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1. UVOD

Uvod

Akutni ochrana rostlin pfed hmyzimi Skiidci a fytofagnimi roztoci se provadi prevazné
pomoci konvencnich chemickych pesticidd. Jejich pouzivani je vSak z hlediska ochrany
zivotniho prostfedi a bezpe€nosti prace problematické. Hmyz se na né€ stava postupné stale vice
rezistentni, coZ vyvoldva pottebu zvySovat davky nebo pfechiazet na jiné typy ucinngjsich
pesticidi. Rovnéz zptistujici se legislativa omezuje tento zpisob boje. Jednim z vychodisek je
vyzkum a vyvoj novych ochrannych prostfedkti na principech biologického boje, pti nichz se
vyuzivaji ptirozeni nepfatelé Skidci, jako jsou predatofi, parazité nebo patogenni organismy.
Biologické prostiedky oznacované jako bioinsekticidy vyuzivaji pfirozenych antagonistickych
vztahil mezi organizmy za u¢elem potlaceni populaci Skiidce bez podstatného naruSeni ptirodni
rovhovahy a tim pfispivaji k udrZeni stability ekosystémli v antropogenné¢ zménénych
podminkach prostfedi. Potvrdilo se, Ze tyto entomopatogenni mikroorganismy (houby,
bakterie, viry) jsou pro necilové organismy vcetné ¢lovéka neSkodné a na rozdil od klasickych
insekticidli nepfedstavuji Zadnou ekologickou zatéz pro pfirodni prostfedi. Podstatné tak
ptispivaji k ochran€ druhové biodiverzity fyto - a zoocenoz v kulturni krajing. Proto se s nimi
ve svétovém meétitku stale vice pocitd jako s alternativnimi prostiedky regulace hmyzich
Skideti. Pouziti mykoinsekticidi v ochrané dievin pfed hmyzimi Skidci je jednim
z potencionalnich pfistupli v moderni aplikované lesnické entomologii a v nékterych zemich
dospél jejich vyvoj uz do stadia vyroby komercnich bioinsekticidi. Tento smér je proto tieba
rozvijet i u nas.

Vroce 2002 zadala Grantova sluzba LCR pracoviiti Laboratofi ochrany rostlin
v Olesné (LOR Olesna) feseni projektu, jehoz cilem bylo prozkoumat, zda Ize v ochrané pted
ploskohibetkou smrkovou vyuzit entomopatogenni houby (tj. houby ptlisobici u hmyzu
smrtelnou ndkazu) tak, aby doslo k vyznamné redukci populace tohoto Skiidce. Vyzkum byl
provadén za podpory a pomoci pracovnikil lesnich zavodi LCR s.p., KRNAPU a Biologického
centra AV CR,v.v.i. v Ceskych Bud&jovicich.

Tento prezentovany souhrn obsahuje jen vytah z odevzdané zavérecné zpravy (Prenerova,
2008) a neuvadi konkrétni vysledky ziskané v technologické ¢asti projektu, které budou slouzit
jako podklad pro patentové fizeni.

Ploskohibetka smrkova a ochrana proti tomuto Skiidci
Ploskohibetka smrkovéa (Cephalcia abietis, Hymenoptera),
! spolu se dvéma svymi ptibuznymi - ploskohibetkou severskou
. a ploskohibetkou cernou - patfti k hlavnim listozravym
N == Skidctim smrku ztepilého. Gradacni potencial ploskohibetky
- smrkové vSak vyznamné pievySuje zminéné dva druhy.
T\ V podminkéach stfedni Evropy se vyznamné piemnoZuje
‘ predev§im v souvislych  stejnovékych  smrkovych
monokulturdich v podhorskych a horskych oblastech

£

e

/Z(( = v nadmotskych vyskach zhruba od 600 do 1000 m. V prib¢hu
% druhé poloviny minulé¢ho stoleti jsme byli na naSem uzemi

svédky nékolika silnych gradaci ploskohibetky. Nejhorsi
kalamity byly zaznamendny v 80. letech, kdy bylo
ploskohtbetkou napadeno témét 50 tisic ha porosti predevsim
v imisemi poskozenych oblastech severnich pohrani¢nich
horstev. Jelikoz pti pfemnoZzeni dochazi opakovanym Zirem

Ploskohibetka smrkova
(Cephalcia abietis)
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housenic k silnym defoliacim, jez mohou vést az k thynu napadenych stromi, je ploskohtbetka
smrkovéa zafazena mezi kalamitni Skidce. Podrobny popis bionomie ploskohibetky uvadi
autofi LiSka a Holusa (2000).

Ochrana proti tomuto Skidci

Chemicka ochrana

Podle Seznamu povolenych pripravkii na
ochranu lesa (2005) se pro ploskohibetky
rodu Cephalcia doporucuji tyto insekticidy:
- Dimilin 48 SC — ULV aplikace

- Mimic 240 LV —ULYV aplikace

- Nomolt 15 SC — ULV aplikace

LT

Napadeni smrku ploskohibetkou smrkovou. Foto. P. Kapitola

Biologickd ochrana na bdzi entomopatogennich hub

Problematice vyzkumu biologickych agens na bazi entomopatogennich hub v ochrané proti
ploskohibetce se vénovalo nékolik autorti. Boas jiz v roce 1934 publikoval nalez Beauveria
brongniartii (tenella) na ploskohtbetce C. arvensis. Donaubauer (1959) pozoroval, Ze houba
Beauveria bassiana pusobi enzootii v populaci ploskohibetky. Kurir (1977) v terénnich
pokusech, pti kterych zapravil houby Beauveria bassiana a Paecilomyces farinosus do pudy
(do hloubky 5 cm), zaznamenal béhem 4 meésicti az 40 % mortalitu housenic v pid¢. Vice se
touto problematikou zabyvala Markova (1987). V ramci své disertani prace pozorovala, Ze
v oblas-tech pfemnozeni ploskohibetky jsou nejcastéji pozorovany mykdzy zplisobené houbou
Isaria farinosa, vzacné houbou Beauveria bassiana a Metarhizium anisopliae. V laboratornich
pokusech byla vyssi mortalita u . farinosa nez B. bassiana a prorustani mycelia pti vlhkosti
veétsi nez 90 %. Ke stejnému zéveéru jsem dosla i ja. Béhem plisobeni v Entomologickém tstavu
AVCR jsem se problematikou vyzkumu moznosti vyuziti biologickych agens intenzivné
zabyvala (Prenerova, 1991). V roce 1994 byly ziskany slibné vysledky pii ovéfeni ti€innosti
mykoinsekticidniho agens proti ploskohibetce v terénu (Vanék, 1995). Bohuzel kontinuita
vyzkumu byla vzhledem k mému jinému pracovnimu zameéfeni prerusena. Diky tomuto
projektu jsem v ni mohla v poslednich péti letech v LOR Olesné pokracovat.

Cilem projektu bylo provéfit moznost umélého rozsifovani houbové nakazy v populacich
ploskohtbetky.

Konkrétnim cilem zasahu jsou vajicka a mladé housenice, a to z n¢kolika davodu:

1. Vajicka jsou nejzranitelngjsi stadium zivotniho cyklu sktdce.

2. Vajicka nemaji ptirozenou ochranu pied houbovou nakazou, (za normalnich okolnosti se

s ni nesetkavaji, na rozdil od larvalnich nebo kuklovych stadii v pid¢).

Preparat lze na vajicka aplikovat leteckym postiikem.

Zasah zabrani lihnuti housenic a vyrazné omezi zir v roce silného rojeni.

5. Kladeni a lihnuti larev probihd v rozmezi 2-4 tydnd, coz je dosti dlouhé obdobi na
provedeni dobie nacasovaného zakroku.

6. Vylihlé malé housenice se pozdéji soustted’uji v pazdi vétvi a zhotovuji si tam predivové
vaky, v nichZ uz jsou téZce zasazitelné.

W
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2. VYSLEDKY

2.1. Cile projektu a terminologicky slovnik

Ukoly zadané v ramci projektu byly rozdéleny do dvou tématickych okruhtl. Problematika
prvniho okruhu fesena v letech 2003-2005 se zabyvala vyvojem nového bioagens. Na zakladé
drivgjSich zkuSenosti a provedenych biotestii byla proti danému Skidci vybrdna
entomopatogenni houba Isaria farinosa (syn. Paecilomyces farinosus). Cilem bylo ziskat
virulentni nativni kmeny této houby z lokalit vyskytu ploskohibetky smrkové v ramci celého
tizemi CR, a to jednak izolaci zpidnich vzorkd, jednak z cilového $kiidce. Dale bylo
provedeno testovani kvality ziskanych kmenii ve standardizovanych biotestech a nalezen
ucinny zpusob zkvalitnéni vybranych kment. Biotesty bylo zjiSténo, Ze blastospory jsou
ucinngj$i infekéni formou nez konidiospory, a proto byla dalS§i pozornost tykajici se
optimalizace kultivacnich a finaliza¢nich podminek vénovana prave této forme spor. Na konci
roku 2005 tak byly ziskdny nové prototypy bioagens — olejové blastosporové koncentraty
a zmrazené blastosporové koncentraty na bazi I. farinosa. Mohlo se tak pfistoupit k feSeni
druhého tématického okruhu.

V této druhé fazi tfeseni (v letech 2006-2007) byla pozornost zamétfena na optimalizaci
podminek skladovani prototypli bioagens a na testovani téchto prototypt ptimo proti cilovému
Sktidci. V laboratornich biotestech se jednalo o stanoveni optimalnich podminek prabéhu
infikace a jeho zdokumentovani. Dale se hledaly moznosti, jak urychlit pribéh nékazy s cilem
zvysit ucinnost bioagens. V roce 2006 byly zaloZeny terénni pokusy s cilem stanovit celkovou
redukci populace ploskohibetky (vaji¢ek i housenic) po zdsahu houbovym agens, které byly
vyhodnoceny v ¢ervnu 2007.

Pti feSeni daného projektu bylo prioritné pozadovano ziskat bioagens s vysokou u¢innosti,
které bude mozno pramyslové vyrabét. Nezanedbatelné je téz respektovani pozadavku
aplikovatelnosti bioagens v lesnické ochranarské praxi (ptizpisobeni letecké aplikaci).

Téma bylo tedy feSeno komplexné — od objasnéni teoretickych zakladi, pies samotny vyvoj
bioagens a potazmo i jeho laboratorni a terénni testovani.

Ziskané vysledky (vcetné n¢kterych metodik) jsou prezentovany v téchto kapitolach:

kapitola 1. okruh otazek: Vyvoj nového bioagens

2.2. Zalozeni sbirky nativnich kmenli entomopatogennich hub.

2.3. Vypracovani standardizovanych biotestl.

2.4. Otestovani ziskanych kment.

2.5. Zkvalitnéni vybraného kmene pasaZovanim ptes housenice ploskohibetky.

2.6. Navrh technologie vyroby prototypii nového bioagens (optimalizace kultivacnich,
finaliza¢nich a skladovacich podminek).
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kapitola | 2. okruh otazek: Testovani i¢innosti nového bioagens

2.7. Urychleni priibéhu nédkazy nakli¢ovanim spor.

2.8. Laboratorni testovani ti¢innosti prototypli bioagens na vajickach ploskohibetky.
2.9. Terénni testovani u¢innosti prototypli bioagens na vajickach ploskohibetky.
2.10. Zdokumentovéni priibéhu infikace vajicek a prvych instari ploskohibetky.
2.11. Doporucend metodika aplikace bioagens.

Pied vlastnim uvedenim metodik a vysledkii pokladam za vhodné definovat obsah n¢kterych

pouzivanych termint.

SA Sabouraudtiiv agar, IMUNA — slozeni na 1000 ml vody — 8 g pepton pro
bakteriologii; 8 g glukoza; 18 g maltodza; agar 15 g; pH 5,5 - 6,3.

konidie Spora hub vznikla nepohlavné na hyf€ nebo konidioforu (Petrac¢kova, Kraus
a kol., 2001).

Konidiospora (CS) Nepohlavni vytrus, ktery se tvoii na konci konidioforu (Petrackova, Kraus
a kol., 2001). V angli¢ting — ,,conidiospore™ — proto je pouzivana zkratka CS.

Blastospora (BS) Nepohlavni vytrus tvoreny puc¢enim (Urban a Kalina, 1980). V angli¢tiné
»blastospore' — pouzivana zkratka BS.

titr spor Vyjadiuje pocet spor v1 ml suspenze; je stanovovan pomoci Biirkerovy

pocitaci komirky podle navodu dodaného ke komtirce;
titr je vypocitan jako pramérny pocet spor z 10 policek.

kli¢ivost blastospor

Vyjadiuje % klic¢icich blastospor za urc¢itou dobu a za specifickych podminek,
stanovuje se testem klicivosti; za kli¢ici sporu lze povazovat takovou, jejiz
kli¢ek je vétsi nebo roven poloviné §irky spory, ze které vyrusta.

Procento kli¢icich spor se bude pocitat z celkového poctu 100 spor na jedno
opakovani. V kazdé variant¢ se provedou 3 opakovani.

nakli¢enost
blastospor

Tento termin je zde zaveden za ucelem hodnoceni ucinku naklicovani
provzdusnénim v zivném médiu. Vyjadfuje % nakli¢enych blastospor, pficemz
naklicena blastospora je takova blastospora, jejiz klicek je minimalné
roven nebo je vétsi nez polovina §ifky blastospory.

Procento nakli¢enych spor se pocita z celkového poctu 100 spor na jedno
opakovani. V kazdé varianté¢ se provedou 3 opakovani. Do grafu se vynasi
primér z onéch 3 opakovani.

LT50, LT90, LT95

(lethal time) - letalni doba, ktera je nutna k vyvolani 50 %, 90 %, 95 %
mortality testované populace.

LD50, LD90, LD9S

(lethal dose) - letalni davka, ktera je nutna k vyvolani 50 %, 90 %, 95 %
mortality testované populace.

LC50, LC90, LCIS

(lethal concentration) - letalni koncentrace, ktera je nutna k vyvolani 50 %,
90 %, 95 % mortality testované populace.
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mortalita

Vyjadiuje % mrtvych jedinct z celkového souboru urcité testované varianty.

CFU - (colony
forming units)

Pocet jednotek tvoricich kolonie - specificky udaj kvalitativni povahy
udavajici, z kolika jednotek patogena pfitomnych v 1 g biopreparatu se pfi
kultivaci na umélé Zivné piid¢ vytvoii samostatna kolonie.

virulence
patogenita

Na virulenci Ize hledét jako na schopnost kmene uplatnit patogenitu
charakteristickou pro druh. Virulenci mize kmen ztratit a nékdy opét ziskat.
Virulence se vzdy tyka konkrétniho kmene, patogenita konkrétniho druhu.
Obecné se uvadi, ze virulence je kvantitativnim vyjadfenim miry patogenity.

2.2. Zalozenti sbirky nativnich kmend entomopatogennich hub

Nalezeni moznosti, jak ziskat virulentni izolaty entomopatogennich hub, bylo prvotnim
pfedpokladem pii feSeni vyuzitelnosti entomopatogennich hub (Deuteromycetes). Obecné se
uvadi, ze Cerstvé nativni izolaty entomopatogennich hub maji vyssi virulentni aktivitu nez
sbirkové kmeny uchovavané kontinualnim pasdzovanim na umélé padé. Proto bylo nutné
v prvé fazi projektu zaméfit se pravé na ziskani Cerstvych nativnich kmeni, které budou
dostatecné patogenni pro ploskohibetku.

Kmeny byly ziskavany tfemi zpiisoby:

a) Izolaci z cilového Skiidce Cephalcia spp.

Pro ziskani kmentl izolaci z ptfirozen¢ho hostitele bylo
nutné vybrat vhodné lokality ke sbéru vzorkli housenic.
Celkem bylo vybrdno 43 porosti na uzemi: 15 OJ
LCR, s.p., KRNAPu, firmy Statky Bartoti, Nové Mésto
nad Metuji, s.r.o. a firmy Lesy Dr. Kinsky, kde byl
zazname-nan silny vyskyt sktidce.

Cisténi kmenti probihalo pfes umélad Zivnd média —
Sabouraudiiv agar (SA), IMUNA - slozeni na 1000 ml
vody — 8 g pepton pro bakteriologii; 18 g glukdza; 18 g
maltdza; agar 15 g; pH 5,5 — 6,3.

Po vycisténi kolonii jsme podle morfologickych znakt
(tvar a velikost konidiospor, struktura konidioforu)
provedli identifikaci druhu houby pomoci mykologickych
kli¢h (Samson a kol., 1988; Lacey, 1997; Weiser, 1966).
Izolaty, které byly urceny jako saprofytické druhy hub,
byly z dalsiho cisténi vyfazeny. Dale jsme pracovali
pouze s kmeny entomopatogennimi, které byly
zaevidovadny do sbirky entomopatogennich hub (SEH)
LOR v Olesné pod zkratkou SEH . ¢islo kmene . zkratka
druho-vého jména.
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Podatilo se ziskat asi 40 infikovanych housenic. Po vytvofeni fruktifikacnich organii bylo
z téchto vzorkli v roce 2003 izolovéno a identifikovano 8 kmenl entomopatogennich hub.
V roce 2005 bylo timto zpGsobem izolovano dalSich 5 kment. Celkem bylo ziskano 13 kment,
viz. tab. 1.

b) Izolaci entomopatogennich hub ze vzorki lesni piidy z mist vyskytu ploskohi'betky

Izolace entomopatogennich hub ze vzorkl lesni pidy (sbér vzorkl pidy byl proveden na
stejnych lokalitach, kde byly sbirany vzorky s housenicemi) probihala pomoci tzv. ,,metody
zivych pasti (bait method). ,Zivou pasti mohou byt larvy rtiznych druh@ hmyzu: napf.
zavijeCt Galleria mellonella, Plodia interpunctella, obalece Cydia pomonella nebo potemnika
Tenebrio molitor. Tato metoda byla piivodné urcena pro detekci entomoparazitickych hlistic
vpudé¢ (Bedding a Akhurst, 1975) a poté byla UspéSné¢ pouzita i pro detekci
entomopatogennich hub (Zimmermann, 1986; Mietkiewski a kol., 1992; 1997; 1998;
Vanninen, 1996; Vanninen a kol., 1989; Kleespies a kol., 1989; Landa a kol., 2002; Keller
a kol, 2003). Ja jsem pouzila larvy zavijeCe voskového (Galleria mellonella), které jsem
vystavila po ur¢itou dobu testovanému vzorku pidy — (vzorek z vrstvy: 1. hrabankové, 2.
humusové, 3. minerdlni) a nasledné jsem izolovala entomopatogenni houby vyrostlé na
povrchu téla infikovanych larev. Ci§téni kmenti probihalo stejnym zptisobem jako pfi izolacich
z ploskohibetky.

Vroce 2003 bylo zpidnich vzorkli odizolovano a identifikovdano 47 kment
entomopatogennich hub. V roce 2005 byly timto zpiisobem izolovany dalsi 3 kmeny. Celkem
tedy bylo timto zplsobem ziskdno 50 kmenli entomopatogennich hub (viz. tab.l.).
Z provedenych rozbort 1ze konstatovat, ze incidence entomopatogennich hub je ve vSech tiech
testovanych vrstvach stejna.

¢) Ziskanim kmena entomopatogennich hub nidkupem z mykologickych sbirek

Za timto Gdelem jsem kontaktovala pouze Ceskou sbirku mikroorganismi - CCM (Czech
Collection of Microorganisms) pii Masarykové université¢ v Brn¢; 8 kment bylo zakoupeno
ve form¢ lyofilizath.
Lyofilizaty byly pfevedeny do plotnovych kultur péstovanych na SA. Tyto kultury slouzily
jako:
1) srovnavaci materidl pii identifikaci novych kment;
2) byly zatazeny do testovani G¢innosti.
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Vysledek: Souhrn ziskanych kmeni Deuteromycet
Celkem bylo k dispozici 71 kmenii entomopatogennich hub:
- 13 kmenti bylo ziskano izolaci z ploskohibetky

- 50 kmenti bylo ziskano izolaci z ptidnich vzorki

- 8 kmenti ndkupem z CCM

Tab.1l. Souhrnna tabulka ziskanych kmenti

druh z housenic z pudnich niakupem celkem
ploskohibetky vzorkt z CCM

Isariq Jarinosa (.S yn. 12 kmenti 48 kmenti 1 kmen 61 kmenti

Paecilomyces farinosus)

Beauveria bassiana I kmen 2 kmeny 2 kmeny > kmen

Metarhizium anisopliae 0 0 2 kmeny 2 kmeny

Metarhizium flavoviride 0 0 2 kmeny 2 kmeny

Lecanicillium spp. 0 0 | kmen | kmen

(syn. Verticillium lecanii)

celkem 13 kmenii 50 kmenui 8 kmenii 71 kmenii

Z housenic ploskohibetky nebo z ptdnich vzorkd byly izoloviany pouze dva druhy
entomopatogennich hub, a to: Isaria farinosa (syn. Paecilomyces farinosus) a Beauveria
bassiana. Celkem se béhem trvani projektu podafilo odizolovat 63 kment téchto druhti hub.
Nase vysledky se shoduji se zavéry Markové (1987), kterd konstatovala, ze v oblastech
pfemnozeni ploskohibetky jsou nejcastéji pozorovany mykdzy zpisobené houbou 1. farinosa,
vzacné houbou B. bassiana a Metarhizium anisopliae.

Kvalita vSech 71 ziskanych kmenil byla otestovdna standardizovanymi biotesty, které jsou
specifikovany v nésledujici kapitole.

2.3. Vypracovani standardizovanych biotestli

Zvlastni pozornost byla vénovéna sprdvnému nastaveni metody hodnoceni kvality kment
entomopatogentl. JelikoZ koneénym produktem je biopreparat, vychazela jsem z metodickych
postuptl, kterymi jsou obecné biopreparaty hodnoceny.

Utinnou slozku vétsiny biopreparatl na bazi entomopatogennich hub tvoii konidie nebo
blastospory. Standardni biopreparaty na bazi entomopatogennich hub museji spliovat fadu
kvalitativnich a kvantitativnich kritérii a podléhaji kompletnimu registraénimu procesu.

o Merzi klicové kvalitativni parametry patri:
- garance druhu a kmene patogena;
- specifikace podilu aktivni a dopliikové sloZky v biopreparatu;
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- maximadlni pripustnd kontaminace (zastoupeni cizorodych biotickych pifimési, napt.

bakterii v 1 g ptipravku).

o  Mezi hlavni kvantitativni parametry houbovych biopreparatii patri:

- pocet infek¢nich jednotek - tzv. titr konidii (konidiospor, blastospor) v 1 g nebo 1ml. Titr
infeké&nich jednotek se zpravidla pohybuje v rozmezi od 1,0 x 10° do 1,0 x 10" konidii v 1g
biopreparatu;

- kli¢ivost konidii - garantovand vitalita konidii nebo blastospor udédvand v %; je
kvantitativnim vyjadfenim vitality;

- pocet jednotek tvoricich kolonie (CFU - colony forming units) - 1daj vyjadiujici, z kolika
jednotek patogena pfitomnych v 1 g bioprepardtu se pii kultivaci na umélé zivné pidé
vytvoii samostatna kolonie;

- virulence infekénich jednotek — je kvantitativnim vyjadfenim miry patogenity a hodnoti

se parametry:

- letalni doba (lethal time) LT50, LT90, LT9I5;

- letalni davka (lethal dose) LD50, LD90, LD95;

- letdlni koncentrace (lethal concentration) LCS50, LC90, LC95 (Lacey, 1997).

2.3.1. Testovani vitality testem kli¢ivosti
Klicivost spor — vyjadiuje % kli¢icich blastospor za urcitou dobu a za specifickych podminek,
stanovuje se testem klic¢ivosti;

Standardizovany test kli¢ivosti

- 4 kapky homogenni suspenze spor z plotnové kultury uréitého stati (6 x10’spor v 1 ml)
testovaného kmenu se rovnomeérné rozetfou po povrchu SA vrstvy;

- inkubace spor probiha v termostatu temperovaném na 23 + 1 °C;

- klicivost spor na tenké vrstvé SA v Petriho miskach je hodnocena po 15 hodinéch;

- (doba testu klic¢ivosti je zkrdcena na 15 hodin, jelikoz blastospory kli¢i rychleji nez konidie,
doba testu kli¢ivosti u bézné pouzivaného standardniho testu klic¢ivosti konidii je 24 hodin);

- za kli¢ici sporu lze povazovat takovou, jejiz klicek je vétSi nebo roven poloviné Sitky
spory, ze které vyrusta;

- procento kli¢icich spor se pocitd z celkového poctu 100 spor na jedno opakovani; v kazdé
varianté se provedou 3 opakovani.

2.3.2. Testovani virulence biotestem ,,in vivo*

Volba a zpisob chovu testovaného hmyzu
Pro testovani virulence byly v prvé fazi pouzity kukly potemnika mouc¢ného a ve druhé fazi pti
uzsim vybéru housenice ploskohibetky.

a) testovani na kuklach potemnika mouéného (7enebrio molitor)
Tento druh hmyzu umoziuje maximalni standardizaci podminek biotestu:
1. snadno lze vybrat stejné stddium pro testovani - 1-2 denni kukly;
2. jeto nezerouci stadium (odpadaji problémy s krmenim a kontaminaci potravy);
3. snadna manipulace;
4. jednoznacnd a snadna identifikace mrtvych jedinct.
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Standardizovany test virulence na kuklach potemnika mouéného

zdravé 1-2 denni kukly potemnika mouc¢ného;

100 kukel na 1 opakovéani, 3 - 4 opakovani (tj. oSetfeno 300 — 400 kukel na 1 variantu);

z plné vysporulované plotnové kultury (urCitého staii) konkrétniho kmene se ptipravi
suspenze o titru cca 5-6 x 107 spor v 1 ml (pro lepsi smagivost a piilnavost konidiospor
doporucuji pouzit 0,03 % Tween, (Lacey a Kaya, 2000). Suspenze musi byt dokonale
homogenni, aby se nevytvarely shluky spor. Toho dosdhneme pouzitim homogenizéru.

V ptipadé blastospor (jsou dobie smacivé) neni potieba pridavat Tween;

,»dip test — infikace ponotenim kukly (kazdé zvlast) na 1 sekundu do testované suspenze
spor piisluiného kmene o titru cca 5-6 x 10 spor v 1 ml nebo v ptipadé kontroly —
ponofenim do destilované vody nebo v ptipadé konidii do roztoku 0,03 % Tweenu;
prebyte¢nou suspenzi odsat z oSetfenych kukel na filtraénim papiru a poté je umistit do
vlhké komtirky tak, aby se vzajemné nedotykaly;

infikovany hmyz inkubovat v termoboxu ve tmé pii stalé teploté 23 = 1 °C nebo pfti
kolisajici teploté 23 £ 1 °C (15 hod.) a 15 = 1 °C (9 hod.) — termoperioda vychazi z teplot
panujicich v obdobi kladeni vajicek ploskohibetky;

virulenci hodnotit % mortality a parametrem LT95 + SD; u jednotlivych testovanych
variant pribézné odecitat mortalitu (%) a stanovit hodnotu LT95;

mrtvé kukly nereaguji na dotyk a v mnoha ptipadech zac¢inaji portistat myceliem houby.

b) testovani na housenicich ploskohibetky smrkové (Cephalcia abietis)

Standardizovany test virulence na housenicich ploskohibetky smrkové

K testu pouzit diapauzni housenice ploskohibetky smrkové C. abietis; bezprostiedné
po sbéru anebo po kratkodobém skladovéni (5 £ 1 °C). Takto skladované jsou pohotové
k dispozici pro jednotlivé biotesty;

30 larev na 1 opakovani, 3 - 4 opakovani (tj. oSetfeno 90-120 jedincii v 1 variantg);
provedeni ,dip testu‘ (viz vyse);

osetfené housenice se polozi na filtrani papir (odsaje pfebyte¢nou suspenzi) a poté umisti
do vlhké komirky;

infikovany hmyz inkubovat v termoboxu ve tmé pii stalé teploté¢ 23 + 1°C nebo pfti
kolisajici teploté 23+1°C (15 hod.) a 15+1 °C (9 hod.);

virulence se hodnoti parametrem LT95 + SD; mrtvé housenice jsou ty, které nereaguji na
dotyk a v mnoha ptipadech jsou jiz porostlé myceliem houby.

11
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Zpiisob vypoctu

a) Stanoveni mortality

Po 24 hodinach byly kontinualné z testovaného souboru odebirdny mrtvé kukly a vylihli
dospélci, nebo v ptipadé ploskohibetky mrtvé housenice. Test trval do té doby, nez byla
dosazena kone¢na mortalita. Tedy kazdych 24 hodin byly v kazdé varianté ziskdny 3 hodnoty
mortality v procentech (3 opakovani).

b) Korekce mortality dle Abbottovy rovnice

Vypocitand procenta mortality jsem upravila pomoci Abbottovy rovnice (Abbott, 1925;
Lacey, 1997; Lacey a Kaya , 2000), ktera je:

M% =100 x (T%-C%) / (100-C%), kde

MY% je upravena mortalita

T% je procento mrtvych jedincii ziskanych v testu

C% je procento mrtvych jedinci ziskanych v kontrole

¢) Probitova analyza

Ziskané hodnoty ptfepoctené mortality byly déle analyzovany procedurou PROC PROBIT
v programu SAS/STAT (SAS Inst., 2000). Pro kazdou casovou fadu, tj. konkrétni kmen
a opakovani, byla stanovena hodnota LT95. V kazd¢ varianté (kmen) byly ziskany 3, ptipadné
4 hodnoty LT95.

d) Vypocet priméru a smérodatné odchylky

Ze tfi, ptipadné Ctyr ziskanych hodnot LT95 (pro kazdy kmen) byly vypocitany pocitacovym
programem MS-Excel primér a smérodatna odchylka (+ SD).

e) test ANOVA

Utinnost kmenti byla porovnana pomoci analyzy variance (ANOVA) a nasledného testu
mnohonasobného porovnani (Tukey test). Vypocty byly provedeny programem SAS/STAT
(PROC ANOVA).

2.4. Otestovani ziskanych kmenii

Béhem trvani celého projektu bylo provedeno néckolik desitek testl za ucelem vybéru
vhodného druhu, kmene a formy entomopatogenni houby.

V této kapitole uvadim pouze vysledky téchto biotestl:

- volba druhu entomopatogenni houby;

- vybér kmene I. farinosa (na kuklach T. molitor);

- vybér kmene /. farinosa (na housenicich C. abietis);,

- volba formy vybran¢ho kmene entomopatogenni houby.

2.4.1. Volba druhu entomopatogenni houby

Porovnani ucinnosti vybraného kmene 1. farinosa s ostatnimi druhy entomopatogennich

hub patricich do Deuteromycet

Podminky testu:

- forma houby - konidiospory; testovany druhy Lecanicillium spp., B. bassiana, M. anisopliae,
M. flavoviride, Isaria farinosa,

- ostatni podminky testovani - standardizovany test virulence na housenicich ploskohibetky
smrkové (C. abietis);,

- vysledky biotestl byly podrobeny statistické analyze dat (ANOVA a Tukey test).
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Potvrdila se spravnost volby druhu. Houba Isaria farinosa (kmen SEH.56.1f) byla ve srovnani
s dal$imi ¢tyfmi druhy hub proti housenicim ploskohibetky signifikantné uc¢inné;jsi. Markova
(1987) ve své disertani praci dosla ke stejnému zavéru pii srovndni druhd I farinosa
a B. bassiana. 1 ja jsem v ptedeslych pokusech ziskala stejny poznatek. Druh 1. farinosa byl
signi-fikantné U¢inn&j$i nez L. lecanii, B. bassiana, M. anisopliae (Prenerova, 1991).

2.4.2. Vybér kmene 1. farinosa (na kuklach potemnika 7. molitor

Vsech 61 kmenti /. farinosa (forma blastospory) bylo testovano (a) pfi stale teploté (23+1°C)
(b) pti kolisavé teploté 23+£1°C (15 hod.)/15+1°C(9 hod.); ostatni podminky testovani —
standardizovany test virulence na kuklach potemnika moucného (Tenebrio molitor).

Ziskané vysledky biotestl byly podrobeny statistické analyze dat (ANOVA a Tukey test).

a) Testovani ucinnosti na kuklach Tenebrio molitor pii stalé teploté

Zhodnoceni:

Analyza variance prokazala statisticky vysoce prikazny vliv faktoru ,.kmen* na hodnotu LT95
u larev Tenebrio molitor pii konstantni teplot¢ 23+1° C (one-way ANOVA, F3,=82,59;
P<0,0001). Model vysvétlil 97,6 % variabilitu v datech. Nejvyssi Gcinnost byla zjiSténa
u kmene SEH.56.If, kde primérna hodnota LT95 ¢inila 5,50 dne. Tento kmen byl na
hladin€ vyznamnosti a=0,05 statisticky odli§ny od ostatnich kmenti (Tukey test). Mezi dal§imi
kmeny byly rovnéz zjistény statisticky vyznamné rozdily v hodnotach LT95. Nejpomalejsi
ucinek mél kmen SEH.44.1f s LT95=10,73 dne.

b) Testovani u¢innosti na kuklach Tenebrio molitor pr¥i kolisajici teploté

Zhodnoceni:

U experimenti s larvami Tenebrio molitor pti kolisavé teploté byl vliv faktoru “kmen” rovnéz
statisticky prukazny (one-way ANOVA, F7=50,29; P<0,0001). Model vysvétlil 96 %
variabilitu v datech. Nejvyssi Gc¢innost byla zjiSténa také u kmene SEH.56.If s primérnou
hodnotou LT95=11,03 dni, nejniz$i u kmene SEH.43.1f s LT95=14,60 dne. Hodnota kmene

SEH.56.1f se statisticky vyznamné¢ liSila od hodnot ostatnich kmenti (Tukey test).

2.4.3. Vybér kmene 1. farinosa (na housenicich C. abietis

Na zékladé vysledka testt s kuklami potemniki bylo do uzsiho vybéru bylo vybrano 18 kmenti
L. farinosa (forma blastospory), jejichz ti¢innost byla testovana na diapauzujicich housenicich
ploskohtbetky smrkové C. abietis:

(a) pti stale teploté (23+1°C);

(b) pti kolisavé teploté 23+£1°C (15 hod.) / 15+1°C(9 hod.);

ostatni podminky testovani - standardizovany test virulence na housenicich ploskohibetky
smrkové (C. abietis).

Ziskané vysledky biotestl byly podrobeny statistické analyze dat (ANOVA a Tukey test).

a) Testovani ucinnosti na housenicich C. abietis pri stalé teploté

Zhodnoceni:

Experimenty s larvami ploskohibetky daly obdobné vysledky jako testovani na kuklach
potemnika, tj. statisticky vysoce priikkazné rozdily mezi u¢innosti testovanych kment (one-way
ANOVA, Fy=84,58; P<0,0001). Model vysvétlil 97,4 % variability v datech. I v téchto
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experimentech byla nejvyssi u¢innost zjiSténa u kmene SEH.56.If s priitmérnou hodnotou
LT95=11,17 dne, ktera byl statisticky vyznamné odliSnd od hodnot ostatnich kmeni
(Tukey test). Nejnizsi ucinnost byla zjisténa u kmene SEH.14.1f s LT95=16,70 dne a kmene
SEH.55.1f s LT95=16,27, coz jsou kmeny izolované z pidnich vzork.

b) Testovani ucinnosti na housenicich C. abietis pri kolisajici teploté

Zhodnoceni:

Z 18 kmend pouze 4 kmeny dosdhly 95 % mortality. Je tfeba zdlraznit, Ze vSechny tyto
4 kmeny byly ziskéany izolaci z cilového sktidce — tj. ploskohibetky.

Analyza rozptylu ukézala statisticky priikazny vliv kmenu na biologickou ucinnost (one-way
ANOVA, F3;1; = 15,59; P = 0,0011). Statisticky model vysvétlil 85,4 % variability v datech.
Nebyly zjistény statisticky vyznamné rozdily mezi kmeny SEH.5.If, SEH.57.1f a SEH.58.1f
(Tukey test). Nejrychleji a statisticky odliSné od predchozich kmenii pisobil kmen
SEH.56.1f.

2.4.4. Volba formy vybraného kmene entomopatogenni houby

Podminky testu:

- standardizovany biotest na housenicich C. abietis ( 4 opakovani na testovanou variantu, tj.
4 x 30 = 120 housenic na testovanou variantu);

- I farinosa kmen SEH.56.1f, 0. paséaz;

- testovano pfi kolisavé teploté 23+1°C (15 hod.) / 15+1°C(9 hod.).

Varianty:

1) blastospory — ziskané po pétidenni kultivaci submerzni kultivaci za optimalizovanych
podminek;

2) konidiospory — ziskané po ¢trnactidenni kultivaci na Sabouraudové agaru.

Mortalita housenic byla vyjadiena v procentech (kazdy den). Poté byly stanoveny hodnoty
LT95 a vypocitan primér ze 4 opakovani véetné smerodatné odchylky. Data byla podrobena
neparovému z-testu.

Zhodnoceni:

Blastospory 1. farinosa byly u¢innéjsi (primérna hodnota LT95 = 18,53 dne, SD + 0,43) nez
konidiospory (primérna hodnota LT95 = 20,00 dne, SD + 0,55). Rozdil byl statisticky vysoce
vyznamny (neparovy f-test, ¢ = 4,2112, df = 6, P = 0,0056). Ke stejnému zaveéru dospéli
i Behle a kol., (2006) a Lacey a kol., (1999) u houby /. fumosorosea.

2.4.5. Celkové zhodnoceni biotestii a vybér kmene 1.
farinosa.

Kmen SEH.56.If (izolaci z diapauzujici housenice
C. abietis) vykazoval ve vSech provedenych biotestech
signifikantn¢ nejlepsi vysledky, proto byl vybran pro
dalsi pokusy (pasaze, vyroba zkuSebnich vzorkd,
testovani Uc¢innosti, dokumentace prabéhu houbové
nakazy a dalsi).
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2.5. Zkvalitnéni vybran¢ho kmene pasaZovanim pies housenice ploskohibetky.

Cilem této studie bylo posilit virulentni aktivitu vybraného kmene entomopatogenni houby
I farinosa. Vychazela jsem ze zkuSenosti jinych autort, ktefi k tomuto pouzivali metodu
kontinualniho pasazovani pies cilového sktidce, oznacovanou také jako pasdzovani in vivo.

Otazkou vlivu slozeni kultivaéniho média, samotné kultivace i poctu opakovanych
kultivaci (tj. pasazi in vitro) na virulenci entomopatogennich hub se zabyvala fada autori.
Evidentni oslabeni virulence opakovanym kultivovanim na umélych ptidach bylo pozorovéano
u houby Verticillium lecanii (Nagaich, 1973), u B. bassiana (Kawakami, 1960;
Schaerffenberg, 1964), u Enthomophthora aphidis (Rockwood, 1950), u Nomurea rileyi
(Morrow a kol., 1989) au I. farinosa (Kerner, 1958; Kawakami, 1960).

K ,oziveni“ virulence nebo kjejimu udrzeni, ptfipadné¢ ke zvySeni virulence
entomopatogennich hub se proto pouziva metoda kontinudlniho pasdzovani kmene pies
cilového hmyziho Sktdce, proti kterému je mykoinsekticid urcen. Jiz Schaerffenberg (1964)
doporucoval pasazovat houbu druhu B. bassiana ptes hostitele vzdy po 15-16 kultivacich na
umélych plidach. Evidentni zvysSeni virulence u pasdzovanych kmend hub zaznamenali
Kawakami 1960; Schaerffenberg (1964), Wasti a Hartmann (1975; 1982) a Kmitova
(1982) u houby B. bassiana, Fargues a Robert (1978, 1983) a Daoust a Robert (1982)
u houby Metarhizium anisopliae, Kernerova (1958), Kmitowa (1982), Kawakami (1960)
a Prenerova (1994b) u druhu P. farinosus. Zajimavé jsou prace s houbou M. anisopliae
(Fargues a Robert, 1978, 1983; Doaust a Roberts, 1982), kde k vyraznému zvyseni virulence
doslo jiz po prvni pasazi.

Nov¢jsi prace tyto vysledky potvrdily a pfinesly i fadu zajimavych srovnani metod in vitro
a in vivo, (Steinkraus a kol., 1991;. Hayden a kol., 1992; Peng a kol., 2002).

Material a metodika

Pasazovani pies cilového hostitele probihalo infikaci housenic osetfenych suspenzi spor.

Na zakladé doposud provedenych biotesti byl vybran k pasdzovani nejvirulentnéj$i kmen
1. farinosa - SEH.56.If.

Paséze probihaly od kvétna 2006 do konce roku 2007, 1 cyklus trval asi 1 mésic a celkem bylo
provedeno 15 pasazi.

0. pasaz:

- cerstvé blastospory houby byly ziskany submerzni kultivaci (oznaceno SK 0. pasaz)
za optimalizovanych podminek

- zarovenn byla otestovana kvalita ziskanych blastospor (vitalita, virulence)
standardizovanymi biotesty, (biotesty 0. pasaz), vysledky byla podrobeny statistické
analyze.

1. pasaz:

- blastospory z SK 0. pasdze byly pouzity jako infek¢ni agens pro 1. pasdz;

- suspenze byla nafedéna na koncentraci fadové 5x10° spor/ml;

- nafedénou suspenzi bylo infikovano v aseptickych podminkach flowboxu 10 zdravych
housenic ploskohibetky smrkové Cerstvé nakopanych nebo dlouhodobé skladovanych;

- po ponofeni do pripravené suspenze (na 5 sekund) byly housenice umistény do vlhké
komirky a ulozeny do termoboxu, temperovaného na 23 +£1 °C;
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po nartstu mycelia s fruktifika¢nimi organy na povrchu housenic byl kmen pieockovan
na pevnou agarovou pudu;

aby se zabranilo nezadoucimu vlivu umélé pidy na kmen, ¢iSténi pies umélou kultivaéni
pudu bylo provadéno 1%, v nékterych pfipadech maximalné 2x;

spory z vycCisténé kultury slouzily jako inokulum pro naslednou submerzni kultivaci
(oznaceno SK 1. pasaz);

takto navrzeny zptisob pasdzovani maximaln¢ eliminoval vliv umélé ptdy.

Nasledujici pasazZe:

probihaly stejnym zptisobem jako 1. pasaz, celkem bylo udélano 15 pasazi.

Biotesty
Virulence byla otestovana standardizovanym testem virulence na housenicich ploskohibetky
smrkové;

k testu byly pouzity blastospory z ptisluSné submerzni kultivace;

vzhledem k nedostatku housenic testy byly provedeny pted pasdzovanim a pak po kazdé
5. pasazi (tj. po 0., 5., 10. a 15. pasazi);

testy byly oznaceny jako biotest + pislusna kultivace (napf. biotest SK S.pasaz).

bylo pouzito 30 larev na 1 opakovani, 4 opakovani (tj. oSetieno 120 jedinct v 1 varianté);
o titru cca 6 x10° blastospor v 1 ml, nebo v ptipadé kontroly - ponofenim do destilované
vody

Vysledky biotestil — (hodnoty LT95) ) provedené na housenicich pii kolisajici teploté 23+1 °C
(15 hod.) a 15+1 °C (9 hod.) jsou uvedeny v tab. 2. Vysledky byly podrobeny statistické
analyze (ANOVA) a post-testu (vicendsobné porovnani pomoci Bonferroniho testu)

Tab. 2. Hodnoty LT95 (dny) ziskané po 0, 5, 10 a 15 pasazi.

1. opak. 2. opak. 3. opak. 4. opak. primér = SD
biotest
SK 0 pasi 18,6 19,1 18,2 18,3 18,55+ 0,40
biotest
SK 5 pasi? 18,2 17,4 17,9 18,1 17,90+ 0,36
biotest
SK 10 pasaz 17,0 17,2 16,8 16,6 16,90+ 0,26
biotest
SK 15 pasi’ 16,5 16,1 16,6 16,5 16,43+ 0,22
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Zhodnoceni:

1) Statisticka analyza potvrdila vysoce pritkkazny vliv pasaZzovani na hodnotu LT95 (ANOVA,
F=36.34; df=3, 12; P <0.0001).

2) Vicenasobné porovnani prumérii odhalilo statisticky prikazné snizeni LT u pasazi 10 a 15
oproti stavu pred pasdzovanim (pasdz 0), nebyl vSak prikazny rozdil mezi pasazi 5 a 0.
Pasdze 10 a 15 byly prikazné odlisné od paséze 5. Rozdil mezi pasazi 10 a 15 nebyl
prikazny.

3) Hodnota LT 95 kmene SEH.56.1If. se po sérii 15 paséazi in vivo snizila z 18,6 + 0,4 dni na
16,4 £ 0,2 dni (tj. asi o 2 dny).

2.6. Navrh technologie vyroby prototypli nového bioagens (optimalizace
kultiva¢nich, finaliza¢nich a skladovacich podminek)

Moznost vyuziti entomopatogennich hub, tedy i houby 1. farinosa, ve formé biopreparatu -
mykoinsekticidu zavisi na schopnosti levné produkovat dostatecné mnozstvi vysoce
virulentniho konidiosporového nebo blastosporového materialu, ktery by bylo mozné s co
nejmensimi néklady finalizovat, skladovat a aplikovat.

V predeslych pokusech (kap. 2.4.) jsem zjistila, ze blastospory 1. farinosa maji rychlejsi
ucinek nez konidiospory. Proto doporucuji, aby jako infek¢ni agens byla pouzivana pravé tato
reprodukéni forma houby. Blastospory lze ziskat hloubkovou submerzni kultivaci, kteréd
probiha na tfepackach nebo ve fermentorech.

Optimalizace podminek kultivace, tj. ziskéni blastospor 1. farinosa a jejich finalizace je
nezbytnym piedpokladem pro vypracovani technologického vyrobniho postupu ptipravy
biopreparatu.

V rdmci optimalizace podminek pro submerzni kultivaci blastospor 1. farinosa a jejich
finalizaci byly feSeny tyto okruhy otazek:

- Stanoveni optimalniho sloZeni zivného média.

- Stanoveni optimalnich fyzikalnich podminek.

- Kontinualni sledovani produkce blastospor.

- Stanoveni vhodné doby pro ukonceni submerzni kultivace na tiepacce.

- Srovnani dvou zékladnich typt kultivaci (tj. kultivace povrchové a submerzni) s ohledem na
produkci spor.

Dale byla provedena:

- Optimalizace finalizace blastosporového koncentratu. Blastosporovy koncentrat byl
finalitovan do n¢kolika variant - zmrazeny nebo jako olejova suspenze ur¢ena pro ULV
aplikaci.

- Optimalizace podminek béhem dlouhodobého skladovani bioagens.

Na zavér bylo provedeno testovani kvality:

- Testovani kvality (vitality a virulence) nakultivovaného materidlu finalizovaného nékolika
prototypti bioagens. Kultivacni optimalizaéni pokusy byly doplnény i kvalitativnimi
hodnoticimi kritérii (vitalita - testem kli¢ivosti a virulence - biotesty na housenicich
C. abietis). (Vysledky tohoto testovani jsou uvedeny v nésledujici kapitole).

Ziskané vysledky tykajici se vlastni technologie vyroby nejsou v predloZeném dokumentu
prezentovany, protoZe budou sloZit jako podklad pro pripadné patentové fizeni.
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2.6.1. Testovani kvality prototypt bioagens na bazi I farinosa skladovanych po dobu
6 mésicu

Byly navrzeny dv€ moZnosti finalizace blastosporového koncentratu: (1) smiseni s olejovym
nosic¢em — (oleje povolené pro ochranu lesa: Istroekol, Dedal 90EC, Ikar 95 EC, Alimo), nebo
(2) bez nosice - samotny koncentrat pouze zamrazeny v mrazicim boxu.

Tab. 3. ZkuSebni vzorky

zkratka prototypu popis prototypu El(()l(::(;l(l):gi
olejovy suspenzni blastosporovy koncentrat | . o
1 OSBK (Istroekol) (ptidan ptipravek Istroekol) SCE1CC
olejovy suspenzni blastosporovy koncentrat | . L0
2 OSBK (Dedal) (ptidan ptipravek Dedal) SCE1CC
olejovy suspenzni blastosporovy koncentrat | . L0
3 OSBK (Tkar) (ptidan ptipravek Ikar) SPCEIC
. olejovy suspenzni blastosporovy koncentrat | . L0
4 OSBK (Alimo) (ptidan ptipravek Alimo) SPCEIC
5 7ZBKIf zmrazeny suspenzni blastosporovy koncentrat -15 a3 -20°C
ziskany po kultivaci ve fermentoru
Podminky pokusu:

Prototypy a jejich skladovani (vSechny vzorky vyprodukovany na tfepacce), kmen SEH.56.1f,

Kwvalita (vitalita, virulence) byla hodnocena:

(A) testy kli¢ivosti blastospor;

(B) biotesty (na housenicich C. abietis pii kolisavé teploté 23+1°C (15 hod.)/ 15+1°C (9 hod.);
3. opakovani (celkem 90 housenic)

Zhodnoceni:

U olejovych suspenznich blastosporovych koncentrati OSBK(Istroekol) , OSBK(Dedal),
OSBK(Ikar) a OSBK(Alimo) i zmrazeného blastosporového koncentratu (ZBKIf) byla
testovana UcCinnost v laboratornich podminkdch stémito vysledky: ZBKIf zmrazeny
blastosporovy koncentrat (skladovany pti -15 az -20°C) si ponechal po celou dobu skladovani
(6 meésici) stejné vysokou kvalitu. Protoze tato formulace vykazovala i dobré vysledky
v biotestech s vajicky ploskohibetky (kap. 2.8.), je mozné ji jednoznacné doporucit v této fazi
vyzkumu pro dané ucely jako nevhodnéjsi. Ke zhorSeni kvality doslo po 6 mésicich skladovani
u vSech olejovych prototypii. U preparatt OSBK Dedal, OSBK Ikar zhorSeni nastalo jiz
po 3 mesicich skladovani. U preparatu OSBK Istroekol az po 4 mésicich skladovéani. Pouze
prototyp OSBK Alimo vykazoval dobrou kvalitu az do 4. mésice skladovani, po 5 mésicich
byla jeho kvalita jiz neuspokojiva.

2.7. Urychleni pritbéhu ndkazy nakliCcovanim spor
Na zaklad¢ vlastnich zkuSenosti a tdaju ziskanych z literatury byly stanoveny tyto kritické

faktory pritbehu houbové infekce: 1) koncentrace spor, 2) doba plisobeni bioagens na vajicka,
3) abiotické podminky (teplota, vlhkost, UV zafeni).
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Z téchto faktorl lze v praxi redln€ ovlivnit pouze prvé dva faktory:
1) koncentraci spor
2) dobu plisobeni bioagens na vajicka — tj. dobu pribéhu infikace.

Zam¢fila jsem se na zkraceni doby prib¢hu infikace. To se podafilo aktivaci a synchronizaci
kliceni blastospor, a to vlastni origindlni metodou ,,provzdusnéni blastospor v zivném médiu®.
Ze stejnych ditvodd jako u predchozi kapitoly (patentové tizeni) neni zde uvedena vlastni
metodika. Uvadim pouze vysledky testovani ucinnosti této metody v laboratornich biotestech
na housenicich ploskohibetky

2.7.1. U&innost nenakli¢enych a naklienych blastospor I. farinosa

Podminky testu:

- standardizovany biotest na housenicich C. abietis (4 opakovani na testovanou variantu ,
tj. 4 x 30 = 120 housenic na testovanou variantu);

- I farinosa kmen SEH.56. If, 1. pasaz, prototyp: ZBKIf — skladovany 1 mésic;

- data byla podrobena neparovému #-testu;

a) testovano pii stalé teploté 23 + 1°C

b) testovano pii kolisavé teploté 23+1°C (15 hod.)/15+1°C(9 hod.);

testovana varianta nakli¢enost titr
1. nenakli¢ena suspenze 0 6% 10° blastospor/1 ml
2. nakli¢ena suspenze 80 % 6% 10° blastospor/1 ml
3. kontrola: osetfeno v 0,025% Glanaponu
Zhodnoceni:

a) testovano pri stalé teploté 23 + 1°C

Statisticky vyznamné rychlejsi uc¢inek na housenice ploskohibetky (neparovy t-test, ¢ = 4,512,
df =6, P=10,0041) byl zjistén u naklicené suspenze (primerna hodnota LT95 = 10,30 dne,

SD + 0,32) oproti nenakli¢ené suspenzi (prumérna hodnota LT95 = 11,35 dne, SD + 0,34).
Potvrdilo se tak urychleni pritbé¢hu ndkazy u housenic C. abietis (po nakli¢eni blastospor) asi
o 1 den.

b) testovano pri kolisavé teploté 23+1°C (15 hod.)/15+1°C(9 hod.);

Statisticky vyznamné rychlejsi u¢inek na housenice ploskohibetky (nepéarovy t-test, ¢ = 3,1701,
df=6, P=0,0193) byl zjistén u nakli¢ené suspenze (primérna hodnota LT95 = 17,58 dne,
SD + 0,46) oproti nenakli¢ené suspenzi (primérnd hodnota LT95 = 18,60 dne, SD + 0,45).
Urychleni pribéhu nékazy u housenic C. abietis (po nakli¢eni blastospor) bylo stejné jako
v ptipad¢ testovani pfi stalé teploté asio 1 den.

Vysledky z laboratorni infikace housenic C. abietis ukazaly, Zze navrhovany originalni zptisob
aktivace blastospor 1. farinosa oznaceny jako "nakliCovani blastospor provzdusnénim média"
spliiuje pozadavky (je levny, prakticky dostupny, jednoduchy, technicky nenaro¢ny a Gc€inny).
Hodnota LT 95 se snizila asi o 1 den. Domnivdm se, Ze v pfipadé infikace vajicek
ploskohibetky by to mohlo mit zasadni vyznam.
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2.8. Laboratorni testovani ucinnosti prototypii bioagens na vajickach ploskohibetky

2.8.1. Pripravné prace pro testovani na vajickach ploskohibetky

K tomu, aby mohlo byt pfistoupeno k testovani na vajickach
ploskohtbetky, byly provedeny nasledujici ptipravné prace:

1) ptiprava testovaciho zafizeni;
2) hledani zpisobu ziskani dostateného mmnozstvi vajicek
ploskohibetky.

1) Priprava testovaciho zarizeni

Laboratof ochrany rostlin v Olesné byla dovybavena zatfizenim
pro testovani:

Z Entomologického ustavu AVCR byla zaptjéena Potterova
postrikovaci véZ, byl k ni zakoupen vhodny kompresor a byla
provedena kalibrace hustoty (davkovani) posttiku.

2) Hledani zpusobu, jak ziskat dostateéné mnoZstvi vaji¢ek ploskohibetky

Dospélei ploskohibetky C. abietis byli chytani:

1) entomologickymi sitkami;

2) ru¢nim sbérem do Iékovek;

3) pomoci sitoviny.

Chycené samicky byly vypoustény do izolatorti, kde wvykladly wvajicka. Izolatory byly
postaveny pfimo na lokalité, kde byl provadén odchyt samicek.

Béhem kvétna (15.5.-18.5. 2006) v predstihu spolecné¢ s pracovniky LZ Kladska, LS
Frantiskovy Lazné a KI Karlovy Vary (LCR s.p.) jsme vybrali vhodné lokality se smrkovymi
porosty pro umisténi 3 dfevénych konstrukei, které byly zacatkem Cervna potazené sit'ovinou
proti hmyzu;

- izolator ¢. 1 (rozméry: 4,8 x 4,8 X 2m)
lokalita: LS FrantiSkovy Lazné, revir Mohelno, porost 432C11a; difevéna konstrukce byla
potazena umélohmotnym pletivem;

- izolator. €. 2 (rozméry: 3,6 X 4,4 x 1,8m).
Dievéna konstrukce byly potazena plastém
z monofilu; lokalita: LZ Kladska, lesni usek
Mokfiny, porost 335C11/1P, 840 m.n.m.

Vzhledem k ptiznivému prabéhu pocasi rojeni

Izolator ¢.2.
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ploskohtbetky probihalo v jedné ving ptiblizné od 8.6. do 21.6.2006. Podatilo se odchytit asi
1000 samicek a velké mnozstvi (cca 5000 ks) sameckd.

Samicky byly jednotlivé uzavieny do 1ékovek a bezprostiedné preneseny do izolatoru, kde byly
vypustény. Sameckové byli nasmykani do entomologické sitky a téz ihned vypusténi do
izolatoru, kde dochézelo k pareni a kladeni vajicek. Ukazalo se, ze v izolatoru z monofilu
samicky pfezivaly 1épe, coz se odrazilo i v po€tu nalezenych vajicek. Dale se timto zpiisobem
podafilo omezit ptistup vajecnych parazith 7Trichogramma spp. k vajickim, coz umoznilo
ziskat jejich zdravé snisky.

Za pomoci pracovnikit LCR s.p. jsme 19., 26. a 27.6. 2006 vystiihali vétvicky s nakladenymi
vajicky, které jsem pouzila po pievozu (v chladici tasce pti +10 °C) do laboratote v Olesné pro
laboratorni testy.

K laboratornimu testovani byla téZz pouzita vajicka ploskohibetky, jejichz sbér provedli
29. a 30.6. 2006 na tizemi Krkonos pracovnici KRNAPu.

Kladouci samicka C. abietis Samecek C. abietis

2.8.2. Vysledky testovani ucinnosti na vajickach v laboratornich podminkach

- Testovani Uc¢innosti na vajickach ploskohibetky probihalo v laboratornich podminkach za
standardizovanych podminek [pii kolisajici teploté 23 + 1 °C (15 hod.) a 15 £ 1 °C (9 hod.)].

- Suspenze spor prislusného bioagens byla aplikovana pomoci Potterovy posttikovaci véze.

- Po oSetfeni byla vétvicka (resp. jehlice s vajicky) umisténa na filtraéni papir (odsaje
prebyte¢nou suspenzi) a ulozena do vlhké komurky.

- Jako kontrola byla pouzita destilovana voda.

- Po 24 hodinach byla ztestované varianty pravidelné¢ odebirana usmrcena vajicka, popf.
vylihlé malé housenice, a byla vypoctena mortalita. Test trval tak dlouho, nez byla dosazena
konec¢na mortalita.
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Utinnost 5 prototypii bioagens p¥i riiznych davkach

Podminky pokusu:

- 100 % RH, - pti kolisajici teploté 23 £ 1 °C (15 hod.) a 15 £ 1 °C (9 hod.), kmen SEH.56.If
Varianty: (po 1. mésici skladovani)
- OSBK (Istroekol)

- OSBK (Dedal)

- OSBK (Ikar)

- OSBK (Alimo)

- ZBKIf

pfi riznych dévkéch:

- 5 x 10 spor/m”

- 5% 10" spor/m’

V kazdé testované varianté byla provedena 4 opakovani (50 vajicek na 1 opakovani).

Tab. 4. Testovani t€innosti zkuSebnich vzorki na vajickach ploskohibetky

prototyp
ZBKIf OSBK OSBK OSBK OSBK
davka (Dedal) (Ikar) (Alimo) (Istroekol)
5 x 10” spor/m’ 9,60 £ 0,39 95 % mortalita | 95 % mortalita 11,36 £ 0,54 | 95 % mortalita
nebyla dosazena | nebyla dosazena nebyla dosazena
5x 10" spor/m’ 7,58 0,30 8,45 +0,48 8,40 0,54 8,00 £ 0,33 8,38 £ 0,35

Zhodnoceni:

1) Dvoucestnd analyza variance (two-way ANOVA) potvrdila statisticky vyznamny vliv
davky (F=1199,78; P=0,0005) i prototypu (F=-6458,40; P=0,0005) na primérnou hodnotu
LT95. P¥i aplikaci prototypa v davee 5 x 10'° spor/m” byla dosahovana statisticky vyssi
ucinnost. Napf. u prototypu ZBKIf byl rozdil pti pouziti riznych davek asi 2 dny, cozZ je
v ptipad¢ vyvo-je vajicek ploskohibetky podstatné.

2) ysledky u davky 5 x 10° spor/m’| Prototyp ZBKIf byl statisticky vysoce vyznamné
ucinnéjsi (neparovy t-test, t = 6,0951, df = 6, P = 0,00009) neZ ostatni prototypy.
Z olejovych pripravki byla dosazena 95 % mortalita pouze u prototypu OSBK Alimo.
(Pokus je potfeba zopakovat a ovétit vysledky v terénu).

3) Wysledky u davky 5 x 10" spor/m*] Vliv prototypu na G&innost byl statisticky prikazny
(ANOVA; F = 3.2726, df = 4, 19; P=0,0407). Primérna hodnota LT95 byla statisticky
vyznamné nizsi u prototypu ZBKIf oproti prototypu Dedal OSBK. Rozdily mezi ostatnimi
prototypy (ZBKIf, OSBK Ikar, OSBK Alimo, OSNK Istroekol) nebyly na hladiné 0,05
statisticky vyznamné (Tukey test). OvSem pokud by se m¢la v praxi pouzivat tato davka t;.
5x10' spor/m’, pak by se na 1 ha muselo aplikovat 25 kg blastosporového koncentratu BK,
(2x10" spor/1 g BK). To je v piipadé olejovych preparati pti ULV aplikacich (ultranizko-
objemova aplikace) technicky nemozné, protoze doporuceny objem je u nich od 0,5 do 5 I/ha.

4) Proto lze pro praktické pouziti jednozna¢né doporudit pouze prototyp ZBKIf.
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Tento zavér podporuji i nasledujici zjisténi:

- Uc&innost ZBKIf v davce 5x10' spor /m” byla testovana i v terénu (viz. kap. 2.9.). OSetfeni
timto biopreparatem snizilo populaci housenic ploskohibetky asi o dvé tietiny.

- ZBKIf vykazoval i1 nejlepS$i parametry po dlouhodobém skladovani. Jeho kvalita se
nezmeénila ani po 6 mésicich skladovani (-15 az -20°C) na rozdil od olejovych prototypti (5°C
+ 1°C).

Poznémka : Pro jednoznaéné potvrzeni tohoto zavéru by bylo vhodné pokusy jesté zopakovat. M¢li jsme v umyslu
provést to vroce 2007. Bohuzel k vyznamnéjSimu rojeni ploskohibetky v tomto roce nedoslo. Dojde-1i proto
v nekterém z priStich let k siln€jSimu rojeni, bylo by ucelné¢ pokus jest¢ zopakovat a otestovat pro srovnani
v terénu i variantu ZBKIfa OSBK Alimo v davee 5 x 10° spor/m®.

Vliv relativni vzdusné vlhkosti na i¢innost bioagens

Podminky pokusu:

- prototyp ZBKIf (1. mésic skladovany),

- pti kolisajici teploté 23 £ 1 °C (15 hod.) a 15+ 1 °C (9 hod.), kmen SEH.56.1f
- 5% 10" spor/m’

testované varianty :

- 60% RH,- 70 % RH, - 80 % RH, - 90 % RH, - 100 % RH

Zhodnoceni:

Vliv vlhkosti na t¢innost byl statisticky vysoce pritkazny (ANOVA, F = 25.3869, df = 2, 11;
P=0,0002). Primérna hodnota LT95 byla statisticky vyznamné nizsi pti vlhkosti 90 a 100 %
oproti vlhkosti 80 %. Rozdily mezi 90 a 100 % vlhkosti nebyly na hladin¢ 0,05 statisticky
vyznamné (Tukey test). Pfi vySSich hodnotach relativni vzdusné vlhkosti - cca 90 az 100 % -
dochazelo na povrchu vajicek k bohatému nariistu mycelia. Pti 60 a 70 % vlhkosti nebyla 95 %
mortalita dosazena.

2.9. Terénni testovani uCinnosti prototypu bioagens na vajickach ploskohibetky

Terénnimi pokusy byla stanovena u¢innost preparatu ZBKIf:

1. Po 6 mésicich po aplikaci, a to nepfimo porovndnim hmotnosti pfedivovych vaku
z jednotlivych stromkt oSetiené a neosSetené varianty.

2. Po jednom roce bylo provedeno dal§i hodnoceni rozborem zeminy a stanoven pocet
diapauznich housenic.
Kromée toho nas zajimalo, zda ndkaza zptisobend preparatem ZBKIf nepropukne pozdéji az
u housenic ptezimujicich v pudé¢, kde jsou vhodné podminky pro rozvoj mykdzy. Proto
byly pfirozboru nalezenych housenic vy¢lenéni jedinci napadeni houbou.

2.9.1. Material a metodika

Piipravné prace pro zajisténi pokusu

K pokusu byl pouzit izolator ¢.3. (rozméry: 5,3 x 10,3
x 1,8 m), ktery byl umistén nad mlady porost smrcka
(celkem 18 stromki) na lokalité: LZ Kladska, lesni
usek Mokfiny, porost 328D1, 820 m.n.m.
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Dievénou konstrukci pracovnici LCR s.p. zalatkem &ervna 2006 potéhli umélohmotnou
sitovinou proti hmyzu.

Rucné nasbirané samicky (cca 500 ks) byly
jednotlivé uzavieny do lékovek
a bezprosttedné vypustény do izolatoru.
Sameckové byli ve velkém mnozstvi
nasmykani do entomologické sitky a zni
thned vypusténi do izoladtoru. Tam doslo
k pateni a vykladeni vajicek.

Zajimalo nés, zda nékaza nepropukne pozdé&;ji
u housenic, které unikly ndkaze na stromé
a budou prezimovat v pidé, kde jsou vhodné
podminky pro rozvoj mykézy. Proto kolem
kazdého smrc¢ku v izolatoru byl odstranén
travni porost a zemina. Na odhalené kotfeny
byla pak polozena umélohmotnd sit'ovina, na
niz byl umistén dievény rdm o velikosti 1x1m.
Ram byl vyplnén nejdiive mineralni zeminou
a poté prekryt humoznim substratem.

Metodika aplikace

Aplikace spor byla provedena 26.6.2006.
Porovnavali jsme vyvoj vajicek ploskohibetky
na desetiletych stromcich smrku oSetfenych
po jejich nakladeni prototypem ZBKIf (kmen
SEH.56.If) s vyvojem vaji¢ek na neoSetfenych
(kontrolnich) stromcich.

Na 9 smrc¢kt byl ruénim postfikovacem
aplikovan postfik blastospor [ farinosa
v davee 5x10" spor na m’. Blastospory byly
pted aplikaci cca 4 mésice skladovany pfi -15
az —20°C. Pii aplikaci byl oSetfovany stromek
izolovan igelitovou folii od okolnich stromkd.
Jako kontrola bylo pouzito zbyvajicich devét
neoSetienych smrcka.
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2.9.2. Vysledky

a) 1. hodnoceni (zari 2006)

Dne 7.9.2006 bylo provedeno 1. hodnoceni biotestu. Zvolila jsem neptimou metodu hodnoceni
ucinnosti. Z kazdého stromku byly vypreparovany piedivové vaky (trus + zbytky jehlici)
ploskohibetky a byla stanovena jejich hmotnost (vysledky jsou uvedeny v tab.5.). Pfi
hodnoceni byla porovndna hmotnost piedivovych vakl z jednotlivych stromkl (opakovani)
oSetfené a neoSetfené varianty.

Tab.5. Vysledky hodnoceni ¢.1.

hmotnost piredivovych vaki (g)
zmraZené blastospory kontrola — neoSetieno
testovana varianta L farinosa v davce 5 x 10" spor/m’
priamér + SD 4,18 +1,42 11,12 £ 1,59
celkova hmotnost
piedivovych vaki 37,66 100,1

Zhodnoceni:

V oSetfené varianté byla primérnd hmotnost predivovych vakl na 1 stromek 4,18 g (SD=+1,42)
zatimco v kontrole 11,12 g (SD + 1,59). Rozdil mezi zdsahem a kontrolou byl statisticky
vysoce prukazny (neparovy t-test, t = 9,7706 df = 16, P<0,0001). Na zéklad¢ téchto dat lze
usuzovat, ze oSetieni biopreparatem snizilo populaci housenic asi o dv¢ tretiny (62,4 %).

b) 2. hodnoceni (¢erven 2007)

Ve dnech 11.-13.6. 2007 bylo provedeno dalsi hodnoceni:

1) stanoveni poctu zivych diapauznich housenic v zeming uvnitt truhlika;

2) stanoveni po¢tu houbou nakazenych diapauznich housenic v zeming uvnitt truhlikd.

Tab.6. Vysledky hodnoceni ¢.2.

testovana zmraZené blastospory kontrola — neoSetieno
varianta L. farinosa
v davee 5% 10" spor na m’
zdravé housenice infikované zdravé housenice infikované

housenice mykozou housenice mykozou
primér 7,1£3,5 0,6+0,7 20,4+6,8 0
celkovy pocet 64 5 184 0
housenic

Zhodnoceni:

1) V osetiené varianté bylo celkem nalezeno jen 64 zdravych diapauznich housenic (v kazdém
truhliku v priméru 7,1 £ 3,5), v kontrole to bylo pod stejnym poctem smrckii 184 zdravych
housenic (tj. 20,4 + 6,8 housenice na truhlik). Rozdil mezi zdsahem a kontrolou byl statisticky
vysoce prukazny (neparovy t-test, t = 5,2567 df = 16, P<0,0001).
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Lze tedy vyvodit, Ze oSetieni biopreparatem snizilo populaci housenic o 65,2 %, coz zhruba
odpovidéa i vysledkiim ziskanym pii nepfimém hodnoceni pomoci vahy predivokych vaki
(62,4 %).

2) V oSetfené varianté¢ byly zaznamendny smrtelné mykédzy vyvolané houbou I farinosa
u 5 diapauznich housenic (zadny dal$si druh houby nebyl zjistén). Z celkového poctu
69 nalezenych jedinct je to 7 %. Dé se predpokladat, ze se jednd o stejny kmen SEH.56.1f,
ktery byl pouzit jako infek¢éni agens pii pokusu. Po zavedeni ptislusSnych metodik planuji
odizolované kmeny podrobit genetické analyze k potvrzeni této domnénky.V kontrole nebylo
u nalezenych house-nic zaznamendno zadné houbové onemocnéni. Rozdil mezi zdsahem
a kontrolou byl statisticky vysoce prikazny (neparovy ¢-test, ¢ = 2,4333, df = 16, P=0,0271).

3

S i

Zemina truhliku byla peclivé prohlédnuta. U nékterych diapauznich housenic byla zaznamenéana
siln€ vyvinutd mykoéza vyvolana houbou [. farinosa.

2.9.3. Diskuse a zavér

Na zaklad¢ vysledkd naseho vyzkumu v terénu (redukce populace ploskohtbetky asi o dvé
tfetiny) miZeme konstatovat, e v laboratofi vyvinuty biopreparat ZBKIf v davce 5%10"
blastospor na m* u¢inné infikuje vajicka a mladé housenice ploskohibetky smrkové, a miize se
pravdépodobné podilet i na snizeni populacni hustoty pfemnozenych diapauznich larev sktidce.
Odbornici v oboru aplikované entomologie se obecné shoduji, Ze dvoutfetinové snizeni
pocetnosti Skildce houbovym biopreparatem je mozno povazovat za uspéch. Vzhledem k tomu,
ze testovani prob¢hlo na omezeném poctu housenic, tento vysledek by bylo tfeba jeSté ovéfit
rozsahlejsim velkoplosnym pokusem, pokud by se mélo bioagens ptipravovat k pouziti na
komeréni bazi.

Vysledky ziskané v terénnich pokusech na lokalit¢ Kladska odpovidaji vysledkiim
ziskanym v roce 1994 v pokusech v Krkonosich. Tam byla velkoplo$sné na 4 ha aplikovana
suspenze pripravena ze zmrazeného blastosporového koncentratu I. farinosa (posttikem
z vrtulniku) a na 80 ha byl aplikovan insekticid Dimilin®. Po vyhodnoceni byla zaznamenana
64,6 % morta-lita populace ploskohibetky po aplikaci houby P. farinosus, 78,4 % mortalita
u insekticidu Dimilinu a 13,5 % mortalita v kontrole (Prenerova, 1994a). Podrobné o tom
referuje dr. Vanék (1995) z NP Krkonose.
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Domnivam se, Ze je nutné v diskusi o Uc¢innosti bioagens v terénu zminit jesté dalsi
fenomén. Vzhledem k tomu, Ze se s kazdou aplikaci houbového agens zvySuje jeho zasoba
v ekosystému, da se predpokladat, Ze se houba bude vtomto prostfedi postupné piirozené
etablovat. Proto pfedpokladdm, Ze se mtize UcCinek bioprepardtu, na rozdil od rychle
degradujicich toxickych pesticidd, projevit i v nasledujicich generacich Sktdce. Jsem
pfesvédéena o tom, ze tato strategie ,dlouhodobéjsiho (protrahovaného) plisobeni
introdukovaného bioagens v populacich Skiidce* si zaslouzi pozornost, a proto bych se ji chtéla
vénovat i v dalS§im vyzkumu. Predpokladam, Zze ze stejnych hypotéz vychdzi i prof. Z. Landa
(J&U, C. Budgjovice), ktery letos zahajil sérii pokusnych aplikaci houbového preparatu na bazi
Beauveria bassiana na lokalitach napadenych lykozroutem smrkovym (Ips typographus) na
tizemi NP Sumava. V rozhovoru pro denik MF Dnes (ze 17.8.2007) uvadi:,, S Sedesati az
sedmdesati procenty imrtnosti broukti bych byl spokojen, ale je to béh na delsi trat’, protoze
vysledky se samoziejmé dostavi az pozd¢ji, az se houba za¢ne v pfirodé sama mnozit*. Krome
toho klade Landa a kol. (2007) diraz na respektovani ptivodu kment, které jsou pro indukci
nakaz v lokalnich populacich lykoZrouta pouZzivany. Jeho cilem je doséhnout stavu, kdy na
urcitou lokalitu bude reintrodukovan pouze kmen, ktery z dané lokality pochazi, a zamezit tak
vneseni ,,exotickych kmenid®, coz je typicky dusledek pouZzivani komercnich biopreparati.
Stejny nézor zastavdme i my, proto jsme znacné usili v prvé fazi projektu vénovali izolaci
nativnich kment z lokalit vyskytu ploskohibetky.

Pii diskusi o vyhledu praktického pouziti by mél byt zminén i nazor jednoho z oponentd,
doc. L. Jankovského (MZLU, Brno): ,,Stejn¢ jako v predchozich letech vSak pochybuji o Sirsi
aplikovatelnosti P. farinosus v biologickém boji proti ploskohibetkdm. V souvislosti se
souCasnymi problémy lesnictvi, resp. péstovani jde o okrajové téma, ploskohibetky vsak
mohou byt jednim z biotickych agens, které budou citlivé reagovat na klimatické extrémy
a zvySenou stresovou zatéz smrku. Za této situace lze predpokladat, ze jakakoli metoda snizeni
populacni hustoty tzv. Sklidce fizenim negativni zpétné vazby bude vyznamna. Jde rovnéz
o téma, které je prioritou ES, resp. jednim z pozadavkl je racionalizace pouzivani ochrannych
a obrannych postupil. Z vysledki vyplyvéa tada dil¢ich zavéra, které je mozno aplikovat
v ptibuz-nych oblastech. Vyznamnym momentem je aplikace proti vajickiim ploskohibetek,
které by bylo mozné do jisté miry pouzit i u piibuznych druhti hmyzu.“ Zejména s druhou
Casti uvahy se ztotoznuji, a proto planuji, ze ve vyzkumu alternativniho pouZziti nové
vyvinutého bioagens budu ve spolupraci s LCR s.p. pokracovat i v dalsich letech.

2.10. Zdokumentovani pribéhu infikace vajicek a prvych instart ploskohibetky

Jelikoz laboratorni i terénni pokusy s infikaci vaji¢ek ploskohibetky smrkové (C. abietis)
byly velice slibné, nabizela se otdzka, zda je proces prortstani a namnozeni houby procesem
patogennim, nebo zda houba roste pouze saprofyticky na organickém substratu obalu hmyziho
vajicka? A jak vlastné tento proces probiha?

Na tyto otazky jsme se snazili odpovédét za pomoci elektronové mikroskopie, konkrétné
rastrovaci elektronové mikroskopie (SEM) a transmisni elektronové mikroskopie (TEM). Pro
netradi¢ni zobrazeni pronikdni hub z vnéjsiho prostfedi do vnitini dutiny téla byly vyzkouseny
1 kryometody.
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Metodika sbéru a infikace vajicek

Ke studiu pribéhu nékazy zptisobené houbou /. farinosa byla pouzita ¢ista populace vajicek
ploskohtbetky smrkové C. abietis. Vajicka byla ziskdna na uzemi LZ Kladska v c¢ervnu 2006,
kde jsme je nechali vyklast rojivci umisténymi do velkych venkovnich izolatort (viz. kap.2.8.)
Vajicka byla poté prevezena v chladicim boxu (10 °C) do laboratoie v Ole$né.

Infikace vaji¢ek ploskohibetky probihala v laboratofi za standardizovanych podminek [pii
kolisajici teploté 23 + 1 °C (15 hod.) a 15 = 1 °C (9 hod.)]. Suspenze spor zmraZzeného
blastosporového koncentratu . farinosa — kmen SEH.56.If (ZBKIf) o davce 5 x 10" spor/m2
byla aplikovdna pomoci Potterovy postiikovaci véze. Blastosporovy koncentrat byl ziskan
submersni kultivaci, skladovan po dobu jednoho mésice (-15 az -20°C). Po oSetfeni byla
vétvicka (resp. jehlice s vajicky) umisténa na filtraéni papir (ten odsal pfebytecnou suspenzi)
a uloZena do vlhké adaptované komiirky.

Vzorky, tj. jednotlivé jehlice s vajicky ¢i prvymi instary, byly odebirany k fixaci:
1) pted oSetfenim (neinfikovana vajicka);

2) bezprostiedné po oSetieni (0 hodin);

3) po 24, 48, 72, 96,120 hodinach

4) po 15 dnech inkubace.

Metodika zpracovani vzorki
Zpracovani vzorkd provedli béznymi postupy pracovnici Laboratofe digitalniho
zobrazovani v biologii Entomologického ustavu a Laboratofe elektronové mikroskopie,
Biologického centra AVCR, v.v.i. v Ceskych Budgjovicich. Vzorky byly zpracovany pro:
1) optickou mikroskopii (OM);
2) rastrovaci (skanovaci) elektronovou mikroskopii (SEM);
3) prozatovaci (transmisni) elektronovou mikroskopii (TEM).

Vysledky

V tivodu této kapitoly je tieba pripomenout tfi hlavni faze generalizovaného vyvojového
cyklu entomopatogennich hub (Landa, 1998):
1. Prichyceni a kliceni konidii (konidiospor, blastospor) na povrchu kutikuly hostitele.

2. Pronikani patogena do télni dutiny (paraziticka faze vyvojového cyklu). Po proniknuti
patogena do télni dutiny dochéazi zpravidla k rychlé kolonizaci jednotlivych télnich tkani
a organii. Pro tuto fizi vyvojového cyklu je typicky prechod vlaknitych forem hub
na rychle se délici a pomnozujici téliska - tzv. hyfovda, resp. kvasnicna téliska, blastospory.
Tato téliska se rychle namnozuji (déleni pucenim, exponencidlni rist titru v hemolymf€)
a ve velmi kratké dobé zcela vyplituji a mumifikuji hostitele, ktery je v této fazi vyvoje
mykozy jiz usmrcen. Mumifikaci hostitele konci druhd, parazitickd fdze vyvojového cyklu
a nastupuje finalni faze.

3. Externi sporulace a tvorba konidiospor nové generace (saprofytickda faze vyvojového
cyklu).
Pro tuto fazi vyvoje jsou opét typické vlaknité struktury. Patogen prortistd na povrch
usmrcen¢ho hostitele a postupné vytvari hustou mycelialni sit’, ktera portsta cely povrch
téla. Na vzduSném myceliu se postupné vytvaii konidiofory, na kterych se ve finalni fazi
vyvojového cyklu formuji nové konidiospory.
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Infikace vajicek ploskohibetky smrkové

Neinfikované vajicko:
Vajicko ploskohrbetky se sklada z nekolika vrstev:

1) lepové vrstvy

2) voskové vrstvy

3) chorionu A

4) chorionu B

5) embrya.

Na snimku je patrna lepova
vrstva vajicka, kterou je vajicko
ptichyceno ke svému podkladu,
tj. k jehlici.

SEM (41570)

O hodin po oSetfeni:
Blastospory ulpivaji na vrchni lepové vrstvé vajicka, kterd je diky svému sloZeni (obsahuje
mukoproteiny) vhodnym zivnym substratem pro jejich kli¢eni a rtst hyf.

bl - _b_Ias_tr::u'sr;u*:m‘jr :

a

|. farinosa
4 -l.! : :
W SEM (% 1300)
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24 hodin po oSetfeni:

SEM (x 100}

._ e ‘ _u. l-. b 2
hyfy hc:ubyr prorustaji do chorlonu A i chorionu B

B W
TEM(}{']33DEI}|‘ 'ﬁ‘ 5 TEM (}{WDDD) :

Blastospory [I. farinosa uchycené
v lepové vrstvé jsou jiz z velké
Casti naklicené a pronikaji do ni
svymi hyfami. Kli¢ky blastospor
iprorustajici hyfy casto kopiruji
pfed vlastnim prinikem do
voskové vrstvy jeji povrch. T tato
vrstva je jiz v dané fazi
perforovana prorustajicimi hyfami.
Embryo neni jeSt¢ vtéto fazi
Zasazeno.

Prorustajici hyfy zasahuji uz do chorionu A i chorionu B. Primarni formy prorﬁstajicich hyf
jsou tmavé od velkého mnoZzstvi elektron pozitivnich ribozomt. Se starnutim se hyfy postupné
vakuolizuji. Po 48 hodinach infekce je lepova vrstva jiz zna¢né€ narusena.

72 hodin po oSetfeni:

V této fazi dochazi jiz k priiniku do embryondlni tkan€. Jak pti priniku do chorionu A, tak do
embryonalni tkdn¢ dochazi k tvorbé tercku (apresoria). Ten by se mohl nejlépe
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charakterizovat jako ztluSténina vytvofena pred mistem pruniku, kde dochdzi k tvorbé

penetracniho ¢epu (penetration peg). Po priniku se penetracni Cep opét rozsifi a vytvori tzv.
prinikovou hyfu (penetration hypha).

Apresoria predstavuji aktivni agresi houby viici hostiteli.
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96 hodin po oSetreni:
¢ Hyfy smétuji a proristaji do dychacich organti
embrya — trachei.

120 hodin po oSetfeni:
Na povrchu vajicka dochézi k tvorbé konidii I farinosa, jez se tvoii na povrchu vajicka
v typickych fetizcich.
Prifez tetizkem konidii je vidét na snimku.
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Infikace housenic 1. instaru ploskohibetky smrkové

Vzorky byly hodnoceny po 15 dnech infikace houbou 1. farinosa.

1 mm 200 ym

Hyfy houby aktivné pronikaji do télni dutiny mladé housenice. Obsah dutin pak postupné
stravuji, rozrustaji se v mycelium a vytvari dalsi spory.

Rozlomena hlava housenic¢ky je vyplnénd myceliem houby, které postupné stravuje hmyzi
tkang. Stejné tak 1 ostatni ¢asti téla jsou napadeny - na obrazku fez hrudi.

200 pm) S [ %4 " ) 1 g ¥ 7‘#"?';;
— / oy - 5

Diskuse a zavér

Studie patogeneze houbové infekce I farinosa na vajickdch ploskohibetky smrkové
ptinesla fadu originélnich vysledkt. Byl podrobné popsan cely prubéh patogeneze po 0, 24, 48,
72 a 96 hodindch infikace. Za pozornost stoji i zjiSténi, ze pifi priniku do chorionu A
a do embryondlni tkan¢ vytvari tato houba apresoria. D4 se obrazné fici, zZe apresoria
predstavuji aktivni agresi houby viici hostiteli.
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Apresoria u Metarhizium anisopliae:
app — appressorium

pp — penetracni Cep

ph — penetra¢ni hyfa

co — konidie

ep — epikutikula

Podle St. Leger a kol. (1989).

Apresorium se dé nejlépe popsat jako ztlusténina vytvorena pfed mistem pruniku, kde dochazi
k tvorb¢é penetracniho ¢epu (penetration peg - pp). Po pruniku se penetracni ¢ep opét rozsiti
a vytvoii tzv. prinikovou hyfu (penetration hypha - ph ). Tvorba stejnych nebo podobnych
apresorii je také popsana v histologickych studiich u entomopatogennich hub M. anisopliae
(Zacharuk, 1970; St. Leger a kol., 1989; 1991; Butt a kol., 1995; Arruda a kol, 2005).)
Zoophthora radicans (Magalhaes a kol., 1990), /. farinosa (Robinson, 1966; Madelin a kol.,
1967), B. bassiana (Vey a Fargues, 1977; Bidochka a kol., 1997).) a u houby Tolypocladium
cylindrosporum (Goettel, 1988). Jmenovani autofi sledovali tvorbu apresorii jednak pfimo na
kutikule hmyzu a nebo v in vitro kulturach rostoucich proti sklicku.

Tvorbu apresorii houby I farinosa na hmyzich vajickdch doposud nikdo nepopsal.
Miutzeme tedy tento poznatek ziskany pfedkladanou studii na ploskohibetce povazovat za
originalni zjiSténi.

Z nasi dokumentace celkového pribéhu infikace vaji¢ek ploskohibetky smrkové houbou
L farinosa jednoznacné vyplyva, ze tento déj obsahuje vSechny tii faze vyvojového cyklu
entomopatogennich hub, které¢ byly popsany na zacatku kapitoly. Houba svymi organy jiz
béhem 72 hodin aktivné napadd a ni¢i embryo. Dokonce behem 120 hodin vytvari
1 fruktifikacni orgdny vcetné konidii, které se tak mohou stat zdrojem infikace dalSich vajicek
nebo jiz vylihlych housenic.

2.11. Doporucena metodika zplisobu uloZeni kmene, vyroby a aplikace bioagens

Doporuceni €.1:

Vybrany kmen SEH.56.If je mozné ulozit v nékteré z mykologickych sbirek. Sbirky (v roce
1998 bylo registrovano 21 sbirek) jsou sdruzené ve Federaci Ceskoslovenskych sbirek
mikroorganismii (FCCM), Katedra botaniky PfFUK, Benatska 2, 128 01 Praha 2.
Na webovych strankdch www.natur.cuni.cz je uveden seznam kmenii vSech druhti hub
uchovévanych v téchto sbirkach.

Doporucuji kmen ulozit naptiklad ve sbirce:
CCF

Culture Collection of Fungi

Sbirka kultur hub katedry botaniky PfF UK

WWW: botany.natur.cuni.cz/cz/struktura/houby.php
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Doporuceni ¢.2:

Alternativné by bylo mozné nabidnout pfevzeti kmene vhodné odborné instituci, kterd bude
zérukou jeho vyuziti v lesnim hospodaistvi, napt. VULHM ve Zbraslavi. LOR Olesna je
ochotna participovat na dal$im vyzkumu v této problematice. Je mozné byt v ramci smluvniho
vztahu i nadale garantem kmene a pecovat o jeho kvalitu.

Doporuceni €. 3.:

Houbu I. farinosa doporucuji kultivovat submerzni kultivaci za danych optimalizovanych

podminek. Submerzni kultivace ma tyto vyhody:

- umoziiuje vysokou produkci uniformnich infekénich jednotek (2x10° blastospor/1ml
kultivaéniho média); za 15 dni lze submerzni kultivaci teoreticky ziskat tfinactindsobné
mnozstvi spor nez povrchovou kultivaci;

- vytvari minimalni mnozstvi hlusiny — mycelidlni biomasy a zbytki kultivacniho substratu;

- umoziuje snadngj$i zpracovatelnost pfi finalizaci;

- poskytuje biologicky material o vysoké kvalité.

Jsou dv€ moznosti finalizace blastosporového koncentratu:

1) smiseni s olejovym nosicem — (oleje povolené pro ochranu lesa: Istroekol, Dedal 90EC, Ikar
95EC, Alimo) vpoméru 1:1. Vzniknou tak ctyfi formulace oznacené jako
OSBK(Istroekol);

OSBK(Dedal);
OSBK(Ikar);
OSBK(Alimo).

2) ZBKIf - samotny blastosporovy koncentrat pouze zamrazeny v mrazicim boxu pii teploté
- 15 az -20°C.

Pro skladovani lze doporucit tyto podminky:

1) ZBKIf - skladovat v mrazicim boxu pfi teplotach (-15 az -20°C). Jeho kvalita se
nezmeénila ani po 6 mésicich skladovani;

2) olejové formulace OSBK(Istroekol), OSBK(Dedal), OSBK(Ikar) a OSBK(Alimo)
udrzovat v chladnici pii + 5° C.

Doporuceni ¢. 4.:

Na zaklad¢ ziskanych vysledki Ize pro zasah proti ploskohibetce smrkové doporucit v této fazi
vyzkumu zmrazeny blastosporovy koncentrat (ZBKIf) aplikovany ,klasickym® leteckym
posttikem;

- v1gZBKIfje 2 x 10" blastospor;

- davka 5 x 10" blastospor/m’;

- potieba na Im’*je 2,5 g ZBKIf;

- potieba na lha je 25 kg ZBKIf (100 — 500 1 vody).

Utinnost ZBKIf vdavce 5 x 10" spor/m* byla otestovana i v terénu. OSetieni timto
biopreparatem snizilo populaci housenic ploskohibetky asi o dv¢ tretiny.

Davka 5 x 10° blastospor/m® byla u¢inna v laboratornich podminkach u ZBKIf a OSBKAlimo
(urceno pro ULV aplikaci). Zbyva ovéfit ucinnost i v terénnich podminkach - pfedmét dalsiho
vyzkumu(?)
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3. STRUCNY SOUHRN VYSLEDKU

3.1. Struény souhrn vysledkii a potvrzeni hypotéz

1)

2)

3)

4)

)

6)

7)

Lze ziskat Cerstvé izolaty kmenu entomopatogennich hub izolaci z infikovaného
hmyzu a ze vzorku pidy.

Celkem bylo ziskdno izolaci z ploskohibetky 13 kmenti a izolaci z pidnich vzorki
metodou zivych pasti 50 kmenil. Izolované kmeny pattily pouze do dvou druht
entomopatogennich hub — a to Isaria farinosa (syn. Paecilomyces farinosus) - 60 kmeni
a Beauveria bassiana — 3 kmeny.

Nejvice virulentni proti danému cilovému Skiidci jsou pravé ty kmeny, které byly
z tohoto Skiidce izolovany.

Bylo otestovano celkem 71 kment 5 druhli entomopatogennich hub (Isaria farinosa,
Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae, Metarhizium flavoviride, Lecanicilium
lecanii). Nejvice virulentni kmen SEH.56.1f, ktery byl izolovan =z housenice
ploskohibetky.

Cerstvé izolaty entomopatogennich hub maji vys3i virulentni aktivitu neZ sbirkové
kmeny uchovivané kontinualnim pasaZovanim na umélé pidé.

To bylo dokazano ve standardizovanych biotestech na kuklach 7. molitor a na
housenicich C. abietis. Bylo porovnano 8 sbirkovych kmenti a 63 nativnich kmen.

Blastospory jsou vzhledem ke svému rychlejSimu uc¢inku vhodnéjsi infekéni formou
pro aplikaci proti vajickim a prvnim instariim ploskohibetky smrkové nez konidie.
Blastospory 1. farinosa v biotestu na housenicich ploskohibetky byly u¢innéjsi (pramérna
hodnota LT95 = 18,53 dne, SD =+ 0,43) nez konidiospory (primérna hodnota LT95 =
20,00 dne, SD +0,55).

Kontinudlnim pasaZovanim pres cilového hostitele se zvysi virulence daného kmene
entomopatogenni houby.

V biotestu s housenicemi ploskohibetky bylo zjisténo, ze hodnota LT 95 kmene
SEH.56.1f. se po sérii 15 pasazi in vivo snizila z 18,6 = 0,4 dni na 16,4 + 0,2 dni (tj. asi
o 2 dny).

Existuje realnd moZnost vyuZit entomopatogenni houby proti vajickim a prvym
instarim ploskohibetky.

Byla vypracovana metodika zpisobu vyroby a aplikace bioagens ZBKIf na bazi
blastospor entomopatogenni houby 1. farinosa.

Ziskané bioagens je moZné dlouhodobé skladovat.

Zmrazeny blastosporovy koncentrat ZBKIf (skladovany pii -15 az -20°C) si udrzel
puvodni vysokou kvalitu po 6 mésict skladovani.
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Vajicka a prvé instary ploskohibetky jsou vnimavé k ndkaze vyvolané nové
vyvinutym bioagens.

V laboratornich podminkéch byla stanovena vysoka uc¢innost preparatu ZBKIf. Pii davce
5 x 10" blastospor /m> byla hodnota LT95 = 7,58 + 0,30 dni a pti davee 5 x 10°
spor /m’ byla hodnota LT95=9,60 + 0,39 dni.

Nové bioagens bude ucinné proti ploskohirbetce smrkové ve stadiu vajicek a prvych
instari i v terénnich podminkéach.

Na zaklad¢ vysledki naseho vyzkumu v terénu (redukce populace ploskohibetky asi
o dvé tfetiny) mizeme konstatovat, e vyvinuty biopreparat ZBKIf v davce 5x10'
blastospor na m® Gi¢inné infikuje vaji¢ka a mladé housenice ploskohibetky smrkové a je
vysoce pravdé-podobné, ze se podili i na sniZzeni populacni hustoty pfemnozenych
diapauznich larev Skadce.

10) Je moZné popsat a zdokumentovat pritbéh houbové nikazy pouzitim modernich

mikroskopickych technik.
Bylo zdokumentovano, ze proces prorustini a mnozeni houby 1. farinosa je v pripade
infikace vajicek a prvych instart ploskohibetky procesem patogennim.

11) Je moZné eliminovat kritické faktory ovlivitujici pribéh nakazy.

Z faktorti, které lze v praxi readlné¢ ovlivnit, to jsou: (1) koncentrace spor a (2) doba
pusobeni bioagens na vajicka — tj. doba prubéhu infikace. Podafilo se zkratit dobu
pribéhu infikace aktivaci a synchronizaci kli¢eni blastospor, a to vlastni originalni
metodou ,,provzdusnéni blastospor*.

3.2. A short summary of the results and confirmation of the hypotheses

D)

2)

3)

4)

Fresh isolates of strains of entomopathogenic fungi can be acquired from infected insects or
soil samples.

Thirteen strains were isolated from the C. abietis larvae and 50 strains from soil samples using the
live bait method. The isolated strains belong to only 2 species - Isaria farinosa (syn. Paecilomyces
farinosus) — 60 strains and Beauveria bassiana - 3 strains.

The most virulent strains for the given pest species are the strains isolated just from the target
species.

Seventy one strains belonging to 5 species of entomopathogenic fungi were tested (Isaria farinosa,
Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae, Metarhizium flavoviride, Lecanicilium lecanii). The
most virulent strain SEH.56.1f was isolated from a larva of the C. abiefis.

Fresh isolates of entomopathogenic fungi are more virulent than strains from collections
maintained by passages on artificial medium.

This was proven using a standardized bioassay on pupae of 7. molitor and larvae of C. abietis,
8 collection strains and 63 native strains were compared.

Blastospores are more suitable for application against the eggs and first instars of the
C. abietis than conidiospores.
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The blastospores were more efficient in the bioassay on larvae of C. abietis (mean LT95 = 18.53
days, SD + 0.43) than conidiospores (LT95 = 20.00 days, SD + 0.55).

Continual passages performed on target species can increase virulence of a particu-lar strain
of the entomopathogenic fungus.

A bioassay performed on C. abietis larvae revealed that LT95 of the strain SEH.56.1f. decreased
from 18.6 = 0.4 days to 16.4 £ 0.2 days (i.e. approx. by 2 days) after a series of 15 in vivo passages.

Entomopathogenic fungi can be used as bioinsecticide against the eggs and first instars of the
false spruce webworm C. abietis.

A method of production and technique of application of the bioagens ZBKIf based on blastospores
of entomopathogenic fungus /. farinosa was elaborated.

The bioagent can be stored for a prolonged period.
A frozen concentrate of blastospores ZBKIf (stored at -15 to -20°C) retained its original high
quality for 6 months of storage.

Eggs and first instars of the C. abietis are sensitive to the infection of the new developed
bioagent.

A high effectiveness of the ZBKIf preparation was shown in the laboratory. At the dose of 5 x 10"
spores/m” the LT95 = 7.58 + 0.30 days, and at a dose of 5 x 10’ spores/m> LT95= 9.60 + 0.39
days.

The new bioagent is effective against the eggs and first instars of the C. abietis also in the field.
Based on our results in the field (reduction of the larval population by two thirds) we can claim that
the preparation ZBKIf at the dose of 5x10'" blastospores/m” can efficiently infect the eggs and
young larvae of the pest and very likely also cause decrease of population density of diapausing
larvae.

10) The course of fungal infection can be described and documented using modern microscopic

techniques.

It was documented that the process of penetration and reproduction of the fungus /. farinosa into
the eggs and first instars of the false spruce webworm Cephalcia abietis is a true pathogenic
process.

11) It is possible to eliminate some of the critical factors that affect the course of infection.

Only two factors can be controlled, namely (1) concentration of the spores and (2) the period during
which the spores can efficiently affect the eggs. We succeeded in shortening the course of infection
by activation and synchronization of germination of the blastospo-res using our original method of
»aeration of the blastospores®.
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