zabyvalo &kolik spole&nosti. Kroné spole&nosti Koppert Biological
Systems z Holandskaifsle Slo o britskou spodaost s nazvem Tate and Lyle) tu v minulosti
také misobila spolgnost Biodron z Ruska, Trichodex S. A. ze Siiska a Omya AG ze
Svycarska. Na entomopatogennictingich rodu Lecanicillium byl zaloZzen také&esky
piipravek testovany Cechach v 80. a 90. letech (Landa 1994). Jeho wjizkéak skodil
po padu Zelezné opony, kdy se dtech dostaly zahrafmi primyslow vyrab:né
bioprostedky. Registréni znamky pro pouziti fipravki obsahujicich izolaty rodu
Lecanicillium v ochrag zemedélskych plodin proti rozinym bezobratlym Sidcim
(mSicim, molicim, rozteéim, tasnokidlému ¢i dvoukiidlému hmyzu) ma dnesda zemi.
Pati mezi r¢ Finsko, Dansko, Velka Britanie, Holandsko, Francaycarsko, Italie a
Turecko. Pehled vSech ochrannych bioprodilst (Einnou houbou_ecanicilliumhistoricky
pouzivanych v boji s bezobratlymi zZi&iohy je ukazan v tabulce 1 (De Faria a Wraight
2007). \ktSina z nich se vsak jiz neprodava, protoze jgpcdducenti bd’ zanikli, nebo byly

piipravky stazeny z prodeje.



Tabulka 1: Pehled produkt zaloZzenych na rodilLecanicillium pouzivanych viznych zemich
k ochrai zengdélskych plodin ped iznymi SKidci. Frevzato a upraveno dle prace De Faria a
Wraight 2007. Podtrhané produkty jsou na trhu dastupné (aktualni k r. 2014).

Druh Jméno Cilovy Vyrobce Zemé s registratni
vyrobku organismus znamkou
L. Vertalec MsSice Koppert Biological Finsko, Svycarsko, UK,
longisporum Systems, Netherland Japonsko
Vertirril WP Molice, toulice [taforte Industrial de Brazilie
1300 BioProdutos Agro-
Florestais Ltda., Brasil
L. muscarium Verticillin ~ MSice, molice, Biodron, Russia Rusko
roztcei
Mycotal Molice, Koppert Biological Holandsko, Dansko,
trasrenky Systems, Netherlands

_Finsko, Francie, Italie,
(previously: Tate and Lyle Svycarsko, UK, Turecko,
UK)

Japonsko
Lecanicillium | Trichovert Nespecifikovan Trichodex S. A., Spain Spartlsko
sp. o]
MicroGermi MsSice, molice, Omya (Schweiz) AG, Svycarsko
n Plus trasrénky, Switzerland
roztcsi
Bio-Catch MSice, molice  T.Stanes & Company Indie
Limited, India
Biovert Rich Hmyz, hlistice Plantrich Chemicals Indie
&Biofertilizers Ltd, India
Mealikil MsSice a dalsi Agri Life, India Indie
Verti-Sin MSice, Agrobiologicos del Mexiko

trasrenky Noroeste S. A. de C. V.
(Agrobionsa), Mexico

Verzam  MSice, molice, Escuela Agricola

Honduras, Salvator,
trasrénky, Panamericana, Hondura Guatemala, Jamajka,
roztoi Nicaragua
No trade MsSice Turfal Ind. Com. Prod. Brazilie
name Biol., Brasil
Vertinat  Molice, toulice Natural Rural, Brasil Brazilie
Ago Dvoukiidli,  Ago Biocontrol, Colombig Kolumbie
Biocontrol polokiidli
Vericillium
50***
Vertisol 50 Molice Laverlam S. A., Colombie Kolumbie, Peru,
WP

Kostarika, Honduras



1.5. Testovani izolak mikromycet

Entomopatogenni a mykoparazitické houby jsouriropé velice EZzné acasto
reguluji populace hmyzu, rozt ¢i biotrofnich hub. Mycelia myko i entomopatogennich
hub jsou schopn& penetrovat chitinovouddmou sénu houby. Do hmyzu vnikaji hyfy hub
diky kombinaci fyzického tlaku a lytickych enzynmK UsgsSné kolonizaci hmyzu (a jinych
Zivocicht)) musi byt houba schopna tzv. dimorfismu, tj. sciogd na pevném materialu
tvofit mycelium a v tekutém pragdi 2Zit ve formd blastokonidii — kulovitych
jednoburénych kvasinkovitych disek, které se mnoziéknim. Tato Zivotni faze se
uplatiuje pra¥ nagiklad v hemolymé hmyzu. VzdusSné mycelium produkujici konidie
porista az mrtvé &o hmyzu. Organismus umira na nedostatek Zivinirdles orgari
a/nebo psobenim houbovych toxin(Askary a kol. 1997, Butt a Goettel 2000, Butta. k
2001, Lopez-Llorca a Jansson 2007). Mykoparazitichdivita fadu Hypocreales je
testovana posin¢ dlouho a gkteré z hub se také staly korteim biokontrolnim agens
pouzivanym proti fytopatogennim houbam (Papavi&sb1Carsolio a kol. 1999, Ownley a
kol. 2008, Ward 2011).

V ramci biologické ochrany jsou vyuzivany houbovégamismy vykazujici
predevsim entomopatogenni vlastnosti. Podrobny sezs@iomopatogennich drahhub
vytvoril Roberts (1989). Houby s nejlepSi kombinaci vi@&aininych vlastnosti maji
potencial se stat koma® vyuzivanym agens. Cesta od jednotlivych izolé komeénim
piipraviiim je dlouha a #volakd. Prvnim krokem je izolace entomopatogenaildy
z piirozeného progedi. Nasleduje jeji kultivace, determinace a temtd\jejich vlastnosti
pomociin vitro ain vivo testi. Hodnoti se nasledujici faktory: (i) hostitelskgedifita, (ii)
virulence, (iii) chovani izolatin vivo, (iv) podminky, které ovliiiuji epizoocii a (v) faktory
zabrawjici infekci. Izolat musi mit sk saprotrofni vlastnosti, aby ho bylo mozné
kultivovat ve velkych objemech, a zaravey ml v prirozenych podminkach infikovat
specifického hostitele. (Butt a Goettel 2000, Dada Wraight 2007).

In vitro testy saprotrofnihoistu mikromycet slouzi k charakterizaci jejich viasdti
a odliseni jednotlivych drdhnebo izoldl hub. Mezi zakladnin vitro metody paf test
radialniho fistu na stdovych kulturach ¢stovanych na médiu s vyvaZzenym pmem
Zivin, nagiklad PDA nebo SDA. Vzhledem k rovhémé distribuci Zivin v médiu Zisob a
rychlost Gstu na médiu odpovida tomu, jak dana houba v iddalpodminkach kolonizuje

prostedi. Cilem testu je nejendani morfologickych rozdil jednotlivych izolat, ale také

10



zaznamendéni a charakterizacé&hbghu ristu mycelia sedovych kultur kultivovanych na
PDA/ SDA médiu po dobu 7, 14 a 21tdpii konstantni teplat (Reiss a kol. 2012). Test
vytéZznosti konidii mikromycet stanovuje mnozstvi vypukdvanych konidii fi kultivaci
hub na unilém zivném médiu PDA/ SDA. Tento test m&iumaximalni rozmnozovaci
schopnosti houby v ideélnich podminkach (Reidsol. 2012, Skalicky a kol. 2013). CFU
test (Colony Forming Units) je dalSimin vitro testem standardn pouzivanym

v mikrobiologii pro bakterie a plignV ptipact anamorfnich stadii hub se na Petriho misku
s médiem, rozée sterilni kltkou definovana (objem a koncentrace spor) konidialn
suspenze. Po kultivaci v definovanych podminkacpbs®, 12, 24 a 48 hodinach ¢éaji
narostlé kolonie. Test tedy vypovida o Zivotnoskiigivosti houbového izolatu (Samson a
kol. 2010)

Hodnoceni virulence a patogennich vlastnosti tmokintomopatogenniho druhu
houby se provadi pomoti vivo testi. Jednou ze zékladnich metod je stanoveni tzvxinde
vyvoje a fistu houby (FDGI; Fungus Development and Growth dxpd#andardizovaného
Landou (1994). Principem biotestu je expozice piilpaolic suspenzi entomopatogenni
houby v podminkach sterilni vihké kanky a nasledné hodnoceniiap&hu vyvoje patogena
pomoci indexové stupnice. Na sterilni 8k se nanesou kapky suspenze o koncentraci
1x10 konidii / ml (10 kapek ve Badach) a do kazdé kapky se vloZi jedno pupariutici@k
je inkubovano v konstantni tepdor kontrolovano pod mikroskopem kazdych 24 hodin.
Infekce je vyhodnocovana dle stupnice od 0— 3 (Kowridie beze zrny; 0,5 — tvorba
primarniho kléku; 1 — sekundarnigwveni; 1,5 — p&atek fistu mycelia nadtech larev; 2 —

plny rist mycelia; 2,5 — pétek sporulace; 3 - plna sporulace; konec vyvojov@fklu).

Virulenci parazita je mozné vyhodnotit takéinpo v rdmci tritrofického systému
hostitel — Skdce — parazit, kdy se pracuje dyouze s jednotlivymi infikovanymi listy
inkubovanymi ve vilhké koiirce, nebo s celymi infikovanymi rostlinami. Molicem
infikovany list nebo cela rostlina je siema v suspenzi entomopatogenni houby o znamé
koncentraci konidii a soustava je inkubovana v famsi teplot. Pfi vyhodnocovani se
zaznamenava get Zzivych, infikovannych,¢i prokazateld mrtvych puparii (ficemz
nevykazuji pitomnost patogena) (Landa 1994, Cuthberthson aevf¢a2005).

Testy mykoparazitismu probihaji &w in vitro, neboin vivo podminkach. \in vitro
testech se testuje, jak na sebe dva houbové ongaméaguji — jestli se mezi koloniemi #o

zony inkompatibility, zda jeden z izotainhibuje st druhého, nebo ho dokonce kolonizuje,
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piipadré jak rychle (Reiss a kol. 2012). Testy fytopatoigee provadji zasads v in vitro
podminkéach, protoZe fytopatogeni jsoétSinou organismy biotrofni a oblig&wvazané na
sveho hostitele. Tyto testy probihaji v ramci afitkého systému hostitelska rostlina —
fytopatogen — mykoparazitfigemz hostitelska rostlina e byt zastoupena pouze listem
inkubovanym v Petriho misce (Quinn a Powell 1988pa celou Zivnou rostlinou (Kim a
kol. 2007). Quinn a Powell vyhodnocovali testy copgrcentualni pokryvnost infekce
fytopatogena na listu, ktera se snizovala po agplikdgopatogena na listy. Kim a kol. 2007
porovnavali poet konidii roduSphaerotheca fuliginea jednotlivych dnech po aplikaci

mykopatogena

Testovani vlastnosti izolat hub s mykoparazitickymi a entomopatogennimi
vlastnostmi je slozity proces, n&ry nacas i praci. Nicmé# vysledky neodhaluji pouze
stupei patogenity izolatu konkrétniho druhidv cilovému organismu, ale také napovidaji o

ekologiii a Zivotnich strategiickdhto mikromycet obeen
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2. Cile prace
Tato studie se zabyva rozdilnymi vlastnostrti olati rodu Lecaniciliumziskanych z

raiznych hostital. Jejim cilem bylo zjistit, zda izolatyizného fivodu maji odlisSné
vlastnosti a zdafednost® parazituji hmyzi nebo houbové hostitele. Pro teiiel byly

zkoumany a porovnavany nasleduijici vlastnosti:
* Morfologicka variabilita izolat
e Saprotrofni vlastnosti
» Mykoparaziticka a entomopatgenni aktivita

Bylo testovano, zda ma izolat ziskany z ektomykorhihouby lepSi mykoparazitické
schopnosti v porovnani se zbyvajicimi izolaty vi@@nymi z hmyzu, a naopak, jak se
chovaji izolaty z hmyzu &i houbovym hostitgim, wetné nabidnuté ektomykorhizni

kultury.
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3. Metody a material

3.1. Fivod a determinace jednotlivych izolah

Tato studie se zabyva porovnanindt priznych izolah rodu Lecanicillium spp..
Pavod izolati je uveden v tabulce 2. Jednotlivé izolaty bylykaisy odigrem a kultivaci
piislusného pvodniho vzorku \n vitro podminkach standardnimi metodami pouzivanymi
v mikrobiologii a mykologii (Goettel a Inglis 199Bills a Foster 2004). VSechny izolaty
byly kultivovany in vitro na Petriho miskach na mediu PDA. UloZeny jsou oBnd
alginatovych pelet v —20°C na ZF JU, Katedra ros#i vyrovy a agroekologie aiPJU,
Katedra Botaniky. Pro aktivaci hub byly pelety utéiy do sterilniho flow boxu
s temperovanou teplotou na 25°C a pagnpseny na PDA medium. SloZzeni PDA média a

dalSich medii pouzitych v této praci je uveden kedbdd.

Morfologické struktury byly mikroskopovany &elnym mikroskopem Olympus BX
51 a dokumentovany kamerou Olympus DP-7. Ziskaméz&élyg rozmnoZzovacich struktur
byly dale upravovany pomoci softwaru QuickPHOTO RIT 3.0 (PROMICRA).
Morfologické znaky anamorfnich stadiecanicillium spp. byly porovnavany stovacim

klicem Seiferta a kol. (2011). RoZny konidii byly pronéfeny pomoci programu ImageJ.

Tabulka 2: Rvod jednotlivych izolat roduLecanicillium

Izolat (kod ve shirce) Hostitel Misto @vodu, rok izolace
VLO02 puklice Florida, USA, 2011
NLO2 puklice Holandsko, 2008
19 Ips typhografus Sumavageska republika, 1999
Lat Laccaria laccata Novohradsko{eskéa republika, 2012
Mycotal neznamy Komeni produkt; Holandsko

3.1.1. Izolace DNA

Druhova identifikace izolét byla provedena pomoci molekularnich metod. Jako
barcode, tj. DNA markery byly pouzity viit prepisované mezernikygtre genu pro 5.8S
RNA (ITS1-5.8S-ITS2) (Sung a kol. 2007b, Kouvelisah. 2008, Nazemi a kol. 2014).

Z kultury byla vyizolovana genomova DNA pomoci Na@ktrakce zaloZzené na lyzi

burgk v alkalickém progedi (upraveno dle Werner a kol. 2002xi&é kultury izolatu rodu
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Lecanicilliumbylo do mikrozkumavky odebranakolik miligramia mycelia, k gmuz bylo
pfidano 30ul 0,5M NaOH. SEs byla dokonale zhomogenizovana sterilnimi plastavy
homogenizatory. Naslednbyly vzorky centrifugovany 2 minuty na 13800rpmyveD
mikrolitry supernatantu byly fjdany ke 20ul 0,1M TRISu (pufr tris-hydroxymethyl-
aminomethan) (tfedeni 1:10).

3.1.2. Polymerazové&etézova reakce a sekvenace

Vyizolovana DNA byla pouzita jako templat v polyraeovérettzové reakci (PCR;
Polymerase Chain Reaction). K amplifikaci 1TS1-518S2 byly pouzity univerzalni
primery profiSi Fungi (tabulka 3). Velikost amplifikovanych fpmenfi se pohybuje okolo
600-800 par bazi. PCR reakce obsahovak#sjusné primery, PPP Master mix (Top-Bio),
sterilni vodu (Top-Bio) a 1-3ul DNA dle instrukcyrobce. K amplifikaci vzork byl pouzit
nasledujici teplotni profil: denaturace 95°C/2 miasedani primér54°C/15 s; elongace

72°C/1 min ve 40 cyklech nasledovanych&asnou elongaci 72°C/5min.

PCR produkty byly pro kontrolu elektroforeticky sepvany na 1,5% agardzovém
gelu (UltraPure™) v TAE pufru se 2ul interkahd barvy GelRed™. Gel byl

zdokumentovan v UV transiluminatoru (UltraLum™) gramem ScioVisiCapture.

Vzorky byly osekvenovany Sangerovou metodou fatqoji ABI Prism 3130XL
v Laboratdi genomiky BC AWR. Sekven&ni data byla upravena pomoci programu
Geneious R6 verze 6.1.2. Editované sekvence bytgopd nastroje Blastn porovnany se

sekvencemi v databazi GenBank (https://www.ncbi.nimgov/genbank/).

Ziskané sekvence byly pouzity také pro fylogeneticknalyzu. Pro tentatél bylo 5
sekvenci ITS1-5.8S-ITS2 ziskanych z izdladbdu Lecanicillium spp doplrtno o 31
sekvenci z databaze GenBank. Vysledny dataset mgllyzovan metodou Bayesianské
inference v programu ,Mr. Bayes" verze 3.1.2. skssitLcnim modelem GTR+I+G. Strom

byl zakdenrén sekvencemi zastupeeledi Nectriaceae a Hypocreaceae.
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Tabulka 3: Primery pouZzité k amplifikaci ITS1-5.8532. ITS1F dle Gardes a Bruns (1993), ITS4
dle White a kol. (1990). VSechny primery byly syiitevany firmou Integrated DNA Technologies

Pouzity primer Sekvence
ITS1F 5 - CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA
ITS4 5 - TCCTCCGCTTATTGATATGC

3. 2. Testy hostitelské specifity i izolata rodu Lecanicillium

3.2.1.In vitro testy hodnotici saprotrofni vliastnosti gti izolata rodu Lecanicillium.

U jednotlivych izolat entomopatogennich hub byla hodnocena rychlostlrdtio
rastu. Z kazdého izolatu bylatipravena suspenze konidii o standardni koncenfratdf
v 1 ml destilované vody s 0,05% TWEEN 80 nasledowio Neubauerovy korirky byla
nanesena kapka suspenze a pomoci mikroskopu kyg¢nupa@et konidii. Rdle
standartizovaného vzorce byla¢ema jejich koncentraceomoci na koncentraci konidii
v suspenzi a adjustovan na pozadovanou koneritxd€l konidii v 1 ml vody. Pracovalo se
podle navodu uvedeného htp://celeromics.com/en/resources/docs/Article/Grinting-
Neubauer-chamber.pdf. 1 suspenze byl v sedmi opakovanich nanesena ve:fkapky do
sttedu Petriho misky o gméru 90mm s Zivnym mediem PDA. Kultury byly inkuboyan
v termostatu H konstantni teplat 25°C a rychlosti radialnihaistu byly analyzovany 21.
den po inokulaci media. Z kazdé kultury bylg¢ieny dva na sebe kolmégonery. Nasledg

byla vypaitana plocha kultury (Ped?/4).

DalSimin vitro testem, ktery otfoval saprotrofni st roduLecanicillium byl test
vytéZznosti konidii. Po tom, co byla ve vySe z#rigich kulturach vypeéitana jejich plocha,
byly vzdy dw vysporulované kultury od jedné variantiepedeny do 200 ml sfsi vody
s detergentem 0,05% TWEEN 80 a homogenizovany. \aikl suspenzi byla
mikroskopicky pomoci Neubauerovy kérky stanovena koncentrace konidii, ktera byla
nasled® piepaitena na mnoZstvi konidif na 1 rim

3.2.2.In vitro test hodnotici mykoparazitické vlastnosti na mycelth ektomykorhiznich hub.

3.2.2.1. Bvod a izolace ektomykorhiznich hub
Kultury ektomykorhiznich hub muchairka ¢ervena Amanita muscariag cechratka
podvinuta Paxillus involutuy byly izolovany z mladych plodnic hub nalezenych

ve smiSenych lesich na Prachaticku. Z pilothecila lyly sterilré vytiznuty ¥ blo¢ky o
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velikosti cca 0,5x0,5x0,2cm a ty byly ungisy do stedi tii Petriho misek s MMN médiem
s piidavkem antibiotika. Misky byly inkubovanyipgkonstantni teplat 25°C. Opakovanou
inokulaci byly ziskanyisté kultury, jejichz identita byla @é¥ena pomoci amplifikace a
sekvenace ITS1-5.8S-ITS2 dle protokolu popsanékapitole 4.1.3. s vyjimkou pouzitého
programu sestavajiciho ze 40 dykbenaturace — 94°C/1 min, nasedani primer
50°C/1 min; elongace produktu - 72°C/1:30 min rd®kanych finalni elongaci
72°C/7 min. Kultury jsou saiésti sbirky BF JU a jsou udrZzovany na mediu BAF {@plot
20-21°C. Kultury jsou featkovavany kazdyieti mesic (Repé 2011).

Tabulka 4: Seznam pouzitych medii, jejich zkratlgtaZeni.

Médium; PDA (HIMEDIA RM 666-500G);| MMN;

hazev Potato Dextrose Agar; Modified Melin-Norkrans medium

bramborovy agar

Slozeni PDA/ 39g H,O/ 1l

HO / 1l Agar Type 1/ 15¢g
Glukoza /59
Maltézovy extrakt / 3g
KH,PQO,/ 1g
(NH4),HPQ, / 0,175¢g
NaCl / 0,059
FeCk/0,0012 g
ZnSOx7H,0 / 0,0057g
CuSQx5H,0 / 0,0013g

3.2.2.2. Design experimentu

Ze fi cistych kultur obou variant byly fiezany blgéky o rozngru 0,5x0,5x0,2 cm a
kazdy bl@gek byl ve ¢tyfech replikacich sterith prenesen do sdu nové Petriho misky
s MMN médiem. Po &sici (v gipadt ¢echratky) nebo dvou (vifpad muchoniirky) byla
z jednotlivych izolal rodu Lecanicillium pripravena suspenze o koncentraci 1xk6nidif
na 1 ml vody, ktera byla po 30 pl nanesena@eht mistech cca. 15 mm od okraje misky. Po
mesici byl z kolonii ektomykorhiznich hub fignut tetik korkovrtem o piméru 1cm, ktery

byl pitenesen do 10 ml vody, a byla zji$h koncentrace konidii v suspenzi.
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3.2.3.In vivo test hodnotici mykoparaziticky efekt na rostlinnéhamykopatogena

3.2.3.1. Bvod zivné rostliny a jejiho mykopatogena.

Padli okurkové $phaerotheca fuligingaylo odebrano v srpnu 2013 v zahréidké
kolonii v Ceskych Budjovicich, kde parazitovalo listy okurek setych. Pdxylo pieneseno
do laboratee, kde bylo otiskem naneseno na lis#§i papestovanych rostlin okurek setych
(Cucumis sativusMagnoliophyta: Rosopsida: Cucurbitales), kultivaela F1. Toto osivo
poskytla Katedra rostlinné vyroby a agroekologiemZdélska fakulta Jihdeské univerzity

v Ceskych Budjovicich.

3.2.3.2. Design experimentu — 1. preventivni a @rivni efekt

Rod Lecanicillium ma mykoparaziticky &nek. Pro zjistni dopadu jednotlivych
izolati Lecanicillium sppna padli okurkovéSphaerotheca fuligingabyly provedeny dva
experimenty. V prvnim byl testovan kurativni a weitttm preventivni efekt jednotlivych

izolath tohoto mykotrofa uci fytopatogenovi.

3.2.3.2.1. Preventivni efekt

Bylo napstovano 60 rostlin okurky seté do faze dvoudligExperiment probihal
v laboratornich podminkach ve fytotronti fotoperiod 16h s¥tlo: 8h tma a teplet25°C.
Na padesat z nich byla rozpraSéema nanesena suspenze o znameé koncentraci konidii
izolath Lecanicilllum spp. Tato suspenze bylafigravena z tydennich kultur izotat
Lecanicilliumspp. rozpugnych v destilované vads 0,05% TWEEN 80 argfiltrovana ges
gazu, aby se odtllo mycelium a agar od konidii. Koncentrace kohiayla spétena pomoci
Neubauerovy &taci komirky a naedsna vodou na kor@ou koncentraci 1xT0konidii na
1 ml. Kazdym izolatemLecanicillium spp. bylo oSéeno deset rostlin a jako kontrola
poslouzilo deset rostlin ogenych vodou. Aby se zabranilo kontaminaci mezi gelivymi
izolaty a pro zaji$ni optimalni vlhkosti, byly rostliny okurek umésty po jedné do
prasvitnych plastovych s&u s vystizenym \tracim otvorem. Okurky byly ve fytotronu
rozmistny nahods. Po jednom tydnu byly na listy okurek nanesenyskatin spory
Sphaerotheca fuligineaZza 14 dni se na listech okurek objevily bilé kadoepifytického
myceliaS. fuliginea které n¢lo byt dle naSich fedpokladi parazitovand.ecanicilliumspp.
Z kazdé rostliny byl z jednoho listu napadenéholipadckorkovrtem vyiznut tetik o
praméru 1cm. Tyto tefiky byly vioZzeny do zkumavky s 10ml vody s 0,05%/EEN 80.
Vzorky byly dolie promichany s pomoci vortexu, aby se od sebe maxtlia oddlily
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konidie v lepivychretizcich. Konidie obou drdhhub byly spéteny s pomoci Neubauerovy
pocitaci komirky pod s¥telnym mikroskopem.

3.2.3.2.2. Kurativni efekt

Druhy experiment probihal obdabrs tim rozdilem, Ze byly listy okurek né&jde
infikovany Sphaerotheca fuligineaPo 14 dnech, kdy se na listech objevil bily pkvla
(mycelium a konidie)Sphraerotheca fuligineabyla na rostliny aplikovana suspenze
Lecanicillium spp. o koncentraci 1xiOkonidii na 1 ml vody. Kazdym izolatem bylo
oSeteno vzdy 10 rostlin. Kontrola byla oBema vodou. Koncentrace obou diukonidii

byly spateny z teé¢iku o ptiméru 1cm 2., 4. a 6. den po o&ti rodeniecanicillium.

3.2.4.In vivo test hodnotici entomopatogenni vlastnosti

3.2.4.1. Rvod Zivné rostliny a jejiho Sidce

Pouzité synchronizované populace molice bavinik(®émisia tabaci)pochazeji
z chowi Katedry rostlinné vyroby a agroekologie, Zstiské fakulty Jihdeské univerzity
v Ceskych Budjovicich. Molice bavinikova je zde chovana na fogith okurek setych
(opet kultivar Stella F1).

3.2.4.2. Design pokusu

Na rostliny napstované do faze dvou lisbyly nasazeny samice molice bavinikové,
které zde nakladly vajka. Po 48 h byli dosiici odstrarni a rostliny byly v plastovych
s&cich umisiny do fytotronu s konstantni teplotou nastavenou2BaC, dokud mladé
molice nedosahly 2. a 3. instaru. Poté byly rogthSeteny suspenziecanicilliumspp. o
koncentraci 1x10 konidii v 1 ml vody s 0,05% TWEEN 80. Posléze bybstliny opt
vloZzeny do plastovych 8ki a umistny do fytotronu. Hodnoceni stavu populace bylo
provedeno po 7 dnech kultivace. V populaci se htlynouparia do kategorii ,,Zivé", mrtvé*
(bez znamek infekce) a ,infikované* (mrtvé se znaémkinfekce), picemz sétenim
kategorii ,mrtvych* a ,infikovanych* dostaneme ,kurativni mortalitu“molic po aplikaci
jednotlivych izolad.

3.2.5.Statistické zpracovani dat

Pro test vlivu jednotlivych kménna saprotrofni i patogenni vlastnosti byla pouzita
analyza variance (ANOVA) v programu Statistica eer¥2 (StatSoft 2013). V ramci
saprotrofniho dstu se testovalo, zda se u jednotlivych izZolaébdu Lecanicillium liSi

rychlosti radialniho tstu kultur a vy&Znosti konidii na 1 mfmkultury, u patogennich
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vlastnosti mykoparaziticky efekt na ektomykorhihonubu. Dale se testoval vliv kurativniho
a preventivniho oSg&ni rostlin okurek na nakazsphaerotheca fuligineaV ramci
preventivni aplikace izolat Lecanicillium spp. byl pgéet napadenych ligt padlim
okurkovym na rostliaa okurky byl bran jako kovariat. Kurativni efekt bsfledovan wasove
posloupnosti studovan 2. 4. a 6. den po aplikaiati Lecanicilliuma testovalo se, zda ma
na vysledek vliv druh izolatdi ¢as. Jako posledni se testoval vliv jednotlivycHafona
mortalitu molic. K testovani signifikantnich roaiiimezi jednotlivymi kmeny byl pro
kazdou analyzu pouzit Tukeyho HSD post-hoc teshdeatrace konidii, jakecanicillium
spp., takS. fuligineav jednotlivych testech byla tranformovanérgzenym logaritmem.
Paity Zivych, mrtvych a infikovanych molic bylatgvedena na procenta, protoZe na kazdé

rostliné byl jiny pocet puparii.

Ke shrnuti vysledk a k ugeni oblasti, kde jsou jednotlivé kmeny nejefektjsi
byla pouzita analyza hlavnich komponent (Principaimponent Analysis - dale jen PCA) v
programu CANOCO 5 (Ter Braak a Smilauer 2012). Pi@Amnohorozrdrna analyza
vhodna pro data s linearnim gradientem. Jako deihmengnné byly pouZzity testované
vlastnosti jednotlivych izolét rodu Lecanicillium spp.(radialni 6st, vyg€znost konidii
vztazend na 1mmmkolonie; dale vyZnost konidii izolatu pdistajiciho ektomykorhizni
houbu, vy&Znost konidii izolatu pdistajici myceliumSphaerotheca fulliginea kumulativni
mortalita molic). Data pro tuto analyzu byla ziskgmomoci post-hoc téstv predchozich
analyzach. Na zakl&dtéchto post-hoc tedtbylo uceno pdadi efektivity jednotlivych
izolati rodu Lecanicillium spppro testované ekologické funkce a dle tohottagbdostaly
jednotlivé izolaty pro danou ekologickou funkci imadiu 1-5 (kde 5 je nevice, 1 je nejmign
Pokud se dva a vice izolaty od sebe statistickigihgltak dostaly stejnou hodnotu. Pokud

se izolat statisticky neliSil od kontroly (padlipfite), byla mu fitazena nula.
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4. Vysledky

4.1. Morfologické parametry

Morfologie nistu koloniiin vitro u jednotlivych izolai roduLecanicilliumje odliSna.
Jak je patrné z obrazku 3, skeny jednotlivych itforaaji odliSny charakter tvorby kolonie u
jednotlivych izolah. Zatimco izolat Lat &4 rozsahlé vzdusné mycelium, mycelia ostatnich
jsou spiSe poléhava. Kolonie 19, Mycotal a VLO2itvadialni zény. Izolaty 19 a Mycotal
maji Supinkatd mycelia. Mycelia vSech izdlgsou bilé nebo #avé barvy, v perifernich

castech s nddechem do krémové. Mycelia byla
podrobena testu radiélnihodstu jednotlivych
izolath (viz nize). Nejpodob¥si jsou si z hlediska
makroskopickych morfologickych znékizolaty
NLO2 a VLO2 , které byly izolovany z puklic.

OdliSnosti v morfologickych vlastnostech
byly zaznamenany také na arovni
mikroskopickych znak (tabulka 5). Obrazek 4
zachycuje mikroskopické struktury anamorfniho
stadia tj. konidiofory a konidie jednotlivych
izolati. NejmenSi konidie maji izolaty VL02 a
Mycotal, u nichz také byla zaznamenana nejmensi
variabilita ve velikosti konidii. Kulgt elypsoidni
konidie, navic v obou rozénech nej¢étSi, ma

Obrazek 3:Kolonie jednotlivych izolat =~ ) L o
rodu Lecanicillium. A — Lat, B - 19, C- izolat NLO2. Izolaty Lat a 19 maji velice variabiln

NLO2, D- VLO2, E - Mycotal

konidie.
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Obrazek 4: Fotografie jednotlivych izalatodu Lecanicillium.A: Lat — mycelium s fesleny; B: Lat
- konidie; C: 19 — konidiofor stesleny; D: 19 - konidie; E: NLO2 - konidiofor $gsleny fialidickych
burgk; F: NLO2 - konidie; G: VL02 — konidiofor stesleny; H: VLO2 - konidie; I: Mycotal —

konidiofor s gesleny fialidickych bugk; J: Mycotal - konidie. Mfitko - 20pum.

Tabulka 5: Narérené hodnoty délky a &y konidii jednotlivych izol&i. Horni index oznéuje

signifikantni rozdily v délkach konidii [um] i jejh Stkach [um] dosazené v Tukeyho HSD post hoc
testu. Hodnoty ozrigné stejnym indexem se statisticky neliSi. ,a“ &opa nejvyssSi hodnotu.

Hodnoty gedstavuji pimery z délek a $ek jednotlivych izolat + stedni chyba pgimeru, p<0,05.

Izolat Délka konidie (pramér=SEM) [um] Si¥ka konidie (pramér+SEM) [um]
Lat 4,03+0,12 1,60+0,08
19 4,33x0,1% 1,81+0,03
NLO2 4,90+0,10 2,03+2,03
VL02 3,37+0,05 1,73+1,78
Mycotal 3,24+0,06 1,47+1,46
ANOVA F4: 514752,6; p<0,001 k2. 514750,97; p<0,001
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4.2. Molekularni a fylogenentické analyzy

Sekvence ziskané z Labor&ogenomiky BC AR byly zadany do genomové

databdze GenBank ( http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Xekaji na pidéleni identifikanich

¢isel. Pro identifikaci izoldt byly sekvence pouzity k prohledani databidze GekBan

nastrojem Blastn. Z vysledkledani byly vybrany nejpodotysi publikované sekvence. Na

zaklad teéchto kritétii mohli byt ti izolaty rodu Lecanicillium zarezeny do druin L. cf.

lecanii (Lat) aL. cf. attenuatum(I9, VL02). NLO2 a Mycotal vSak vykazovali shode s

sekvencemi anotovanymi jaKko. cf. lecaniia L. cf. muscarium(tabulka 6). Proto byl s

pomoci dalSich 26 ITS sekvenci vybranych z datalizeeBank na zakla&dvérohodnosti

zdroje a dosazené indentity vytea fylogeneticky strom, ze kterého je &tidze naSich &

izolati nalezi do roddecanicillium.Pro jednoznéné ukeni jednotlivych druth a vytvaeni

dohkie podpaené fylogenetické hypotézy by bylo nutné pouziewieri, nagilad velkou a

malou ribozomalni podjednotky 18S a 28S rDNA. Amalyhicmén jednoznané prifadila

izolaty NLO2 a Mycotal do druhu. cf. lecanii(obrazek 5)

Tabulka 6. Vysledky identifikace izofatle sekvence ITS.

Izolat Druh Ger:gank Identita | E-hodnota Citace

NLO2 L. lecanii EF513000 100% 3e-176 Kouvelis a kol. 20(

L. muscarium NR_111096] 100% 3e-176 Zare a kol. 2000
Mycotal L. lecanii EF513000 100% le-175 Kouvelis a kol. 20(

L. muscarium NR_111096] 100% le-175 Zare a kol. 2000

Lat L. lecanii FJ515771 99% 0,0 Diaz a kol. 2009
19 L. attenuatum AB378513 100% 0,0 Sukarno a kol. 200
VLO2 L. attenuatum AB378513 96% 0,0 Sukarno a kol. 200
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Obrazek. 5: Fylogeneticka analyza 26 ITS sekvendatabdze GenBank, k nimZ byléiiazeno 5
sekvenci izoldt rodulLecanicilliumspp. Fylogeneticky strom s 50%t§inovym konsenzem pro ITS
rDNA byl vytvoren metodou bayesianské interference v programu klye8 verze 3.1.2. se
substiténim modelem GTR+I+G ip 2 milionech opakovanich. Jako ,outgroups” bylyupity
sekvence celedi Nectriaceae a Hypocreacea®ysvtlivky: mycotal=Mycotal, NL2=NLO02,
LAT_C1l=Lat, VL2=VL02, 19=I9.
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4.3.In vitro testy: saprotrofni rast

Pomoci dvoun vitro testi byl charakterizovan saprofytickyist a schopnost tvorby
konidii v optimalnich podminkacheép izolata rodu Lecanicillium.V testu radialnihoistu
byl prokazan statisticky signifikantni rozdil mgednotlivymi izolaty, vzajemé& se neliSily
jen izolaty NLO2 a VLO02. V testu produkce konidkidy se koncentrace konidiigpaetly
na milimetr étvereEni kultury, se hodnoty statisticky liSily ve vSeptipadech. Konkrétni
vysledky se nachazeji v tabulce 7.
Tabulka 7: Hodnoty radialnihdgstu [mmz] a koncentrace konidii na PDA mediu. Horni indexcina

signifikantni rozdily mezi testovanymi izolaty. Wené hodnoty igdstavuji piimeérytstredni chybu
prameru.

<6d v shirce Koncentrace konidii/mm? x10° Radialni rist [mm?]
(xSEM) (xSEM)

Lat 6,2 (x0,3) 3616,9 (+22,0)

19 17,7 (0,6 2868,7 (25,9
NLO2 4,34(+0,1Y 2388,4 (+12,4)
VLO02 1,9(x0,0¥ 2419,4 (12,19

Mycotal 10,3+0,4) 2734,9 (¥27,3)
ANOVA Fu157615,4; p<0,001 Fu, 657519,9; p<0,001

4.4.In vitro testy: mykoparaziticky rast

Mykoparaziticky fist byl testovan ¥n vitro podminkdch na dvou mykorhiznich
houbach - muchofmce cervené Amanita muscarip a ¢echratce podvinutéP@xillus
involutug. Predpokladalo se, Ze rodLecanicillium kolonizuje mycelium obou
ektomykorhiznich hub a vysporuluje ngmm V péipadt ¢echratky ale ani jeden z izolét
nebyl schopnyirstu na jejim myceliu. Vifpac muchoniirky porostlo Lecanicillium ve
vSech pipadech kolonie jejiho mycelia a dochazelo k mdsisporulaci. Z grafu na
obrazku 6 je patrné, Ze nej@sSpejSim izolatem byl 19. Mycotal nebyl signifikartrodliSny
od 19, ale ani od izoldtu NLO2 a VLO2. Néje dopadl paradoxnizolat Lat, vyizolovany
z mykorhizni houby.accaria laccataV tabulce 8 jsou zaznamenanyupgry, jejich stedni
chyba a signifikantni rozdily mezi testovanymi étylLecanicilliumspp.
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Lun{1x107 konidii/mm® mycelia

[] i i i i i
Lat 19 MLDZ VLDZ Mycotal

Obrazek 6: Paraziticka interakce izdlaecaniciliumspp. s myceliem\. muscariaHodnoty na ose
Y predstavuji koncentrace konidii vztazeny na jednotdachy. Data byla transformovéana
piirozenym logaritmem.

Tabulka 8: Koncentrace konidii vyprodukovanych jetthaymi izolaty rodu Lecanicillium na
myceliu A. muscaria Data prosla transformactimpzeného logaritmu. Indexové hodnoty osma
signifikantni rozdily mezi hodnotami jednotlivyclzoiati, pricemZz pismeno ,a“ zré& izolat
s nejvySSi dosazenou koncentraci konid€0(p5).

Izolat Ln (koncentrace konidii/ mm*x10* (:SEM))
Lat 7,4 (x0,3)
19 8,9 (0,1
NLO2 7,5 (£0,2)°
VLO02 7,5 (0,35
Mycotal 8,5 (+0,3™
ANOVA Fu 2775, p<0,001
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4. 5.In vivo testy: mykoparaziticky efekt

V ramci test mykoparazitickéhoustu byly také provedenin vivo experimenty,
které probihaly v tritrofickém systému okurka setdpadli okurkové —Lecanicillium
Hlavnim hodnoticim kriteriem byla produkce konidiolati Lecanicillium spp. a zarove
padli okurkového $phaerotheca fuligingavyjadiena jejich koncentraci. ProtoZze jsou
konidie padli okurkového tésh 10x wtSi nez konidie produkované roddrecanicillium
spp., jednotlivé izolatyecanicillium spp. se vyznamnodliSovaly v produkci konidii ve
srovnani s negativni kontrolou £Fss) =98,38, p<0,001). Izolat 19 potlih produkci konidii
padli okurkového nejvice a vyznaise liSil také od efektuifpravku Mycotal. V grafech
na obrazcich 7 a 8 jsou zaznamenany koncentracalikgadnotlivych izolati rodu

Lecanicilliumas. fuligineapti preventivnim a kurativnim oeni rostlin okurek setych.

V pripact aplikaceLecanicilliumspp. ged padlim okurkovym, tedy preventivne
smyslu biologické ochrany, vyprodukoval izolat VLOZignifikantre mére konidii
(F5,84715,22; p<0,001). Naopak izolat 19 sporuloval naglé zarovie témet potletil tvorbu
konidii rostlinného patogen8. fuliginea.NejvySSi koncentrace konids. fuligineabyly

piirozere nantteny v kontrole (Ctrl). Vysledky jsou shrnuté v tédmu9.

Sireni biotrofniho patogen@. fuligineana rostliré vypovida o Zivotaschopnosti jeho
rozmnoZzovacich partikuli, tj. v tomtofipad konidii. Pa@et listi okurek infikovanych
padlim se vyznaminliSil v zavislosti na pouzitém izolatuecanicilliumspp. Celko¥ mohly
byt infikovany maximala 4 listy. Prvni list byl infikovan urie. Na zbylé i listy se padli
Sitilo samostaté. K potlateni Sfeni infekce doslo pouze wipad izolatu 19, ktery rejme
efektivne omezil Zivotnost konidii padli okurkového. Maxim@al paiet pirozere
infikovanych listi se objevil pouze vifpad kontrolni varianty. V fipact izolatu Lat, byl

infikovan maximalg dalSi jeden list a vifpact VL02 a NLO2 dalSi dva listy.
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Obrazek 7: Preventivni efekt. Zmy v produkci konidii jednotlivych izolatroduLecanicilliumspp.
a S. fuligineal5. den po aplikacs. fuliginea.Hodnoty gedstavuji ptmer a stedni chybu piméru
(SEM).

Tabulka 9: Vliv preventivniho o&eni izolaty Lecanicillium spp. na koncentraci konidii padli
okurkového $phaerotheca fuligingaa koncentrace konidii izolatLecanicillium spp. v loZiscich
padli okurkového. Data byla transformovara&gzenym logaritmem. Hodnotyf@dstavuji pikmér a
stredni chybu piméru (SEM). Horni index ozriaje signifikantni rozdily mezi testovanymi izolaty.

(p<0,05).

Koncentrace konidii 1x1d v 1 ml Koncentrace konidif 1x10v 1 mi
suspenze
Izolaty suspenze -
Sphaerotheca fuliginea -
Lecanicillium spp.
Lat 0,44+0,02 6,069+0,19
19 0,05+0,03 6,83+0,19

NL 0,63+0,02 6,11+0,19"

VL 1,31+0,04 4,16+0,19
Mycotal 1,38+0,02 6,02+0,19
kontrola 2,82+0,19 0,00+0,19
ANOVA Fs83=12,31; p<0,001 F82~98,38; p<0,001
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Kurativni efekt izolai Lecanicilliumspp. ve smyslu biologické ochrany na rozvoj a
Siteni padli okurkového na rostlinach okurek byl hasimopo 2, 4 a 6 dnech po aplikaci
konidialni suspenze jednotlivych izaldtecanicillium spp. formou posgku. V piipac
tohoto zfisobu oSéeni okurek se tedy také hodnotilipéh infekceLecanicilliumspp. Ve
v prvnim a nejvySSi v poslednim dni¢hani. Z grafu na obrazku 8 je patrné, Ze k¥om
koncentrace konidii izolatrodu Lecanicilliumrostly i koncentrac&. fuliginea.lzolatem s
nejvyssim mykoparaziticnym efektem byl 19, kterpgukoval nejvice vlastnich konidii a
také nejlépe pottaval sporulaciS. fuliginea.Viabec nejnizsi produkce konidd. fuliginea
byla zaznamenana po aplikaciizolatu NLO2. IzoldtO¥ naopak vykazoval nejnizsi
produkci svych konidii a konidis. fulugineanaopak bylo v jehoffitomnosti dokonce vice
nez v kontrole. Lze tedy usuzovat, Ze mykopardgitiefekt izolatu NLO2 je minimalni.
Vysledky jsou shrnuté v tabulce 1¥jg@mz vysledky statistickych hodnot analyzy variance
pro sledované faktorycds, izolatLecanicillium spp.) jsou uvedeny v tabulce 10. Tyto

faktory signifikant® ovlivnily produkci konidii u obou houbovych organ.
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Obrazek 8: Zrny koncentraci konidii izolatLecanicilliumspp. aSphaerotheca fuligineacase i
kurativni aplikaci Lecanicillium spp. Zmény v produkci konidii jednotlivych izolat rodu
Lecanicillium (F ,261=70,18; p<0,001) &phaerotheca fuliginea pribéhu Sesti dit (Fp, 26:737,1;
p<0,001) po aplikaci jednotlivych izofarodu Lecanicillium na infikované rostliny okurky setg.
fuliginea.Hodnoty na ose Yigdstavuji koncentraci konidii v 1ml vodyata prosla logaritmickou
transformaci.

Kontrola koncentraci konidii v suspenzi druhy dero mplikaci izolah
Lecanicilliumspp. ukazala, Ze izolaty 19 a Lat ve srovnani §LVL0O2 a pipravkem
Mycotal velmi rychle a intenzivh sporuluji. Ctvrty den se sporulace izolét
Lecanicilliumspp. vyrovnala, ale kmen I19fgsto sporuloval nejintenzigji. Prekvapi,
izolat NLO2 sporulaci¢tvrty den vyznamé navysil, obdob# jako pipravek Mycotal.
Vyhodnoceni koncentraci spor Sesty den experimguivrdilo intenzivni sporulaci u
jednotlivych izola s vyjjimkou VLO2, u kterého byla koncentrace kanhid suspenzi
vyznammié nizSi ve srovnani s ostatnimi izolaty. Paraiekoncentraci konidii izolét
Lecanicillium spp. byla ve stejném vzorku hodnocena koncentkacédii Sphaerotheca

fuliginea Koncentrace konidii sice Sesty den vyznamtoupla, coZz by mohlo nazfevat,
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Ze mykoparaziticky efekt izohatlLecanicilliumspp. neni tak vyznamny, je vSak nutné vzit
v potaz, Ze (i) intenzivni kolonizaci (kter&asem vaziistd) myceliemLecanicilliumspp. se

konidie padli intenzivé odlamuji a (ii) nedokazeme di; zda jde o Zivotaschopné konidie
z pavodni kolonie padli, jejich staani klicivost. Statistické zhodnoceni sledovanych faktor

¢as, izolat a izolat v€as jsou uvedeny v tabulce 10.

Tabulka 10. Statistické hodnoty pro sledované fgk{®as, izolatLecanicillium spp.) hodnocené
v experimentu, kde izolatyecanicillium spp. byly aplikované na rostliny okurek infikovahy
padlim okurkovym. (g0,05)

Faktory F p
Cas Fua, 10751,7 p<0,001
Izolat F(lO, 500):38,6 p<0,001
Cas vs. izolat Feo, s0074,5 p<0,001
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Tabulka 11. Rozdily v koncentraci konidii padli dkevého a_ecanicilliumspp.v 1x16v 1
ml suspenze dnem sledovaného obdobi tj. 2., 4. a 6., den pd&aqilizolati Lecanicillium
spp. Data prosla logaritmickou transformaci. Hongliexy oznéauji signifikanci dosazenou
na zaklad Tukeyho HSD post hoc testuigemsz ,a" je nejvyssi hodnotgp€0,05)

Odbér vzorku ol Koncentrace konidii 1x1d v 1 ml suspenze
Sphaerotheca fuliginea Lecanicilliunspp.
Lat 0,10 (+0,04) 17,2 (¢3,6}"
19 0,15 (+0,03) 33,4 (+13,0)
NLO2 0,19 (+0,04) 3,9 (+1,6¥
2. den VLO02 0,27 (0,04 0,4 (x0,1%
Mycotal 0,19 (+0,05) 17,4 (6,6}
Ctrl 4,46 (x0,79) 0°
ANOVA Fs.8474,5; p<0,001 F.84729,6; p<0,001
Lat 0,15 (0,07 9,9 (£3,8)
19 0,26 (20,07 64,0 (+4,9)
4 den NLO2 0,16 (+0,08) 32,8 (+6,4)
VL02 0,20 (20,02 3,1 (x1,0§
Mycotal 0,35 (+0,33) 32,7 (#5,1)
kontrola 0,30 (+0,04) o°
ANOVA Fi5.84=0,26; p=0,93 F.as= 33,6; p<0,001
Lat 0,71 (x0,09f 33,6 (+9,6)
19 0,77 (+0,28¥ 110,0 (+9,6)
6. den NLO2 0,27 (0,09 34,2 (+7,3)
VL02 1,30 (20,37 5,6 (+0,9Y°
Mycotal 0,53 (+0,13¥ 67,8 (+10,6)
kontrola 1,05 (+0,19) 0°
ANOVA Fis.sa= 2,81; p=0,02 F84=29,0; p<0,001

4. 6.In vivo testy: Entomopatogenni efekt.

Poslednimin vivo testem byl test entomopatogenniho efdk#eanicillium spp. na
molice druhu Bemisia tabaci.V tabulce 12 jsou shrnuty zakladni popisné sihyist
jednotlivych izolah spolu se signifikantnimi rozdily mezi efekty jediych izolath na
kumulativni mortalitu molic. Z tabulky vyplyva, Zeolaty Lat, 19 a NLO2 nemaji v rdmci

kumulativni mortality na molice vyznamarodliSny efekt. Mycotal je signifikanénhorsi
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entomopatogen, nez zndima trojice a VL0O2 ma naopak lepSi entomopatogerastnosti

nez ostatni izolaty. V grafu na obrazku 9 jsou mn&ny procenta vyskytu Zivych, mrtvych
a infikovanych molic. Kategorie ,mrtvé" znamena, bgly molice mrtvé bez znamek
infekce, to ale neznamena, Ze nebyly infikovandelarie,infikované“ zahrnovala jedince
mrtvé nebo Zivé, ale vZdy s jasnou houbovou infelkeitle. Jen infikované molice jsou
zdrojem seknudarnich infekci neparazitovanych méiemulativni mortalita je nejvySSi u

izolatu VLO2. V kategorii infikovanych nejsou mezolaty signifikantni rozdily.

Tabulka 12: Winnost jednotlivych izoldt roduLecanicilliumna synchronizovanou populdemisia
tabaci. Hodnoty jsou piméry z procent Zivych, mrtvych a infikovanych molic stedni chyba

priameru.
olét Mrtvé Infikované Kumuls:il:l/rrrllié:nfgaElita %
(Pramér +SE) (Prameér = SE) -
LAT 30,92 (1,8 40,92 (+5,3) 71,84(+5,8%"
19 35,86 (+3,56Y 34,01 (3,44 69.87 (+3,32
NLO2 36,26 (+4,00% 30,14 (+4,63) 66,40 (+2,63)
VL02 54,23 (+7,59) 20,59 (+3,94) 74,81 (4,07
Mycotal 34,29 (+3,37f 20,01 (+0,70) 54,30 (+3,93)
Ctrl 21,18 (¢3,21) 0.00 21,18 (3,219
ANOVA Fis.127 5,06 Fo.12717,72 Fe125 26,17
p=0,01 p<0,001 p<0,001
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Obrazek 9: Winnost jednotlivych entomopatogennich hub rodecanicillium na
synchronizovanou populadBemisia tabaci.Na ose Y jsou vyobrazena percentualni
zastoupeni jednotlivych kategorii molic. Mezi izyla byly signifikantni rozdily
(F(5112): 23.204; p<0.001) p£0,05).

4.7. PCA analyza
Ke shrnuti vysledk a ukeni oblasti, ve kterych jsou jednotlivé kmeny

nejefektivrEjSi, byl vytvaen graf PCA (Obrazek 10). Z grafu je patrné, Zeu jspolu

T

proménné ,vy&znost konidii¥, ,mykoparazitismus na ektomykorhiz(ECM) houlg” a
.saprotrofni fist* pozitivrneé korelovany. ,Kumulativni mortalita molic* je oddhto #i
promennych korelovana negativnDale z @) také vyplyva, Ze izolaty Lat, 19 a Mycotal
maji skwlé vlastnosti radidlnihotstu a 19 a Mycotal nejlépe kolonizuji mycelium
ektomykorhizni houby. VL0O2 byl nejefektig$i, co se tye kumulativni mortality molic.
NLO2 je izolat, ktery byl v porovnani s ostatninejmere efektivni, a v gkterych gipadech

se jeho tinky neliSily od kontroly.

35



1.0

Kumulativni mortalita éVLO2
molice

Mykoparazitismus
rostlinny patogen

Lat o
Mycotal
Radialni Y NL0§
saprotroficky
rust 19

- Mykoparazitismus
ECM houba

Vytéznost konidii
2] saprotroficky rust

-1.0

Obrazek 10. Analyza PCA s vyobrazeni#ti zolati roduLecanicilliuma jejich vztali
k peti ekologickym funkcim, nadz byly testovany. 1. osa vy&luje 73,82 % variability,
1.a 2. osa vysitluji dohromady 95,98 % variability.



5. Diskuze

Tato prace porovnav&ipuznost, morfologickou variabilitu a saprotrofnpaogenni
vlastnosti gti izolati rodu Lecanicilliumspp. Izolaty VL0O2 a NLO2 byly ziskany z puklic a
19 z lykoZrouta smrkového. Mycotal je holandsky latni preparat pouzivany k hubeni
molic a tasrének. Lat je izolat rodu ecanicillium ktery byl vibec poprvé nalezen na
myceliu ektomykorhozni houby, konkréttakovky lakové (accaria /accata Agaricales:
Basidiomycota). Zatimco VL02 pochazi z Floridy, ai$y ostatni izolaty jsou evropského
puvodu. Mnozi authh ukazali, Ze se izolaty stejného druhu/ rodu izalté z éznych
organisnfi chovaji jinak (Brodeur 2012, Rojas a kol. 2013ang a kol. 2013). Cilem této
prace bylo zjistit, zda je tomu tak téz kigac rodu Lecanicilliuma zda fivod izolatu
souvisi s jeho morfologickymi a fyziologickymi viasstmi.

5.1. Taxonomie
Jednim z cil prace byla identifikace vSech izaldflLat, 19, NLO2, VL0O2 a Mycotal)

pomoci tzv. "barcodingu" (viz kapitola 1.1.) Za témelem byly pouzity vnini
piepisované mezerniky (ITS; Internal Transcribed 8pa€etrne genu pro 5.8S ribozomalni
RNA (ITS-1 ,5.8S rDNA a ITS-2) (White a kol. 199Q)de o sekvenci, ktera vykazuje
vysokou variabilitu, a tak velice ditd odhaluje druhovou biodiverzitu. Na zakiad
prohledani databaze GenBank a fylogenetické anapimyedené v ramci této studie
(Obrazek 5) bylo mozné izolatyigadit k drulim L. cf. lecaniia L. cf. attenuatuma to
véetre izolatu Mycotal, o 8BmZ holandska spateost Koppert Biological Systems (2012)
uvadi, Ze jde o druh. muscariumTento Udaj pebira ¥tSina praci (Cuthbertson a Walters
2005, Goettel 2008)Fargues a kol. (2003) vSak na zaklamsobni komunikace s R. A.
Hallem uvadji, Ze Mycotal je anglicky izolék. lecanii (kmen KV01) izolovany z molice

sklenikové,Trialeurodes vaporariorunfHomoptera: Aleyrodidae).

Priklad Mycotalu tak pedstavuje typicky problém sdavanim mitosporickych hub,
které jsou sicasto podobné jak morfologicky, tak i fyziologickgpz zn&né komplikuje
jejich spravné taxonomické izzeni (Sugimoto a kol. 2003, Sung a kol. 2007b,t8ba
kol. 2008). Az nastup ipsrEjSich molekularnich metod umoznil j&&i vymezeni
jednotlivych druli. Jak bylo vySe zmimo, pro determinaci hub se stékesgji vyuziva tzv.
barcoding. | tato metoda ma vSak mnoho omezennifPntakovym je nutnost srovnani
sekvenci s databazemi. Kikladu véejna databdze GenBank — jedna z &djeh a
nejpouzivagjSich databazi — fize obsahovat chyby vzniklé rifidad Spatnou determinaci
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druhi hub ¢i zdmenou vzorki a ma stale zra¢ omezené taxonomické pokryti, jelikoz
obsahuje necelé jedno procento z celkové biodityetnib (které je 1,6 - 5 milianhub;
Hawksworth 2004). Velkym problémem je také vnitnduova variabilita, ktera se liSi u
raznych skupin hub (Nilsson a kol. 2008). Obornikah K2000) ukazali naifkladu rodi
Paecilomyces AschersoniaZe genetickd variabilita roste od speciélise generalisim.
Rod Peacilomycesna kosmopolitni rozgni, Sirokou Skélu hostitiel(Insecta a Acari) a
velkou produkci prasnych konidii, na rozdil od ro@éischertoniaktery ma areal omezen
pouze na tropy a subtropy, je vice hostitelsky ifjo&g (Aleyrodidae nebo Coccida@) jeho
disperznim mechanismem je specialntippad zoochorie, kdy nakazeny jedinec
porostly myceliem s pyknidami obsahujicimi mucigekonidie kontaktem infikuje zdravé

jedince.

5.2. Morfologické a saprotrofni vlastnosti

Morfologické vlastnosti jsou jednim z poznavacictakh jednotlivych druli. Mnohé
studie ukazuji na skutrost, Ze setzné izolaty jednotlivych druli rodi hub ziaddu
Hypocreales liSi ve svych makro- i mikroskopickymorfologickych znacich (Kryukow a
kol. 2010, Ward 2011), coz tato studie potvrzujehier a Buckley (2005) ukéazali na
izolatech druhuBeauveria bassianae se morfologie jejich konidii liSi podle gedigkého
arealu jednotlivych izolét Uk&zali také, Ze jsou si jednotlivé izolaty fybogeticky
piibuzrejsi v rdmci geografického arealu nez podle svéhatitete. V gipad zde
studovanych izolét rodu Lecanicillium je tomu, zda se, naopak. Na zaklad
makroskopickych morfologickych vlastnosti jsou sjpodobrjSi izolaty VL0O2 a NLO2,
které sice dle ITS sekvenci giatio jinych druti (Obréazek 5), ale maji spaéley hostitelsky
organismus (tabulka 2). Na zakéaeklikosti a tvaru konidii iizeme pak izolaty roztit do
téi skupin: (i) VLO2 a Mycotal, které maji malé valie konidie (~3,30um), (ii) Lat a 19 se
stredre velkymi valcovitymi extréma variabilnimi konidiemi (~4,15um) a (iii) NLO2, kig
ma nejétsi elipsoidé kulaté konidie (~4,90um). Vtomto ohledu nejsou zime

morfologickymi izolaty Zadné vztahy.

Schopnostitistu a produkce mycelia testovanévitro na ungélém mediu vypovidaji o
saprotrofnich vlastnostech tohoto organismu a ykajak patogenni houba feZiva
v definovaném progedi (nap. v pade). Vlastnosti izolai jako je produkce konidii, tvorba
mycelia, popipact klicivost konidii mize byt ukazatelem virulence jednotlivych izélat

(Rivas a kol. 2014). Fyzikalni vlastnosti vlastngstostedi, v #gmZ se houby vyskytuji
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(teplotaci vihkost) ovliviiji jejich fyziologické vlastnosti (Wraight a ko2000). V ramci
fadu Hypocreales, skupiny Clavicipitaceae C bylydstané saprotrofni a patogenni
vlastnosti rod Lecanicillium, Isaria,Beauveriaa Simplicillium (Fargues a kol. 1997, Aiuchi
a kol. 2008, Kim a kol. 2010, Kryukow a kol. 20Ierrefa a Pringle 2003, Ward 2011,
Cabanillas a Jones 2013). V testech saprotorfriatnosti se ve&Sin¢ piipadi sledovalo,
jak jednotlivé izolaty reaguji nazné teploty Aiuchi a kol. (2008) se zabyvali saprotrofnimi
vlastnostmi druhuVerticillium lecanii (syn. Lecanicillium spp. dle Zare a Gams 2001).
Sledovali, jak izolaty druhw. lecanii reaguji svym radialnimiastem na teploty 5-35°C.
Uké&zalo se, Ze teplotni optimum pro izol&tylecaniibylo 20°-25°C a teploty 5 a 30°C pro
né predstavuji mezni hodnoty. Barbosa a kol. (2002) astali, jak se liSi radialnitst a
vytéZznost konidii druhwV. lecanii na rekolika nejznamijSich Zivnych meédiich, fiptemz
zjistili, Ze tento druh roste nejlépe na zivng$p PDA. V této studii jsme tedy izolaty rodu
Lecanicilliumke studiu radialnihotstu a vy&znosti konidii kultury pstovali v optimalnich
podminkach — tj. na PDA a v 25°C. NaSe vysledky zuka Ze testované izolaty
Lecanicillium se na Zivné {od¢ chovaji odliSg. Zajimavé je, Ze se od sebe v hodnotach
radialniho #istu neliSily pouze dva izolaty, a to NLO2 a VLO2kané z puklic (tabulka 7).
Tyto dva izolaty nily zarovei i nejnizsi, by signifikantré odliSné, vygznosti konidii. Pra¥
produkce konidii ma podle mnohych auitdéorelovat s virulenci izolatu (Rivas a kol. 2014,
Wraight a kol. 2000). Ostatni izolaty se od sebesefeopnosti irstu kolonie a vyiZnosti
signifikantre  liSily, ptficemZz nejlépe tvwdl mycelium izolat Lat vyizolovany

z ektomykorhizni houby a nejvice konidii produkolaizolovany z lykoZrouta.

5.3. Mykoparazitismus a entomopatogenni efekt

Rod Lecanicillium je znamy svymi mykoparazitickymi vlastnostmi. Dokaz
kolonizovat rzi (Jackson a kol. 2012), padli (Kinka. 2007), mitosporické houbyceledi
Eurotiales (Benhamou a Brodeur 2000), ektomykoihinitky koreni rostlin (Tedersoo a
kol. 2009)¢i plodnice saprotrofnich hub (Berendsen a kol. 2(Ri@asecka a kol. 2011).
Mnoho odbornych praci se zabyva patogeniteganicillium spp. Wc¢i padli okurkovému
Sphaerotheca fuligine@/erhaar a kol. 1999, Kim a kol. 2007, Goettelah R008). V této
praci bylo padli okurkové pouzito k vyhodnoceni mg#razitickych viastnosti studovanych
izolati, které byly pouZity k preventivnimu i kurativnineeteni rostlin. Byl hodnocen jak
pocet konidii izolat roduLecanicillium,tak i paiet konidii S. fuligineaVerhaar a kol. 1997

v in vivo testech jediného izolatu probihajicich na listedhetrino miskach ukéazali, Ze rod
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Lecanicilliumdokéaze st saprotroft a Zivit se pouze exudaty vyléenymi rostlinou. Dale
také prezentovali vysledky preventivniho a kurdtn oSeteni rostlin, kdy poital
procentualni pokryti listu infekcS. fuliginea Z jeho vysledl je zZejmé, Ze aplikace
Lecanicillium jako mykoparazita je vhodjsi pro preventivni oSgni rostlin. Kim a kol.
2007 se zabyvali kurativnim efektem Sesti izokitdu Lecanicilliumna infekciS. fuliginea
pii oSeteni rostlin 8., 11. a 15. den po aplik&cifuligineaJejich vysledky ukazuiji, Ze pty
konidii S. fuligineaklesaji s pibyvajicimi dny po aplikaci izolét rodu Lecanicillium. V
nasem experimentufipkurativni metod oSeteni vSak péty konidii padli okurkového
rostou. Neni vSak mozné ditr Zivotaschopnost a Klivost €chto konidii. Proto jsme tedy
,VYSi mykopatogenity” stanovili jako get konidii vyprodukovanych jednotlivymi izolaty
vztazenymi na plochu listu. Jako nejvhé@inizolat k parazitacBphaerotheca fuliginebyl
touto metodou vyhodnocen izolat 19 @r&vce i preventivnim pouziti. Ma nejen nejvyssi
vytéZznost konidii na plochu listu infikovaného padlikudkovym, ale také nejlépe patige

sporulaciS. fuluginea.

V této praci se diky izolatu Lat také poprvé teatoyjak uspsre jednotlivé izolaty
kolonizuji mycelium ektomykorhizni houby. Ra@canicilliumpati mezi nejhojijsi houby
spojované s prosdim kdenovych Spiek v pide a jejich parazitaci (Tedersoo a kol. 2009).
V prvnim testu byly ke kultte muchonirky cervené Amanita muscariaa ¢echratky
podvinutéPaxillus involutuspridany ti kapky jednoho izolatu. V tomto testu nebyly izgla
schopné kolonizovat myceliur®. involutus.V piedeSlych studiich se zjistilo, Zze tato
ektomykorhizni houba #du Boletales produkuje antimykotické sl@eniny (oxalovou
kyselinu spolén¢ s fenolitickymi latkami), diky nimz chrani svoumsiiotickou rostlinu
pied mykopatogeny, jakymi je néklad druhFusarium oxysporunfDuchesne a kol. 1989)
a Rhizoctonia solaniYamaji a kol. 2005). Zarowe byl antimykoticky efekt potvrzen
ivinvitro experimentech na MMN agaru. Dosud nebyla publikédvaprace o
antimykotickych @incich roduPaxillus vici mykoparazitickym houbam roduecanicillium
ani jinym zastupgm radu Hypocreales.iBstoZze bylo dok&zano, Ze i rédananitadokaze
syntetizovat antimykotické latky, jako ndidad hydroxypyrrolidon v fipadt A. muscaria
(Michelot a Melendez - Howell 2003) nebo cykloprigbgnin uA. virginoides(Ohta a kol.
1986), vSechny izolaty rodu.ecanicillium spp byly schopné kolonizovaimycelium

A. muscaria.
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Analyza hlavnich komponent ukazuje pozitivni kocel@®brazek 10) mezi radialnim
rastem, vy&znosti konidii a mykoparazitismem na ektomykorhizoilke. Je zde vytviena
posloupnost od vlastnosti saprotrofnino a mykoptckeho ffistu k entomopatogennim
vlastnostem. Z grafu je takéetelné, Ze izolaty 19, Lat a Mycotal jsou viceradéis@snymi
izolaty, co se t§¥ mykoparazitismu a saprotrofnich vlastnosti. Gaazkistava, pro je
s €mito vlastnostmi negativwnkorelovana mortalita mSic. Jednim z Wtbeni by mohlo byt
to, Ze UspSné entomopatogenni houby musi mitidobyvinuta ok stadia dimorfismu, tj.
vlaknitou i kvasinkovou formu Zivota tohoto orgamis. Tyto fedpoklady by mohl spbvat
vysoce entomopatogenni izolat VL02. Mykoparazitibloiby umi takéizere rast k hyfam
svého hostitele. Na zakladaSich vysledk se zda, Ze nejrychlejgizeny st maji izolaty
produkujici velké mnozstvi konidii (jak v experinbens S. fuliginea,tak sA. muscaria
produkoval nejvice konidii izolat 19). DalSiniebdem niize byt mechanismus, jakym hyfy
napadaji svého hostitele. Yipadt parazitace hub rodecanicilliumomotava jejich mycelia
a konidie svymi hyfami. U entomopatogennihginku vSak musi proniknout igs
integumenty do hemolymfy hmyzu, kde se chovaji j&k@sinkovita &liska, mnozi se
délenim a kolonizuji vniini organy hmyzu. Az po jeho smrti z faze parazéigkepinaji na
fazi saprofytickou, kdy pdstaji mrtvé hmyzi do vidknitym vzduSnym myceliem

produkujicim konidie.

Lecanicilliumje houba, které se ideélda‘i v prostedi s ohniskovym vyskytem svého
hostitele. Mnozi aui® se proto zabyvaji jeho kolonizaci ZampioAgaricus bisporus
(Agaricales: Agaricaceae) v kondafch pstirnach, kde je tato houba velkym problémem
(Berendsen a kol. 2010). Na druhé strge tato jeho vlastnost vyzdvihovana jinymi
odborniky, kt& v ni vidi potencialni biokontrolni agens (Verhaakol. 1997, Kim a kol.
2007). ProtoZe se roHecanicillium spp. komekn¢é vyuziva coby dostupné biokontrolni
agens proti bezobratlym &ttcam (tabulka 1), skteri autdi uvazuji, Ze by tento rod mohl
chranit jednu plodinuied d¥ma Skodlivymi organismy zaroiegetj. proti hmyzim Skdcaim
a biotrofnim houbovym organism (Kim a kol. 2007, Goettel a kol. 2008).

Rod Lecanicillium neni jedinym rodem ¥eledi Clavicipitaceae, u ¢hoZz byla
zjisttna mykoparaziticka aktivita seéasré s entomopatogenni (tzv. dualni efekt). DalSimi
rody jsou nap Beauveriaa Peacilomyce$Ownley a kol. 2004, Kavkova @urn 2005, Kim
a kol. 2007, Ownley a kol. 20083. bassiange houba po¥stna svoji Sirokou hostitelskou
specifitou a svymi chitinolytickymi vlastnostmi. firodé sniZzuje populace hmyzu, ale také
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houbovych organistn Diky svym entomopatogennim vlastnostem jec¢éeti mnohych
biopripravki hubicich Skdce, gedevsim hmyz, ale také rozeo(De Faria a Wraight 2007).
Z hub byla vykultivovana nejen z fytopatogennichkromycet — nafiklad bézZn¢ kolonizuje
vaclavkuArmillaria mellea,ale také mikromycetotrytis cinnerea, Septoria nodorumebo
dokonce zéastupce vlastnikfidu HypocrealesfFusarium oxysporumVesely a Koubova
(1994) prokazali, Ze inhibuje myceliarniist fakultativnich rostlinnych patogérjako je

Rhizoctonia solana stramenopilni oomyceRhytium solani

Testy, jez definuji entomopatogenni vlastnosti bytgvadny na pupariich molice
Bemisia tabacvystavenym fisobeni jednotlivych izoléat Stav puparii se po aplikaci izalat
kategorizoval do skupin Zivé, infikované a mrtvé¢emz sodet infikovanych a mrtvych
vypovida o tzv. kumulativni mortadit ProtoZe i v kontrole (o3&né pouze vodou) dochazi
k ptirozené mortalt molic, ukazalo se, Ze se v testu kumulativni ntibytazolat NLO2
izolovany z puklic pekvapiv prikazre neliSi od kontroly. NejvySsi kumulativni mortalitu
vyvolaval izolat VLO2, ktery byl taktéZ izolovany pwklic. Ri vyhodnocovani
entomopatogennich vlastnosti jélefité se zawiit na samotnou slozku infikovanych,
protoze jen infikovana puparia jsou zdrojem sekunmidiéfekce. Poéty infikovanych puparii
se u jednotlivych izolat statisticky neliSily. Cuthbertson a Walters (20@&3tovali izolat
Mycotal na moliciBemisia tabagipouzili tedy stejny izolat roduecanicilliumi stejného
hostitele V jejich experimentech po sedmi dnech od fdtokurek napadenych molicemi
suspenzi Mycotaldosahuje mortalita molic na Zivné ros#liB1%. V naSem experimentu
vSak Mycotal usmrtil pouze 54% molic, coz jaibec nejhorSi vysledek ze vSech
studovanych izolét Rozdily ve vysledcich mohou souviset s tim, Z mbslednich studii
pati Bemisia tabacido agregatu miniman28 morfologicky nerozliSenych drtah(Shu-
Sheng a kol. 2012). Kim a kol. (2007) ukazali, Zzeestech entomopatogennich vlastnosti
zalezi na zvolenych druzich, proti kterym jsou jetimé izolaty testovany. Zmémi autdi
testovali ti izolaty roduLecanicilliumna ¥ech druzich mSic a ukéazali, Zé&kaliv jsou si
hostitelé blizce fibuzni, virulence jednotlivych patogennich hub seamci tesi u

jednotlivych drulé mSic lisi.
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5.4.Zavér

Testovani komplexnich vlastnosti iz@lahub pouZzivanych v biologické ochean

rostlin spojuje #koli védnich obol a vyZaduje interdisciplinarni figstup. Testovani

izolati in vitro odhaluje jejich variabilini vlastnosti v definowarh podminkéach, ale jejich

chovani v pirozenych ekosystémech je prapddobré odliSné a neda se nijak nasimulovat.

Tritrofické testy, rostlina — hmyz - aplikovany lag nebo rostlina — houba - aplikovany

izolat se blizi girozenym podminkam, ale stale jde o modifikovangtéyy. Nicmeé# tim,

Ze se dsledre propojiin vitro ain vivo testy, Ize ziskat komplexni vysledky, které v gihy

studiich chybi (Kim a kol. 2007) a které vypovidajspecifénosti jednotlivych izolat rodu

Lecanicillium

V této studii byly izolaty dosazeny nasledujici hegiky:

Izolaty Lat, NLO2 a Mycotal dle ITS sekvenci naldbiLecanicillium cf. lecanii
VLO2 a 19 do okruhu druhl. cf. attenuatum.

Velikost konidii se u jednotlivych izolatisi, stejr¢ tak intenzita jejich produkce (na
plochu nebo v 1 ml suspenze): NejvysSi produkcea Imgnéiena u 19, nejnizsi u
NLO2, piicemZ nej¢tSi konidie ma VLO2 a nejmensi Mycotal.

Nejefektivrgji kolonizoval biotrofniho houbového patoger@phaerotheca fuliginga
kmen [19 a naslednLAT, nejhorsi byl VLO2.

Na myceliu ektomykorhizniho druhtAmanita muscariain vitro intenzivré
parazitoval kmen 19, na drutRaxillus involutuszadny. Tyto poznatky jsou nové a
originalni, protoZze doposa¥anebyly mykoparazitické vlastnosti hub testovany na
myceliich ECM hub.

V ramci entomopatogennich vlastnosti - kumulativmortality - byl vyhodnocen
nejlepSim izolatem VLO2. V kategorii ,infikovanéée ©d sebe vSak jednotlivé izolaty
nelisily.

Vlastnosti izolal, jako saprofyticky st in vitro, vy€Znost konidii a parazitismus na
ECM druhu houby ,in vitro* jsou spolu poziti¢rkorelované. Ve vSech sledovanych
vlastnostech byl nejlepsi izolat 19 vyizolovanyps typhographusVyjimkou byla
proménna ,radialni éstin vitro“, ktery byl nejrychlejSi u izolatu Lat — vyizoloug

z ektomykorhizni houby.

43



6. Literatura

Aiuchi A, Baba J, Inami K, Shinya R, Tani M, Koikéd (2008): Variation in growth at
different temperatures and production and size aridia in hybrid strains of
Verticillium lecanii (Lecanicillium spp.) (Deuteromycotina: Hyphomycete8pplied
Entomology and Zoology3: 427-436.

Ansari MA, Pope EC, Carpenter S, Scholte E-J, Bitt(2011): Entomopathogenic fungus
as a biological control for an important vector liwestock disease: The culicoides
biting midge.PLoS ONEG6: €16108.

Askary H, Benhamou N, Brodeur J (1997): Ultrastuuak and cytochemical investigations
of the antagonistic effect oYerticillium lecanii on cucumber powdery mildew.
Biochemistry and Cell Biologyy7: 359-368.

Barbosa CC, Monteiro AC, Correia ADB, Pereira GD(2): Growth and sporulation of
Verticillium lecanii isolates under different nutritional conditiong2esquisa

Agropecuaria Brasileira37: 821-829.

Benhamou, N., Brodeur, J. (2000): Evidence for baogis and induced host defense
reactions in the interaction betwe¥articillium lecaniiandPenecillium digitatumthe

causal agent of green mokhytopathology90, 932-943.

Berendsen RL, Baars JJP, Kalkhove SIC, Lugones W@&sten HAB, Bakker PAHM
(2010): Lecanicillium fungicola causal agent of dry bubble disease in white-butto
mushroomMolecular Plant Pathologyl1: 585-595.

Brodeur J. (2012): Host specificity in biologicabntrol: insights from opportunistic
pathogensEvolutionary Applicationss: 470-480.

Butt TM, Goettel MS (2000): Bioassays of entomogentungi.In: Navon A, Ascher KRS
(Eds): Bioassays of Entomopathogenic Microbes aeth&todesCABI Publishing
Oxon, UK. pp 141-195.

Butt TM, Jackson C, Magan N (2001): Fungi as bidamragents: Progress, problems and
potential. CABI Publishing Oxon, UK. pp 390.

Cabanillas HE, Jones WA (2013): Pathogenicity Iséria poprawskii (Ascomycota:

Hypocreales: Cordycipitaceae) against the glassgg@d sharpshootelHomalodisca

44



vitripennis (Hemiptera: Cicadellidae), under laboratory candi. Crop Protection.
50: 46 — 52.

Callan BE, Carris LM (2004): Fungi on living in plasubstrata, including fruitén: Mueller
GM, Bills GF, Foster MS (Eds): Biodiversity of fungnventory and monitoring
methodsElsevier Academic PresBurlington, USA. pp 105-126.

Carsolio C, Banhamou N, Haran S, Cortés C, GutiéreChet |, Estrella AH (1999). Role
of the Trichoderma harzianumEndochitinase Geneech42 in Mycoparasitism.
Applied Environmental Microbiology5:929-935.

Cock MJW, van Lenteren JC, Brodeur J, Barratt EBigler F, Bolckmans K, Consoli FL,
Haas F, Mason PG, Parra JRP (2010): Do new acoesbemefit sharing procedures
under the convention on biological diversity thesathe future of biological control?
BioControl.55:199-218.

Cuthbertson AGS, Walters KFA (2005): Pathogeniafythe entomopathogenic fungus,
Lecanicillium muscarium against the sweetpotato whitefBemisia tabaciunder

laboratory and glasshouse conditioMycopathologial60: 315-319.

De Faria MR, Wraight SP (2007): Mycoinsecticidesl amycoacaricides: A comprehensive
list with worldwide coverage and international eclfisation of formulation types.
Biological Control.43: 237-256.

Diaz BM, Oggerin M, Lopez Lastra CC, Rubio V, Fe®A (2009): Characterization and
virulence ofLecanicillium lecaniiagainst different aphid speci&oControl 54: 825-
835.

Duchesne LC, Peterson RL, Ellis BE (1989): The touarse of disease suppression and
antibiosis by the ectomycorrhizal fung@axillus involutus New Phytologist111.:
693-698.

Fargues J, Goettel MS, Smits N, Ouedraogo A, Roudi€1997): Effect of temperature on
vegetative growth oBeauveria bassian&solates from different origindvlycologia.
89: 383 - 392.

Fargues J, Vidal C, Smits N, Rougier M, Boulard Mermier M, Nicot P, Reich P,
Jeannequin B, Ridray G, Lagier J (2003): Climatctérs on entomopathogenic

45



hyphomycetes infection ofrialeurodes vaporariorun{Homoptera: Aleyrodidae) in
Mediterranean glasshouse tomd&alogical Control 28: 320-331.

Feng K-C, Lui B-L, Tzeng Y-M (2002): Morphologicaharacterization and germination of
aerial and submerged spores of the entomopathodengus Verticillium lecanii
World Journal of Microbiology and Biotechnolagh8: 217-224.

Gams, W (1971):Cephalosporium-artigeSchimmelpilze (Hyphomycetes)s. Fischer
Verlag Stuttgart, DE. pp 262.

Gams W, Zare R (2001): A revision Ooferticillium sect. Prostrata Ill. Generic

classificationNova Hedwigia72: 329-337.

Gardes M, Bruns TD (1993): ITS primers with enhahespecificity for basidiomycetes--

application to the identification of mycorrhizaedamists Molecular ecology2:113-8.

Goettel MS, Inglis GD (1997): Fungi: Hyphomycetds: Lacey LA (Ed). Manual of
Techniques in Insect Patholodyisevier Academic PresBurlington, USA. pp. 213—
249.

Goettel MS, Koike M, Kim JJ, Aiuchi D, Shinya R, déteur J (2008): Potential of
Lecanicilliumspp for management of insects, nematodes and plapasgésJournal
of Invertebrate Pathologya8: 256—261.

Hawksworth DL (2004): Fungal diversity and its imeptions for genetic resource
collections.Studies in Mycologyb0: 9—-18.

HeydariA, PessarakliM (2010): A review on biological control of fungal plant patiens

using microbial antagonistdournal of Biological Science$0: 273-290.

Jackson D, Skillman J, Vandermeer J (2012): Indibéalogical control of the coffee leaf
rust, Hemileia vastatrix by the entomogenous fungl®canicillium lecaniiin a

complex coffee agroecosysteBiological Control 61: 89-97.

Kavkova M,Curn V (2005):Paecilomyces fumosorose{@Beuteromycotina: Hyphomycetes)
as a potential mycoparasite &phaerotheca fuliginegAscomycotina: Erysiphales).
Mycopathologia159: 53-63.

Kim JJ, Goettel MS, Gillepsie DR (2007): Potental Lecanicillium species for dual
microbial control of aphids and the cucumber powdaildew fungus Sphaerotheca

fuliginea. Biological Contral40: 327-332.
46



Kim JJ, Goettel MS, Gillespie DR (2010): Evaluati@f Lecanicillium longisporum
Vertalec®, against the cotton aphiiphis gossypjiand cucumber powdery mildew,

Sphaerotheca fuligineim a greenhouse environme@trop Protection29: 540-544.

Kouvelis VN, Silalkouma A, Typas MA (2008): Mitochdrial gene sequences alone or
combined with ITS region sequences provide firm eoolar criteria for the
classification ol_ecanicilliumspeciesMycological ResearchL12: 829-844.

Koppert Biological Systems (2012): Mycotal: Matérsafety data sheet. Version 4.2. .

www. koppert.com

Kryukov VY, Yaroslavtseva ON, Levchenko MV, LednydsR, Glupov VV (2010):
Phenotypic variability of environmental isolates thfe entomopathogenitungus

Beauveria bassiana. Microbiology9: 265-269.

Landa Z. (1994): Entomopatogeni houby v biologiokérar rostilin. [habilitani prace].
Zemsdglska fakulta, Jihdeska univerzita eskych Budjovicich. Ceské Budjovice,
CZ.

Lopez-Llorca LV, Jansson HB (2007): Fungal parasitd invertebrates: multimodal
biocontrol agents™. Robson GD, van West P, Gadd GM (Edsxploitation of
Fungi.Cambridge University Pres€ambridge, UK. pp: 310-335.

Michelot D, Melendez-Howell LM (2003):Amanita muscaria chemistry, biology,

toxicology, and ethnomycologiycological Researcl07: 131-146.
Milner RJ (1997): Prospects for biopesticides foinid control. Entomophagad?2: 227-239.

Mueller GM, Bills GF, Foster MS (2004): Biodivergibf Fungi. LondonElsevier Academic
Press.pp. 777.

Mueller GM, Schmit JP (2007) Fungal biodiversityhat do we know? What can we

predict?Biodiversity Conservatiaril6:1-5.

Nazemi AH, Moravvej G, Karimi J, Hassanlouei RT 12D Pathogenicity ofLecanicillium
longisporum(Ascomycota: Hypocreomycetidae) on the apgbidara pini (Hemiptera:
Lachnidae) in laboratory condition®ournal of Crop Protection3: 159-171

Nilsson RH, Kristiansson E, Ryberg M, Hallenberg lldrsson K-H (2008): Intraspecific

ITS variability in the kingdom Fungi as expressed the international sequence

47



databases and its implications for molecular spgedtgentification. Evolutionary
Bioinformatics Online4: 193-201.

Obornik M, Klic M, Zizka L (2000): Genetic variaityl and phylogeny inferred from
random amplified polymorphic DNA data reflect liggrategy of entomopathogenic
fungi. Canadian Journal of Botany'8: 1150-1155.

Ohta T, Nakajima S, Sato Z, Aoki T, Hatanaka S, &% (1986): Cyclopropylalanine, an
antifungal amino acid of the mushroodmanita virgineoide®as.Chemistry Letters
1986: 511-512.

Ownley BH, Griffin MR, Klingeman WE, Gwinn KD, Muih JK, Pereira RM (2008):
Beauveria bassiana: Endophytic colonization andhtpthsease controlJournal of
Invertebrate Pathology@8: 267—-270.

Ownley BH, Gwinn KD, Vega FE (2010): Endophytic §iah entomopathogens with activity
against plant pathogens: ecology and evolu&oControl 55: 113-128.

Ownley BH, Pereira RM, Klingeman WE, Quigley NB, dkee BM (2004): Beauveria
bassiana a dual purpose biocontrol organism, with actiatyainst insect pests and
plant pathogendn: Lartey RT, Caesar AJ (Eds). Emerging ConceptBlamt Health
ManagementResearch Signpastrivandrum, India. pp. 255—-269.

Papavizas G. C. (1985Jrichodermaand Gliocladium: biology ecology and the potential
for biocontrol Annual Review of Phytopatholo@g:23-54

Petch T (1932): Notes on entomogenous fuigansactions of the British Mycological
Society16: 209-245.

Piasecka J, Kavanagh K, Grogan H (2011): Detectbnsources ofLecanicillium
(Verticillium) fungicola on mushroom farmsProceedings of the 7th International
Conference on Mushroom Biology and Mushroom Prad(iIGtMBMP7).

Quinn JA, Powell CC Jr. (1982): Effects of temperaf light and relative humidity on
powdery mildew on begoni&hytopathology72: 480-484.

Rivas F; Nuiiez P, Jackson T; Altier N (2014): Hffet temperature and water activity on
mycelia radial growth, conidial production and geration of Lecanicillium spp.
isolates and their virulence againBtialeurodes vaporariorumon tomato plants.
BioControl.59: 99-109.

48



Reiss E, Shadomy HJ, Lyon GM (2012): Fundamentadité Mycology . JohrViley &
Sons Hoboken, USA. pp. 656.

Rehner SA, Buckley E (2005):Beauveriaphylogeny inferred from nuclear ITS and Eé&1-
sequences: evidence for cryptic diversification #inkls to Cordycepsteleomorphs.
Mycology.97: 84-98.

Repd& | (2011): Ectomycorrhizal inoculum and inoculattidechniques. Eds) Rai M,
Varma A. Diverzity and Biotechnology of Ectomycadmée. Springer London, UK.
pp. 43-63.

Roberts DW (1989): World picture of biological-camtof insects by fungiMemorias Do
Instituto Oswaldo Cruz84: 89-100.

Rojas ES; Dixon PM; Batzer JC; Gleason ML (2013gnetic and virulence variability
among Erwinia tracheiphila strains recovered from different cucurbit hosts.
Phytopathology103: 900-905.

Safavi SA, Shas FA, Pakdel AK, Rasoulian GR, Bandd®, Butt TM (2007): Effect of
nutrition on growth and virulence of the entomopainic fungusBeauveria
bassianaFEMS Microbiology Letters270: 116-123.

Samson RA, Houbraken J, Thrane U, Frisvad JC, AeteB (2010): Food and Indoor
Fungi..CBS-KNAW Fungal Biodiversity Centtdtrecht, NL pp. 390.

Samson RA; Rombach MC (1985): Biology of the fuNgiticillium and Aschersonia. In
Hussey NW; Scopes NEA (Eds). Biological pest cdntrthe glasshouse experience.
Cornell University Presdthaca, New York. pp. 34-42.

Schmit JP, Mueller GM (2007) An estimate of the éovlimit of global fungal diversity.
Biodiversity Conservatiorl6:99-111.

Schoch C, Seifert KA, Huhndorf S, Robert V, Spoudge Levesque CA, Chen W, Fungal
Barcoding Consortium (2012): Nuclear ribosomal riné transcribed spacer (ITS)
region as a universal DNA barcode marker for Furigioceedings of National
Academy of Sciences of the United States of Amé&léa 6241-6246.

Seifert K, Morgan-Jones G, Gams W, Kendrick B (20The Genera of Hyphomycetes.
CBS-KNAW Fungal Biodiversity Centtdtrecht, NL pp. 997.

49



Shu-Sheng L, Colvin J, De Barro PJ (2012): Specawxepts as applied to the whitefly
Bemisia tabaci.Systematics: How many species are thele@rnal of Integrative
Agriculturell: 176-186.

Skalicky A, Bohatd A, Simkova J, Osborne LS, Laxdé013): Selection of indigenous
isolates of entomopathogenic soil fungMetarhizium anisopliaaunder laboratory
conditions Folia Microbiologica. In press

StatSoft. (2013): STATISTICA (data analysis softevaystem), version 12. StatSoft Inc.

URL: [www.statsoft. com.]

Sugimoto M, Koike M, Hiyama N, Nagao H (2003): Genemorphological, and virulence
characterization of the entomopathogenic funiesticillium lecanii Journal of
Invertebrate Pathology82: 176—187.

Sukarno N, Kurihara Y, llyas M, Mangunwardoyo W,r¥arti E, Sjamsuridzal W, Park JY,
Saraswati R, Inaba S, Widyastuti Y, Ando K, HaraganS (2009):
LecanicilliumandVerticillium species from Indonesia and Japan including these n

speciesMycoscience50: 369-379.

Sung GH, Hywel-Jones NL, Sung JM, Luangsa-ard lddestha B, Spatafora JW (2007a):
Phylogenetic classification dfordycepsand the clavicipitaceous fungbtudies in
Mycology.57: 5-59.

Sung GH, Spatafora JW, Zare R, Hodge KT, Gams WX R®A revision ofVerticilium sect.
Prostrata Il. Phylogenetic analyses of SSU and LSU nuct&@MA sequences from

anamorphs and teleomorphs of the Clavicipitacaga Hedwigia72: 311 -328.

Sung GH, Sung JM, Hywel-Jones NJ, Spatafora JW7200A multi-gene phylogeny of
Clavicipitaceae (Ascomycota, Fungi): Identificatiohlocalized incongruence using a
combinational bootstrap approadfolecular Phylogenetics and Evolutiofd: 1204-
1223.

Tedersoo L, Partel K, Jairus T, Gates G, Poldmaar&nm H (2009): Ascomycetes
associated with ectomycorrhizas: molecular diversind ecology with particular

reference to the Helotialeser&invironmental Microbiologyl1: 3166—-3178.

Ter Braak CJF, Smilauer P (2012): Canoco referamaeual and user’s guide: software for

ordination, version 5.0. Microcomputer Power, lénddSA, pp. 496.

50



Vega FE, Goettel MS, Blackwell M, Chandler D, Jaok8/A, Keller S, Koike M, Maniania
NK, Monzon A, Ownley BH, Pell JK, Rangel DEN, RoyEH(2009): Fungal
entomopathogens: new insights on their ecolégygal Ecology2:149-159.

Verhaar MA, Hijwegen T, Zadoks JC (1999): Improeshof the efficacy oWerticillium
lecanii used in biocontrol oSphaerotheca fuligineby addition of oil formulations.
BioControl.44: 73-87.

Verhaar MA, Ostergaard KK, Hijwegen T, Zadoks JO@9@): Preventative and curative
applications of Verticillium lecanii for biologicatontrol of cucumber powdery
mildew. Biocontrol Science And Technology 543-551.

Vesely D, Koubova D (1994)in vitro effect of the entomopathogenic funBeauveria
bassiana(Bals.-Criv.) Vuill. and B. brongniartii (Sacc.)eh on phytopathogenic
fungi. Ochrana Rostlin. 30: 113-120.

Ward NA (2011):Simplicillium lanosoniveuma mycoparasite oPhakopsora pachyrhizi
and its use as a biological control agent. [PhTIesis] Louisiana State University &
Agricultural and Mechanical College. Baton Rougeuisiana. pp. 138.

Wermelinger B (2004): Ecology and management ofsgireice bark beetlgs typographus
- a review of recent researdforest Ecology and ManagemeB02: 67-82.

Werner O, Ros R M, Guerra J (2002): Direct amgiiien and NaOH extraction: Two rapid
and simple methods for preparing bryophyte DNA paiymerase chain reaction
(PCR).Journal of Bryology24: 127-131.

White TJ, Bruns T, Lee S, Taylor JW (1990): Ampi#iion and direct sequencing of fungal
ribosomal RNA genes for phylogenetiés: PCR Protocols: a guide to methods and

applications Academic PresdNew York. pp. 315-322.

Wraight SP, Carruthers RI, Jaronski ST, Bradley GArza CJ, Galaini-Wraight S (2000):
Evaluation of the Entomopathogenic FurBgauveria bassianand Paecilomyces
fumosoroseugor Microbial Control of the Silverleaf WhiteflyBemisia argentifolii
Biological Control.17: 203-217.

Yamaji K, Ishimoto H, Usui N, Mori S (2005): Organacids and water-soluble phenolics
produced byPaxillus sp. 60/92 together show antifungal activity agaiRgthium

vexanaunder acidic culture conditionslycorrhiza.15:17-23.

51



Xiang T, Hambleton EA, DeNofrio JC, Pringle JR, Rosn A (2013): Isolation of clonal
axenic strains of the symbiotic dinoflagell&gmbiodiniummand their growth and host
specificity.Journal of Phycology49: 447-458.

Zare R, Gams W (2001): A revision o&ferticillium sect. Prostrata. IV. The genera

LecanicilliumandSimplicilliumgen. nov Nova Hedwigi&Z3: 1-50.

Zare R, Gams W, Culham A (2000): A revision Werticillium sect. Prostrata |.
Phylogenetic studies using ITS sequenbles/ia Hedwigia71: 465-480.

Zimmermann A. (1898): Over eene schimmelepidemregdeene LuizenKorte Berichten
Uit's Lands Plantentuin240-243.

52



