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Abstrakt

Tato bakalarskd prace se zabyva entomopatogennimi houbami. Obecny popis
rozmnozovani a pusobeni téchto druhti hub na hostitelské organismy je rozveden u
vybranych zastupcl. S pouzitim soucasné odborné literatury je vysvétlen vliv vnéjsich

v v

faktort na pribéh jejich zivotniho cyklu. Prace rovnéz poukazuje na perspektivu
praktického vyuziti téchto organismi v biologické ochrané rostlin. Soucasti je také popis
a fotodokumentace kultivace entomopatogennich hub Beauveria bassiana a Metarhizium

anisopliae a jejich vyuziti k nakaze hmyzich druht v laboratornich podminkach.

Abstract

Bachelor thesis deals with entomopathogenic fungi. General description of the
reproduction and interaction with host organisms is documented on selected species. The
influence of external factors on life cycle is explained using current scientific literature.
The thesis also shows the perspective on practical use of these organisms in biological
plant protection. There are also descriptions and photographs of the cultivation of
entomopathogenic fungi Beauveria bassiana and Metarhizium anisopliae and their use

for infection of selected organisms under laboratory conditions.
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1. GVOD

Entomopatogenni houby (dale jen EPF podle obecné uzivaného anglického oznaceni
,entomopathogenic fungi”) jsou organismy schopné vyvolat infekéni onemocnéni
u hmyzu.

Diky velmi propracovanym mechanismim ptisobeni na hostitelsky organismus
aucinnym adaptacim, mezi které patii hlavné napt. produkce velkého mnozstvi toxickych
latek, jsou tyto houby ve vétSiné piipadd schopny zptsobit smrt svého hostitele. Ve
srovndni S jinymi entomopatogennimi organismy maji EPF Siroky hostitelsky okruh
a navic dokazi napadat vSechna vyvojova stadia hmyzu. Hostiteli jsou nejcastéji hmyzi
druhy z tadu stejnoktidlych (Homoptera), blanokiidlych (Hymenoptera), dvouktidlych
(Diptera) a také brouci (Coleoptera) a motyli (Lepidoptera) (Srivastava et al. 2009).

Patogenni ptisobeni a schopnost prezivani EPF je zaloZzeno na riznych strategiich.
Mezi jejich zastupci nalezneme jak obligatni, tak fakultativni parazity. Absence
pohlavniho rozmnozovani umoziuje velmi rychly pribéh nepohlavnich rozmnozovacich
cykld a produkci znaéného mnozstvi jedinci. Cely zivotni cyklus EPF vSak ovliviuje
fada abiotickych i biotickych faktort, které se Casto stavaji pro tyto organismy
limitujicimi.

Se skupinami entomopatogennich organismil je spojovan termin biologickéd kontrola
rostlin. Ta v sobé zahrnuje strategie vyuzivajici zivé organismy K potlaceni hmyzich
skudcu, plevele a chorob rostlin (Knudsen 2013). Pti aplikacich ptipravkd biologické
kontroly na bazi EPF se vyuziva infekéniho potencialu houbovych konidii ¢i
blastokonidii pfitomnych v daném ptipravku K rozvoji onemocnéni u uréitého hmyziho
druhu. Ocekavanym vysledkem je poté ochrana pied napadenim a zni¢enim
zemédelskych plodin, lesnich porosti i okrasnych rostlin v dusledku potlaceni celych
populaci daného hmyziho sktidce.

V nasledujicich kapitolach této bakalarské prace nejprve obecné popisuji zptisob
zivota téchto hub a také nejvyznamnéjsi zptisoby jejich negativniho ptisobeni na hmyzi
hostitele. V dalsi ¢asti se pak zamé&fuji pfimo na n€kolik konkrétnich zastupci EPF
a jejich pasobeni. Velkou pozornost vénuji faktorim, které komplexné a zna¢nou mérou
EPF ovliviyji. Také se snazim poukazat na vyuziti téchto organismi Vv biologické
kontrole rostlin.

V experimentalni ¢asti této prace jsem se vénovala dvéma vybranym zastupcim EPF,

Beauveria bassiana a Metarhizium anisopliae, a jejich kultivaci v laboratornich



podminkach. Mym cilem bylo vyzkouset kultivaci téchto hub na vybranych obecné
dostupnych médiich a jejich ndslednou vyuzitelnost k nakaze laboratorn¢ chovanych
zastupcl hmyzu. Svéa pozorovani popisuji a dokladam fotodokumentaci v zavérecné ¢asti

této prace.
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2. ZIVOTNI CYKLUS ENTOMOPATOGENNICH HUB
A JEJICH VLIV NA HOSTITELE

Nepohlavni rozmnozovani dominuje U VétSiny hub vcéetné EPF. Tento typ
rozmnozovani neni provazen stiidanim jadernych fazi. Z tohoto divodu muize probihat
na haploidnim i dikaryotickém myceliu i n€kolikrat béhem vegetacni sezony a vysledkem
je poté velké mnozstvi novych jedincti. Nepohlavné se miize houba rozmnozovat délenim
svych bunék nebo prostou fragmentaci houbovych vlaken (hyf), pti¢emz dochazi k tvorbé
nepohlavnich spor.

Tvorba spor probiha u EPF exogenné na hyfach. Na nékterych specializovanych
hyfach nazyvanych konidiofory se vytvareji tzv. konidiogenni buniky, které davaji vznik
sporam zvanym konidie ¢i konidiospory. Cely proces tvorby spor se pak oznacuje jako
konidiogeneze.

Obecné se rozlisuji dva zakladni typy vzniku konidii (Kalina a Vana 2005). Konidie
vznikajici z bunék hyf se oznacuji jako thalokonidie nebo artrokonidie (zkracené
konidie). Hyfa se nejéastéji rozdéli piehradkami a rozpadne se na jednobunécné ¢asti.
Takto vytvorené nepohlavni spory se mohou po uvolnéni z hyfy zvétSovat ¢i dodatecné
meénit svdj tvar. Druhym typem jsou blastokonidie, které vznikaji vypucenim
Z konidiogenni buniky. Tyto utvary dortstaji do konecné velikosti jesté pred uvolnénim
Z matetské konidiogenni burky.

Evolucné potiebna genetickd promeénlivost novych jedinci je vétSinou
zprostiedkovana pohlavnim rozmnoZovanim, které vSak u EPF chybi. U zastupct
pomocného oddéleni Deuteromycota tuto funkci nahrazuje parasexualita. Béhem
parasexualniho cyklu neprobihad genetickd rekombinace pomoci meidzy a nevyvaii se
pohlavni stadium, ale mize dochazet k plazmogamii, karyogamii i haploidizaci (Kalina
a Vana 2005).

2.1 Napadeni hostitele entomopatogennimi houbami

Vétsina EPF napada svého hostitele ptimo pies vnéjsi kostru (exoskelet) nebo pokozku
prostiednictvim asexualnich nepohlavnich vytrusti nazyvanych konidie. Pozieni téchto
infek¢nich vytrusi tedy neni nezbytnym piedpokladem pro zahajeni infekce a diky této
skute¢nosti mohou byt napadana vSechna vyvojova stadia hmyzu véetné nekrmivych
forem, jako jsou vajicka nebo kukly (Srivastava et al. 2009). Dalsimi misty vstupu

houbové infekce mohou byt dychaci otvory ¢i fitni otvor (Landa 2009).
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Jelikoz nejcCastéjsi cesta EPF do hostitele vede pies jeho kutikulu nebo piimo
ptes pokozku, je pro zahajeni celého infekéniho procesu dilezitd pfilnavost infek¢énich
konidii k povrchu téla hmyzu. Zprostiedkovavaji ji hydrofobni interakce mezi sporami
a povrchovymi proteiny a lipidy kutikuly (Schrank a Vainstein 2010). Enzymy na
povrchu konidii neékterych hub, které zptisobuji degradaci at’ uz pokozky ¢i kutikuly, také
zna¢né podporuji ptichyceni spor na hostiteli (Srivastava et al. 2009).

Exoskelet hmyzu se sklada ze tii vrstev — epikutikuly, prokutikuly a epidermis.
Epikutikula je vnéjsi ¢ast, jejiz hlavnimi funkcemi jsou zadrzovani vody a ochrana pied
cizorodymi latkami. Prokutikula lezi pod epikutikulou a v nékterych ¢astech téla je tak
silna, ze ji mizeme dale rozdé€lit na vnéjsi exokutikulu a vnitini endokutikulu. Jednotlivé
vrstvy prokutikuly jsou tvofeny vuci sobé rizné umisténymi lamelami chitinu. Toto
uspotradani kutikuly tak vytvaii velmi G¢innou ochrannou bariéru pted vnéj$imi vlivy
a jeji hlavni slozky — chitin, proteiny a lipidy znesnadnuji prunik EPF do daného
organismu (Meyer 2006). Houby vsak dokazi produkovat chemické latky, které tento
ochranny pancit degraduji. Exoskelet navic netvori jednu kompaktni strukturu, ale dé€li se
na nékolik segmentl. Spoje mezi jednotlivymi segmenty pak tvoii nejCastéjsi mista
invaze patogent véetné EPF do tél hostitelt (Srivastava et al. 2009).

Vétsina konidii EPF je dostate¢né energeticky vybavena k vykli¢eni (Landa 2009). Za
vhodnych podminek zacinaji konidie bobtnat, dochazi k prestavbé jejich bunééné stény
a vytvaii se primarni kli¢ek. Z klicku vyrustaji hyfy, které diky mechanickému tlaku
pronikaji skrz degradovanou kutikulu do téla hostitele.

Po dosazeni hemocoelu (télni dutiny) houba dale velmi masivné proliferuje. Vytvorené
jednoduché ¢i vétvené primarni hyfy vytvareji podhoubi (mycelium), které zapliuje celou
télni dutinu infikovaného organismu (Molnar et al. 2010). U vétSiny vlaknitych
EPF pozdéji dochazi v hemolymf€ hmyziho hostitele k tvorbé druhého typu nepohlavnich
vytrust — blastokonidii (Hall 1979).

Cely proces invaze a patogenniho pisobeni az do smrti hostitele je otazkou 3 — 14 dni
(Srivastava et al. 2009). Hostitel umira v disledku kombinace nékolika patogennich
faktori, mezi néz patii hlavné toxicita latek vyprodukovanych houbami, naruSeni
vnitinich organti invaznimi houbovymi hyfami a vycerpani zivin v dasledku
parazitického ptisobeni EPF.

Po smrti hostitele a za ptihodnych podminek pronikaji hyfy vznikajici kli¢enim
blastospor na povrch téla mrtvého jedince. Houba piechazi do saprotrofni faze a ziviny

ptijimané z mrtvého hostitele vyuziva k tvorbé sekundarnich vzdusnych hyf (Srivastava

12



et al. 2009). Na téchto hyfach se pozdé€ji opét vytvareji konidiogenezi infekéni konidie
schopné invaze. V tomto pfipadé mize byt nakazen novy hostitel a za¢ind novy infek¢ni

cyklus. Prubéh infekéniho cyklu ukazuje obr. 1.

Konidie

! pasivni ptenos vétrem/vodou
Epikutikula hostitele

!

Prokutikula hostitele
!
Epidermis hostitele
! rust houbovych hyf
Hemocoel hostitele
! produkce toxinl a blastospor
Vnitini organy hostitele
! umrti hostitele
Mycelium pokryvajici usmrceného jedince
!

Konidie ptipravené pro novy infek¢ni cyklus

Obrazek 1: Typicky Zivotni cyklus vétsiny EPF (Srivastava et al. 2009)

V disledku potiteby dlouhodobéjsiho uchovani infekéniho potencidlu EPF se vytvareji
struktury schopné ptezivat po urcitou dobu ve vné&jSim prostiedi (Molnar et al. 2010).
Tyto struktury se obecné oznacuji jako infek¢ni propagule. Mize se jednat o silnosténné
konidie nebo odolné ¢asti mycelia ptrezivajici na mrtvém hostiteli i na jinych substratech.
Z dlouhodobého hlediska je dualezité prezivani téchto propaguli v pidé, kde mohou
vyckavat na vnimavého hostitele ¢i dokonce preckavat celé zimni obdobi (St. Leger

2008).

2.2 Pisobeni EPF na hostitelsky organismus

Z hlediska miry vyuziti hostitelského organismu mizeme EPF rozdé¢lit do dvou
skupin. Jako oportunni hemibiotrofni druhy se oznacuji zastupci, ktefi se vyznacuji jak
parazitarni fazi v zivém hostiteli, tak pozdéji i saprofytickou fazi na mrtvém hostitelském
organismu. Mezi zastupce této skupiny patii naptiklad druhy Metarhizium anisopliae ¢i

Beauveria bassiana. EPF s touto zivotni strategii produkuji velké mnozstvi toxickych
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latek, aby piekonaly obranné imunitni mechanismy hostitele (Srivastava et al. 2009).
Druha skupina EPF jen minimalné nebo ptipadné viibec nevyuziva jiz mrtvého hostitele
ke své saprotrofni vyzivé. Tito biotrofové pak usmrcuji hostitele pfevazné masivni
kolonizaci jeho télni dutiny pomoci velkého mnozstvi hyf a piisobeni mykotoxind je az
vedlejsi (Srivastava et al. 2009).

Prvotni rozvoj patogeneze vyzaduje sekreci hydrolytickych enzymi (proteaz, amylaz,
chitinaz a lipaz) k degradaci hmyzi kutikuly. Tyto latky se podileji na hydrolyze
esterovych vazeb tukl a voskii v hmyzi kutikule, pficemz timto procesem uvolnéné
mastné kyseliny nasledné pfispivaji K lepsi prilnavosti spor k hostiteli (Hasan et al. 2013).

Uvniti  téla hostitele pak houba vytvati mykotoxiny. Produkce téchto
nizkomolekularnich latek je geneticky podminénym procesem, ovsem realna produkce
muze byt znacné ovlivnéna podminkami jako teplota, dostupnost zivin, pH, apod.
(Roberts et al. 1992). Tyto insekticidni sekundarni metabolity hub pak velmi rozlisné
pusobi na hostitelsky organismus.

Mezi dosud znamé mykotoxiny patii napi. efrapeptiny. Jedna se o skupinu peptida
s antibiotickymi G¢inky, které inhibuji oxidativni fosforylaci v mitochondriich i ¢innost
ATP-azy. Dalsi skupinou jsou destruxiny. Tyto cyklohexadepsipeptidy ptavodné
izolované z EPF Metarhizium anisopliae maji pomérné Siroké insekticidni pisobeni.
Nékteré naptiklad mohou ovliviiovat iontové kanaly pro vapnik ve svalech hmyzu. Jako
konkrétni ptiklady mykotoxini lze uvést beauvericin ¢i bassianolid. Beauvericin je
cyklicky mykotoxin, jehoz toxicita spociva ve vytvafeni komplexi S dvojmocnymi
kationty, ¢imz dochazi k blokaci jejich pivodni funkce v organismu. Bassianolid je
toxicky metabolit izolovany z druht Beauveria bassiana a Verticilium lecanii. Tato latka
diky konformaci své molekuly mize na svou hydrofilni vnitini ¢ast také navazovat rizné
anorganické kationty. (Roberts et al. 1992)

Produkce téchto latek mize dale zptisobovat rozklad vnitinich organt v dusledku
poruseni buné¢nych membran nebo jejich antagonistické ptisobeni K syntéze inhibi¢niho
neurotransmiteru glycinu v nervovém systému muize vést az kK vaznému svalovému tiesu
nebo hmyz pod vlivem mykotoxinti pfestava piijimat potravu (Srivastava et al. 2009).

Mechanismy pusobeni jednotlivych sekundarnich metaboliti jsou slozité a mnohdy
ani nejsou piresné znamy. Otazkou také Casto zlstava, jakym zptisobem houby chrani
vlastni bunky pted ptisobenim téchto latek. Produkce mykotoxini vSak umoziuje
entomopatogennim houbam velmi G¢inné bojovat proti svym hostitelim i konkurenénim

organismum.

14



3. TAXONOMIE A CHARAKTERISTIKA VYBRANYCH
EPF

3.1 Zaiazeni EPF do systému hub

Rise Fungi (houby) je skupina zahrnujici jednobun&éné i mnohobunééné eukaryotni
organismy rozmnozujici se pohlavni ¢i nepohlavni cestou. V poslednich desetiletich
prosel systém tohoto taxonu znaénymi proménami.

Piirozeny systém klasifikujici pohlavné se rozmnozujici (teleomorfni) houby se snazi
o dodrzovani fylogenetickych vztaht. Existuji v§ak druhy hub, mezi néz patii i vétSina
EPF, u kterych jsou znamy pouze nepohlavni (anamorfni, imperfektni) stadia a pravé
u téchto zastupcti nastava problém s jejich zatazenim do systému. Z tohoto divodu bylo
v minulosti vytvofeno nékolik pomocnych taxont, které sdruzuji jedince podle
podobnosti morfologickych charakteristik. Snahou moderni systematiky je zafadit
anamorfy Kk nejbliz§im teleomorfam v souladu s fylogenezi. Z tohoto hlediska jsou poté

EPF zastoupeny v tfidach a fadech riznych houbovych kment, jak ukazuje tabulka.

Priklady

entomopatogennich
druhi

Ascomycota

Hemiascomycetes

Endomycetales

Blastodendrion psedococci

Laboulbeniomycetes

Laboulbeniales

Hesperomyces virescens
Trenomyces histophthorus

Loculoascomycetes

Pleosporeales

Podonectria coccicola

Plectomycetes

Ascospherales

Ascophaera apis

Pyrenomycetes

Sphaeriales

Cordycepioideus bisporus
Cordyceps aphodii

Coelomycetes

Aspergillus flavus

Hyphomycetes

Beauveria bassiana
Metarhizium anisopliae
Verticillium lecanii
Isaria fumosorosea

Basidiomycota

Phragmobasidiomycetes

Septobasidiales

Septobasidium clelandii

Chytridiomycota : Chytridiomycetes Chytridiales Myiophagus ucrainicus
Blastocladiales Coelomycidium simuli

Oomycota Oomycetes Lagenidials Lagenidium giganteum
Saprolegniales Leptolegnia chapmanii

Zygomycota Trichomycetes Harpellales Legeriomyces sp.
Eccrinales Taeniella carani
Assellariales Asellaria aselli
Amoebidiales Amoebidium parasiticus

Zygomycetes Entomophthorales : Conidiobolus coronatus

Mucorales Sporodiniella umbellata

Tabulka 1: Hlavni houbové taxony a ptiklady jejich entomopatogennich zastupct
(Srivastava et al. 2009)
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U vétsiny EPF tedy dosud nebylo pozorovano pohlavni rozmnozovani. Na zaklad¢
tohoto kritéria jsou témet vSechny jejich druhy fazeny do uméle vytvoreného pomocného
odd¢leni Fungi imperfecti (houby nedokonalé), téz nazyvaného Deuteromycota. V ramci
biologické kontroly rostlin jsou pak nejvice vyuzivany houby z tadu Hypocreales (Hajek
a Delalibera Jr. 2010).

3.2 Entomopatogenni Hypocreales a jejich vybrani zastupci

Do tadu Hypocreales nalezi nejvétsi mnozstvi insekticidnich houbovych druhti. Tyto
druhy jsou béznou soucasti pidni mikroflory. Typickymi znaky hypocreoidnich
entomopatogennich hub je Siroky okruh hostiteld a tvorba velkého mnozstvi sekundarnich
metabolitd (Molnar et al. 2010).

Na jednoduchych ¢i vétvenych hyfach se vytvaii buiiky konidiofory, na kterych
dochazi ke konidiogenezi a tvorbé nepohlavnich spor — konidii. Tvorbou
prehradkovanych hyf s jednoduchymi pory v prepazkach a vrstevnatou hyfalni sténou

vykazuji ptibuznost s houbovym kmenem Ascomycota.
3.2.1 Beauveria bassiana

Beauveria bassiana (Balsamo) Vuillemin 1912 patii mezi anamorfni zastupce celedi
Cordycipitaceae (Kirk 2014a). Jedna se 0 houbu rostouci ptirozené¢ v pudach po celém
sveté (Kos a Celar 2013).

Kulovité az elipsoidni spory velikosti 2,5 — 3,5 um (obr. 2) jsou bile zbarveny (IRRI
2009a).

10 pm

Obrazek 2: Spory Beauveria bassiana

Spory se vytvareji na konidiogennich bunkach, které se vétvi sympodidln€ — sounozi
(obr. 3, Barron 2001). Po dosazeni vhodné délky matefské konidiogenni bunky se
zastavuje jeji rust a na jejim vrcholu (apexu) se zacina vytvaret konidiospora. Nasledny

rast matetské buriky poté nastava z mista leziciho pravé pod vzniklou konidii. Jedna se

16



tedy o akropetalni tvorbu nepohlavnich spor, kdy nejmladsi sporu nalezneme na samém

konci konidiogenni bunky.

Obrazek 3: Sympodialni vétveni konidiogennich bun¢k houby
Beauveria bassiana (Barron 2013b)

Z uvolnénych konidii vyrustaji houbové hyfy produkujici enzymy, které nejcastéji
napadaji a narusuji pokozku ¢i kutikulu hostitelského organismu. Po priniku houbovych
hyf do téla hostitele EPF zac¢ina vytvaret enzym neutralni trehalazu (Liu et al. 2011), ktery
pteménuje disacharid trehalézu z hemolymfy hmyzu na monosacharid glukézu. Houba
pak vyuziva glukozu ke své vyzivé a zaroven snizuje dostupnost tohoto cukru pro
hostitele, ¢imz jej znacné energeticky vycerpava. Dale se zacind uvoliiovat mykotoxin
beauvericin (Mahr 1997). Tato latka zptisobuje oslabeni imunitniho systému a naslednou
smrt napadeného jedince.

Po smrti hostitele houba zacina produkovat antibiotikum oosporein, které¢ ji umoznuje
konkurovat stfevnim bakteriim uvniti téla mrtvého jedince (Mahr 1997). Mycelium se
poté rozrista a zaplnuje celou télni dutinu. Pfi piiznivych podminkach prorustaji hyfy
meék¢imi ¢astmi téla na povrch mrtvého jedince a vytvaii se pro tento druh typické bilé

mycelium. Nékaza vyvolana timto druhem se proto nazyva bila muskardina (obr. 4).
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Obrazek 4: Cikada pokryta bilym myceliem EPF B. bassiana (Barron 2013a)

Na rozsahlém seznamu hostiteld B. bassiana nalezneme napiiklad mandelinku
bramborovou, molice, msice, kobylky, kiirovce a dalsi hospodaisky vyznamné sktdce.
Kromé¢ toho je B. bassiana schopna zit jako endofyt v cévnich tkanich nékterych odrtd
kukufice (Mahr 1997). Tato houba napada vsechna vyvojova stadia Sirokého spektra
hmyzich druhti. Radi se tak mezi generalisty a je hojné vyuzivana v biologické kontrole

rostlin.
3.2.2 Metarhizium anisopliae

Metarhizium anisopliae (Metchnikoff) Sorokin 1883 je anamorfni houbou patfici také
do celedi Cordycipitaceae (Kirk 2014b). Piednostné kolonizuje rhizosféru. Napada
larvalni stadia i dospélce mnoha druhd broukt, dale napfiklad kobylky, krtonozky,
housenky motyll, mravence a také klistata (St. Leger 2008).

Na myceliu se vytvaieji rozvétvené konidiogenni buiiky (obr. 6; TNAU 2013a),
pti¢emz na kazdé vétvi se vytvaii dlouhy fetézec konidii. Nejmladsi konidie se nachazeji
v ptimém sousedstvi konidioforti, nejstarsi se uvoliuji z konci jednotlivych fetézci.
Konidie jsou zelené, vice nez 9 um dlouhé, cylindrické se ziZenou centralni ¢asti

(obr. 5). K novym hostiteliim se §iti nejéastéji vétrem nebo vodou (IRRI 2009b).

Obrazek 5: Spory Metarhizium anisopliae
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Obrazek 6: Schématicky nakres konidiofort Metarhizium anisopliae (Tzean a Hsieh
1997)

V hemolymf¢€ hostitelského organismu Metarhizium vylucuje podobné jako Beauveria
enzym katalyzujici pfeménu trehalozy na glukézu. Nyni se vsak jedna o kyselou trehalazu
(Schrank a Vainstein 2010). Nejvice produkovanymi toxiny tohoto druhu jsou destruxiny,
zejména destruxin A, E a D, které jsou zna¢n¢ insekticidni (Schrank a Vainstein 2010).
Zpusobuji oslabeni imunitniho systému hostitele, poskozeni svalti a Malphigiho trubic
hmyzu.

Po umrti hostitele prortstaji bilé hyfy na povrch jeho téla. Po urcité dobé dochazi ke
zméné zbarveni mycelia na tmavé zelenou Vv disledku vznikajicich spor (IRRI 2009b).

Proto se nakaza timto druhem popisuje jako zelena muskardina (obr. 7).

Obrazek 7: Kobylka usmrcena Metarhizium anisopliae (Xia a Wang 2010)

3.2.3 Verticillium lecanii

Verticillium lecanii (Zimmermann) Zare et W. Gams 1939, anamorfni
Cordycipitaceae (Kirk 2014c), je druh upfednostnujici tropické a subtropické klima.

Na vysokych a vzprimenych konidioforech se vytvareji bud jednotlivé nebo
Vv preslenech specializované konidiogenni buiiky — fialidy. Ovalné az valcovité konidie

velikosti 2 — 6 um se poté vytvaii na Spickach fialid (Tzean a Chen 1997).
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Béhem svého vyvoje tato houba produkuje toxin bassianolid a dalsi insekticidni latky,
kterymi usmrcuje svého hostitele (Cloyd 1999). Podobné jako B. bassiana i tento druh
svého mrtvého hostitele pokryva bilym praSnym myceliem.

V zavislosti na kmenu tohoto druhu se znac¢né 1isi hostitelska specificita. Kmeny
Verticillium lecanii s malymi sporami infikuji pfevazné msice, zatimco kmeny S velkymi

sporami zpusobuji nakazu ptedevsim u molic (Cloyd 1999).
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4. FAKTORY OVLIVNUJICI EPF

Sifeni infekénich propaguli v prostiedi i vyvojovy cyklus EPF ovliviiuje cela fada
faktorti. Na schopnost pfezivani a pusobeni hub na organismy v epigeickém prostiedi
maji vliv pfedev§im faktory jako slune¢ni zafeni, teplota, vlhkost i slozeni vzduchu
a rezidua pesticida v prostiedi. Zastupce obyvajici padni prostiedi také velmi ovliviuje

vlhkost a teplota pidy. Neméné dilezita je textura pudy ¢i pisobeni biotickych faktort.

4.1 Abiotické faktory

4.1.1 Slunecni zafeni

Spory i hyfy houbového mycelia jsou struktury citlivé na ptisobeni slune¢niho zafeni.
Za hlavni pti¢inu zni¢eni houbovych propaguli v epigeickém prostiedi jSOu povazovany
UVA a UVB zafeni. Tyto slozky slune¢niho zafeni jsou tedy zodpovédné za kratkou
perzistenci v tomto prostiedi. Polocas zivota houbové propagule (doba, za kterou
koncentrace propaguli klesne na polovinu ptivodniho mnozstvi) uchycené na rostliné
pfimo V polnich experimentech je obecné 3—4 hodiny (Jaronski 2010). Byly vsak
pozorovany propagule s polo¢asem zivota dokonce az Sest dni. Kromé zvysené umrtnosti
houbovych spor zptisobuje piimé slune¢ni ozafeni i zpomaleni jejich kli¢eni. Dilezitym
aspektem je také umisténi spor na substratu. Naptiklad spory vyskytujici se na zastinéné
abaxialni strané listu ptezivaji delsi dobu ve srovnani se sporami vyskytujicimi se na
zafeni plné vystavené adaxialni strané listu (Jaronski 2010).

Rozdily v toleranci k intenzité slune¢niho zatfeni jsou zna¢né u druh a dokonce
i jednotlivych kment jednoho druhu. Naptiklad druhy Beauveria bassiana, Metarhizium
acridium a Metarhizium anisopliae jevi zna¢nou odolnost proti UV zafeni v porovnani
s velmi citlivym druhem Isaria fumosorosea (Jaronski 2010).

Pigmentace spor zna¢nou mérou ovliviiuje jejich citlivost K UV zafeni. Braga a kol.
(2006) zkoumali tento jev u ptirozené¢ zbarvenych a barevné modifikovanych konidii
Metarhizium anisopliae. Oproti klasickym, tmavé zelenym konidiim byly mutantni
barevné fenotypy konidii K poskozeni v disledku zafeni mnohem nachylnéjsi.

Fotosenzitivita EPF vyuzivanych v biokontrole byla uznana jako hlavni faktor

odpovédny za snizeni jejich G¢innosti v polnich testech (Cohen a kol. 2001).
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4.1.2 Vzdusna vlhkost a destové srazky

Vysoka vzdu$na vlhkost je pro EPF nezbytna a je povazovana za jeden z jejich
limitujicich environmentalnich faktord. Nejméné 90% relativni vzdusna vlhkost je
potiebna ke sporulaci (tvorbé novych spor), kli¢eni i k invazi do hostitele (Sharififar et
al. 2012). Prub¢h infekce uvniti télni dutiny jiz vSak neni na vlhkosti okolniho prostiedi
zavisly (Jaronski 2010).

Dést’ nasledujici v kratkém Casovém intervalu po aplikaci houbovych propaguli na
listy miize mit katastrofalni dopad na ucinnost EPF v piipad¢€, ze hostitelé obyvaji
epigeické prostiedi. V ramci biologické kontroly se problém nezadouciho smyvani
propaguli z nadzemnich ¢asti rostlin pfekonadva pomoci preparati zalozenych na olejové
bazi (Jaronski 2010). Smyvani spor na zemsky povrch v disledku srazek a jejich nasledné
odplaveni do pudy vSak nemusi mit tak negativni uCinky, pokud jsou cilovi jedinci

zastupci hypogeickych druh.
4.1.3 Teplota

Veétsina EPF toleruje teplotu okoli v rozmezi 0—40 °C, nicméné teplotni optima pro
infekci, rist mycelia a tvorbu spor byvaji omezeng&jsi (Cabanillas a Jones 2009).

Obecné se teploty vhodné pro optimalni kli¢eni a rist vétSiny EPF pohybuji v rozmezi
23-28 °C. Snizeni teplot pod 16 °C zpomaluje kli¢ivost i rust. Pti teplotach nad 30 °C
dochazi rovnéz ke zpomaleni kli¢eni spor i rustu houbovych hyf.

Po dosazeni teplot 34—37 °C se rist jiz témé&f zastavuje. Nékteré druhy EPF jsou vsak
schopné piezivat teploty vyssi nez 35 °C. Tento fakt vyvolava obavy z jejich mozné
patogenity pro teplokrevné obratlovce (Jaronski 2010).

U jednotlivych druht nalézdme znacné rozdily Vv teplotni toleranci. Naptiklad houba
Isaria fumosorosea velmi dobte snasi teploty okolo 30 °C (Cabanillas a Jones 2009),
kdezto pro druh Beauveria bassiana je optimalni teplota 25 °C (Ying a Feng 2011).

Z fyziologického hlediska termoregulace tzce souvisi S produkci skupiny proteinti
teplotniho Soku (Kim et al. 2011). Nekteré z téchto proteini pak pusobi jako chaperony
pri ochran¢ vlastnich proteinii houby pfed denaturaci zptisobenou VysS$imi teplotami

(Ying a Feng 2011).
4.1.4 Pada
V disledku slozitosti a komplexnosti ptidniho prostedi je obtizné hodnotit pidni

faktory jednotlivé a je nutné pohlizet na pudu jako na celek (Meyling a Eilenberg 2007).
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Textura, teplota a vlhkost pudy jsou primarni abiotické faktory ovliviujici EPF v tomto
prostiedi. Dalsi fyzikalni faktory jako pH pudy, kationtova vyménna kapacita ¢i vyskyt
anorganickych soli nemaji zasadni vyznam (Jaronski 2010).

Jednotlivé druhy a dokonce i kmeny vykazuji riizna teplotni optima pro svij rist
v pudnim prosttedi (Meyling a Eilenberg 2007). Nizké ptdni teploty zpomaluji kli¢eni
i rist houby stejné jako v epigeickém prostiedi (Jaronski 2010). Z tohoto duvodu se
rozsiteni jednotlivych druhti EPF li8i v zavislosti na zemé&pisné poloze.

V zévislosti na textufe a zhutnéni plidy se vytvaii sit’ ptidnich port, ktera ovliviiuje
nejen distribuci spor, ale také velikost a schopnost pohybu cilovych jedinci hmyzu
v tomto prostiedi. Piscité prostiedi ¢i trhliny v suché ptid¢ umoziuji rozsifeni spor do
vétsich lokalit diky snadnému priniku suspenze spor ve vodé. V jilovitych padach je
distribuce jiz obtizngjsi (Jaronski 2010). V zavislosti na vySe popsanych atributech se
tedy li8i mira infek¢nosti. V kyprych, neudusanych piadach 1ze proto piredpokladat lepsi
podminky pro Siteni EPF.

4.1.5 Pesticidy

Chemické slouceniny jsou nejucinnéjsi nastroje pro regulaci populaci sktdci
zemédélskych plodin, ovSem jejich bezhlavé vyuzivani mize vazn€ naruSovat
agroekosystémy. Nicméné soucasné vyuziti urcitych biologickych kontrolnich ¢initelt
v kombinaci s nékterymi chemickymi slou¢eninami muze vést K lepsim vysledktim v boji
proti sktidcim (Golshan a kol. 2013).

Inhibi¢ni ucinky pesticidd na EPF se 1isi u jednotlivych kment. NejdilezitéjSim
aspektem pii posuzovani mozného spole¢ného vyuziti pesticidu a EPF je vliv chemikalie
na kli¢eni houbovych spor. Golshan a kol. (2013) na zakladé vyzkumu vlivu pesticidi na
druh Beauveria bassiana ukazali, ze fungicidy a insekticidy maji znacny negativni vliv
na klic¢ivost spor EPF. Naopak jako nejméné negativni se prokazaly herbicidy a Ize tudiz

uvazovat o jejich spole¢ném vyuziti S EPF v ramci integrované ochrany rostlin.

4.2 Biotické faktory
4.2.1 Hostitel a jeho populace

Podle rozmanitosti hostitelskych taxoni muZzeme rozdélit EPF na specialisty
a generalisty (Brodeur 2012). Generalistické druhy jsou schopny napadat Siroké spektrum
hostitelskych organismi a dokazi se rozdilnym druhim ¢aste¢né prizpasobovat. Naopak

specializované druhy napadaji vétSinou jen konkrétni druh hmyziho sktdce.
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Reakce hmyzu na houbové patogeny maji pfimy vliv na ucinnost hub jako ¢initelt
biologické kontroly. Obzvlasté dva procesy jsou vyznamné Vv interakci mezi hmyzem
a entomopatogenni houbou, a to dovednost hostitele rozpoznat houbovy patogen
a schopnost uniknout mu. Dale pak hraje dulezitou ulohu moznost pfenosu patogenu
v populaci hostitelského hmyzu. Sifeni patogenu v populaci miize probihat v ramci
jednoho druhu bud’ horizontaln¢ (v jedné generaci) nebo vertikalné (mezi dvéma
generacemi). Infekce se muze prenaset také navzajem mezi druhy (Baverstock et al.
2010).

Dovednost hmyzu detekovat EPF v prostiedi se 1isi v zavislosti na druhu hmyzu i na
substratu, ve kterém je houba ulozena. Vétsina hmyzu vsak neni vitbec schopna rozpoznat
houbovy patogen ve svém okoli. Pokud vsak k detekci dochazi, hostitel vétSinou nevnima
houbu jako hrozbu a nevykazuje zadné zmény ve svém piirozeném chovani (Baverstock
et al. 2010). Vyjimku potvrzujici toto pravidlo tvoii naptiklad slunécko sedmitecné
Coccinella septempunctata. Dospéli jedinci tohoto druhu se zamérné vyhybaji kontaktu
s podklady infikovanymi sporami houby B. bassiana (Baverstock et al. 2010; Ormond et
al. 2011).

Ac¢ vétsina EPF pronika to téla svého hostitele nejcastéji pies Kutikulu, existuji i jiné
infekéni cesty. Jednou z dalSich moznosti je napiiklad poziti spolu s potravou. V ramci
biologické kontroly Ize tuto skute¢nost vyuzit. K snadnému infikovani populace sktdce
muze napomoci tvorba smési celulozy s konidiemi EPF tvoticich lakavou potravu
hmyzich Skidct (Baverstock et al. 2010). Vyvoj téchto dobie stravitelnych navnad se zda
byt klicem ke zvyseni ti€¢innosti EPF.

Imunitni systém hmyzu je dalSi ¢asti obrany Skudci, ktery musi EPF prekonavat.
U hub se vyvinuly dvé hlavni strategie pro piekonani imunitni odpovédi hostitele. Prvni
z nich je tvorba imunomodulac¢nich latek, které potlacuji imunitu hmyzu. Druhou je
potom tvorba kryptickych perzistentnich forem, které imunitni systém hostitele nedokaze
viubec rozpoznat (Schrank a Vainstein 2010).

Nekteré druhy hmyzu (kobylky, §vabi, moucha domaci) prokazuji schopnost aktivni
termoregulace. V dasledku absorpce tepla ze slune¢niho zafeni i z okolniho substratu
dokazi udrzovat své télo na teploté o nekolik stupiii vyssi nez je teplota okoli. Tento jev
se oznacuje jako tzv. behavioralni horecka (z anglického ,, behavioral fever ). Zvysena
teplota je jiz pro infekéni propagule limitujici. V dasledku tohoto chovani muze praveé
nakazeny jedinec cilen¢ zpuisobit zni¢eni propaguli. Po snizeni teploty je hmyz k nakaze

opét nachylny (Jaronski 2010).
24



Dilezitym faktorem ovliviiujicim cely infekéni proces je veékova struktura populace
cilového jedince. Daniel a Wyss (2009), Yaginuma a kol. (2006) a dalsi autofi popisuji
riznou nachylnost jednotlivych vyvojovych stadii k pisobeni EPF. Obecné jsou mladsi

vyvojova stadia k houbovym patogeniim nachylnéjsi (Boyle a Christopher Cutler 2012).
4.2.2 Interakce s dal$imi organismy

EPF se zapojuji do slozitych vztahi s dal§imi organismy. Nékteré z téchto vzajemnych
interakci se jevi jako konkurencni, jiné vsak mohou byt pro houby prospésné.

Pladni bakterie znacnou mérou ovliviiuji EPF. Obecnym trendem se zda byt snizeni
kli¢ivosti houbovych spor v disledku ptisobeni bakterii, pficemz Gram negativni bakterie
inhibuji kliceni vice nez bakterie Gram pozitivni. Rlst houbovych hyf jiz obecné neni
bakteriemi ovliviiovan (Jaronski 2010).

I dalsi pdni organismy mohou negativné ovliviiovat EPF. Nékteré pidni ménavky
(Lobosea) primo pozivaji houbové konidie ¢i néktefi kotfenonozci (Vampyrellidae)
perforuji konidie a ni¢i houbové mycelium (Jaronski 2010).

Neptimo muze byt houbovy patogen ovlivnén jinym patogenem cilového jedince.
Casto se jedna o jiny druh houby nebo parazitoida. Parazitoidi jsou organismy vyvijejici
se uvnitt jiného organismu, které na konci vyvoje usmrcuji svého hostitele. Timto se fadi
mezi dalsi pfirozené nepiatele Skidct a tedy i mozné konkurenty EPF. Zda se vsak, ze
vV konkuren¢nim souboji maji EPF nad parazitoidy pievahu. Naptiklad parazitoid
Aphidius ervi z fadu blanokiidlych je sam nachylny k patogennimu piisobeni EPF
Pandora neoaphidis (Jaronski 2010) Obecné vsak hostitelé parazitoidi celi vétsimu
riziku infekce EPF nez parazitoid sam. VéEtsi nachylnost hostitele k houbové infekci
vyplyva z jeho celkového oslabeni v disledku ptisobeni druhého patogenu.

EPF mohou mit prospéch i z jinych druhti hmyzu nez jen ze svych cilovych hostitelt.
Mnoho dravého a parazitického hmyzu jevi zna¢nou odolnost proti pusobeni EPF
(Jaronski 2010). Timto se stavaji potencialnimi pfenaseci houbovych spor a mohou tak

priznivé ovlivnit jejich Sifeni v prostiredi.
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5. VYUZITI EPF V BIOLOGICKE KONTROLE ROSTLIN

V dnesni dobé jsou lidé vystaveni chemickym latkdm témét na kazdém kroku. Na
biologickou kontrolu rostlin Ize pohlizet jako na vhodnou alternativu k vyuzivani
nadmérného mnozstvi chemikalii nejen v zemédélském primyslu. A¢ se jedna o postup
efektivni, Kk zivotnimu prostedi Setrny a pomérné nizkonakladovy, neni Vv praxi jesté
dostatecné rozsiten. Je vSak velmi perspektivni.

Za dosavadnim nizkym vyuzivanim biologické kontroly pravdépodobné stoji velmi
nakladné vyzkumy, které si davaji za cil vyvinuti co nejucinnéjsich ptipravkl pro pouziti
pfimo ve venkovnich podminkéch ¢i ve sklenicich. Dilezitym faktem vSak zlstava, Ze
biologicka kontrola, jak z nazvu vyplyva, ma za cil pouze kontrolu a redukci skidcu.

Uplné vyhubeni $kiidce by také mohlo znaéné narusit cely pfirozeny ekosystém.

5.1 Vyvoj biologické kontroly

Prvni zaznam o umyslném vyuziti zivého organismu v boji proti Skiidctim pochazi od
neznamého autora jiz z roku 1893. Jednalo se o houbu Botrytis brongniartii (védecké
synonymum pro Beauveria brongniartii) a jeji pouziti v boji proti obaleci jableénému na
Novém Zéland¢ (Hajek a Delalibera Jr. 2010). Prvnim vyuzitym organismem ke kontrole
nad hmyzim skiidcem byla tedy entomopatogenni houba. Od této doby bylo pro
biologickou kontrolu rostlin vyuzito nékolik desitek organismt z riznych biologickych
Tisi.

Do roku 2009 probéhlo celosvétoveé 136 programu biologické kontroly proti Skudctim
z kmene ¢lenoveu (Arthropoda), pficemz 59 (obr. 8) z nich bylo zaloZeno na introdukci
tradi¢nich ~ vlaknitych EPF. DalSich 8 programi pak vyuzZivalo jako
agens entomopatogenni mikrosporidie (tfidu hub spajivych) diive patficich k prvokim.
Vysledky ucinnosti byly publikovany pouze u 33 programii vyuzivajicich tradi¢ni EPF,
kdy tuspésnost dosahla 57,6 %, a u 4 programu vyuzivajicich mikrosporidie, kdy
uspésnost byla az 75 % (Hajek a Delalibera Jr. 2010).
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Obrazek 8: Pocet programu klasické biologické kontroly vyuzivajicich EPF véetné
mikrosporidii vyuzitych celosvétoveé v jednotlivych dekadach
(Hajek a Delalibera Jr. 2010).

5.2 Principy a metody

Relativni Skodlivé ucinky biologické kontroly na Zivotni prostfedi a na necilové
organismy lze vyrazné minimalizovat vybérem konkrétnich biologickych Ccinidel
(Brodeur 2012). V zavislosti na celé fadé¢ faktort ovlivijicich EPF je potieba komplexné
zhodnotit podminky pro jejich vyuziti v kazdém konkrétnim piipad€. Pii pouziti
pripravki biologické kontroly ve sklenicich nehrozi rozsiteni patogenniho organismu do

v

okoli a vyuziti postfiki je zde nejjednodussi metodou. Pii aplikaci na polich je vSak nutné
zvazit1riziko nezadouciho Sifeni patogenu. Kromé postiikli suspenzi spor ve vodé piimo
na listy je mozno vyuzit naptiklad aplikaci do pudy. Pti ochrané monokultur stromd je
mozné rovné¢z vyuziti postiikt. Lze také pouzit aplikaci praskového koncentratu spor
houby do sbérnych casti feromonovych lapaci, pti¢emz dospélci nezlistavaji ve specialné
upravenych lapacich uvéznéni, ale mohou jej opustit a diky kontaminaci povrchu jejich
téla se mize ndkaza dale rozsifovat.

Metody biologické ochrany rostlin Ize s ohledem na zpisob a podminky introdukce

ptirozeného nepftitele do zdjmoveého agroekosystému rozdélit na dvé zadkladni metody

vztahujici se také na EPF (Navratilova 2013).

27



5.2.1 Metoda inokulativni introdukce

Tento postup je téz oznaCovan klasicka biologicka ochrana. Je zalozen na zamérné
introdukci malého poc¢tu pro danou lokalitu nepivodnich mikroorganismii. Cilem je
perzistence infekénich propaguli, proto se tato metoda vyuziva zejména Ve viceletych
kulturach. Vyhledové se jevi klasicka biologicka kontrola jako jedna z moznych metod
napiiklad pro dlouhodobou kontrolu nad invazivnimi druhy, K jejichz rozsifovani dochazi

ve vSech Castech svéta v disledku rozvoje celosvétového obchodu.
5.2.2 Metoda augmentativni introdukce

Tuto metodu 1ze oznacit také zaplaveni nebo navyseni. Principem je pouze podpora jiz
existujici populace prirozeného nepiitele daného Skidce ve vybrané lokalité.
Nepiedpoklada se vSak dlouhodobéjsi preziti celé uméle rozsifené populace
v zajmovém prostiedi a introdukce se v dal§im péstitelském obdobi zpravidla musi

provést opakovang.

5.3 Pravni predpisy

Povolovani pfipravkd biologické ochrany a Vvyuzivani bioagens podléha
rostlinolékatskym pravnim ptredpisim. V roce 2009 byla ¢leny Evropské Unie priijata
smérnice 2009/128/ES, kterd je v soucasné dobé jako novela zdkona ¢. 199/2012 Sb.
0 rostlinolékai'ské pé&i soudasti platné legislativy Ceské republiky. Od 1. 1. 2014 je
ucinna vyhlaska €. 205/2012 Sb., o obecnych zdsadach integrované ochrany rostlin

(Ministerstvo zemédé&lstvi 2013).

5.4 Komer¢ni pripravky

Hlavnim cilem vyzkumi biologické kontroly je specifikace vlastnosti pfirozenych
nepiatel daného sktdce (Cabanillas a Jones 2009) a aplikace téchto poznatk pii vyvoji
komer¢né dostupnych pfipravki. Pii vybéru vhodného kandidata nestaci pouze volba
urc¢itého druhu EPF. Bhadauria a kol. (2013) popisuji rozdilné ptisobeni 8 riznych kment
houby B. bassiana na mary druhu Spilarctia obliqua v laboratornich podminkach. Pro
uspéch jakéhokoliv programu biologické kontroly je tedy zapotiebi izolovat,
charakterizovat a selektovat konkrétni kmen dané EPF s nejvyssi virulenci.

V Ceské republice nejsou v soucasné dobé registrovany zidné piipravky na bazi EPF.

V minulych letech dostupné preparaty Boverol a Preferal jiz byly stazeny z trhu. Zda se,
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7e Ceska republika obecné neni biologické kontrole piili§ naklonéna. V roce 2007 byla
experimentalné¢ pouzita B. bassiana k potlaceni populaci Iykozrouta smrkového
Ips typographus v napadenych lokalitich NP Sumava. Cilem projektu bylo poukézat na
perspektivy vyuzivani EPF a vysledkem je mimo jiné sbirka vice nez 150 kultur
entomopatogennich hub. (Landa 2008)

V zahrani¢i je Vv soucasnosti biologickd kontrola vyuZivajici EPF jiz mnohem
rozsiten&jsi. Naptiklad v Nizozemsku & ve Spanélsku jsou na téméf 90 % rostlin
péstovanych ve sklenicich aplikovany pripravky biologické kontroly, naproti tomu napf.
v Ciné se t&chto augmentativnich metod zatim moc nevyuzivéa (Liu et al. 2014). Podobné
introdukce s druhem B. bassiana jako v NP Sumava byly jiz diive Gisp&§né otestovany
v Némecku, Svycarsku a Rakousku (Landa 2008), kdy vysledky prokazaly perspektivu
az pti dlouhodobé&jsi kontrole lykozrouta smrkového. Rychly rozvoj védy jisté do
budoucna umozni dikladnéjsi vyzkumy v oblastech biologické kontroly a tudiz i rozsifeni

tohoto ptistupu kK ochrané rostlin.
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6. KULTIVACE VYBRANYCH ZASTUPCU EPF
V LABORATORNICH PODMINKACH

6.1 Cile

Cilem tohoto experimentu bylo zavedeni metodiky kultivace EPF v laboratofi vénujici
se imunologii hmyzu. Pro kultivaci jsem zvolila dva druhy béznych entomopatogennich
hub — Beauveria bassiana a Metarhizium anisopliae. které jsou hojné vyuzivany jak jako
modelové organismy, tak v biologické kontrole hmyzich sktidcii. 1zolaty téchto druht
byly ziskany od prof. Eustachia Tarasca z Univerzity of Bari Aldo Moro, Bari, Italie
a poté kultivovany na dvou vybranych kultiva¢nich médiich. Po provedeni optimalizace
laboratorni kultivace a GspéSném namnoZeni zvolenych EPF bylo mym cilem potvrdit
¢istotu kultur mikroskopickym pozorovanim a také ovéfit jejich patogenitu na vybranych

zastupcich hmyzu.

6.2 Kultivaénich média

Na zéklad¢é pozadavku dobré dostupnosti zakladnich slozek a pfipadné moZnosti
kultivace dalsich druhti EPF jsem za testovana média zvolila bramborovo-dextrozovy
agar a dale Beauveria selective medium.

Na piipravu bramborovo-dextr6zového agaru (Potato dextrose agar, PDA) jsem
pouzila 100,6 g neloupanych nakrajenych brambor, které jsem vatila po dobu 30 minut
v pil litru destilované vody. Uvafené brambory jsem nasledné rozmackala a piecedila
ptes sitko. Ziskany vyluh z brambor jsem doplnila destilovanou vodou tak, aby celkovy
objem C¢inil pul litru. K takto pfipravené suspenzi jsem dale ptidala 10,0 g agaru (Difco
Laboratories, USA) a 10,0 g dextrinu (Lachema, Ceska republika) a po dikladném
promichani jsem celou smés sterilizovala v autoklavu po dobu 15 minut. (TNAU 2013Db)

Pti pripravé druhého média (Beauveria selective medium, BSM) jsem k pal litru
destilované vody pfidala postupné 10,0 g D-glukosy (Lachema, Ceska republika), 6,0 g
agaru (Difco Laboratories, USA) a 5,0 g peptonu (Elisabeth Pharmacon, Ceské
republika). Po promichani jsem smés sterilizovala v autoklavu po dobu 15 minut.
(Meyling 2007)

Tekuta sterilizovana média jsem nechala mirné vychladnout a nasledné jsem jimi
plnila Petriho misky. Po zatuhnuti médii na jednotlivych miskach jsem provedla inokulaci
B. bassiana a M. anisopliae na obé média tak, ze jsem pomoci inokulaéni klicky

rovhomérné na cely povrch zivné pudy nandsela mald mnozstvi mycelia a spor
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z matetskych kultur. Zbyvajici mnozstvi pripravenych médii jsem do dalSiho pouziti

uchovavala v lednici pti 4 °C.

6.3 Riist vybranych EPF na médiich

Na obrazcich 9 — 12 jsou zachyceny pét dnt staré houbové kultury, které byly po
inokulaci ponechany v mistnosti S konstantni teplotou 25 °C. Z fotografii je patrné, ze jiz
po nékolika dnech se na obou médiich vytvofilo pomérné husté bilé mycelium
B. bassiana (obr. 9 a 10), zatimco u M. anisopliae se jednalo pouze 0 mirny povlak

houbového mycelia (obr. 11 a 12).

Obrazek 9: Beauveria Obrazek 10: Beauveria
bassiana na médiu BSM bassiana na médiu PDA

Obrazek 11: Metarhizium Obrazek 12: Metarhizium
anisopliae na médiu BSM anisopliae na médiu PDA

S postupnym starnutim kultur dochazelo u B. bassiana k tvorbé velmi vzdusného
bilého mycelia pokryvajiciho cely povrch média na Petriho misce. U M. anisopliae
nebylo dosazeno podobného vysledku. Kultura stagnovala ve stadiu, které ukazuji
obrazky 11 a 12. U nékterych kultur se pouze na omezenych ¢astech Petriho misky
vytvofilo bilé mycelium, které zhruba po 14 dnech ztmavlo diky vytvofenym konidiim.

Pivodni matefské 1 vypéstované kultury jsem podrobila mikroskopickému

pozorovani. U ptvodni kultury B. bassiana i M. anisopliae jsem pozorovala o¢ekavané
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vétveni hyf a tvar i1 velikost spor. Fotografie z tohoto mikroskopovani dopliuji text
kapitoly 3.2 této prace. Vypéstovanou kulturu B. bassiana jsem rovnéz mikroskopovala

a po potvrzeni jeji Cistoty jsem ji vyuzila k ndkaze dostupnych hmyzich zastupcii.

6.4 Nakaza modelovych organisma houbou Beauveria bassiana

Pro ovéfeni patogenity kultivované B. bassiana jsem provedla experimentalni ndkazu
téchto vybranych potencidlnich hmyzich hostitela:

Zavije¢ voskovy (Galleria mellonella; Lepidoptera) — larvalni stadia, dospélci

Zlatohlavek Smithav (Eudicella smithi bertherandi; Coleoptera) — dospélec

VS8echen hmyz byl umistén do Petriho misek s vypéstovanou kulturou B. bassiana
(obr. 13 — 15) a ponechan ve tm¢ v mistnosti s teplotou 25 °C. Po jednom dni byli poté
jedinci hmyzu piemisténi do novych misek s potravou a ponechani opét ve tmé a pii

teploté 25 °C. Nasledn¢ jsem denn¢ sledovala stav hmyzu a pfedevsim jeho mortalitu.

Obrazek 13: Dospélec Obrazek 14: Larvy Obrazek 15: Dospélci

zlatohlavka Smithova zavijeCe voskového zavijeCe voskového

v kontaktu s kulturou v kontaktu s kulturou v kontaktu s kulturou
B. bassiana B. bassiana B. bassiana

Jiz po prvnich tiech dnech jsem pozorovala amrti jednoho ze dvou dospélct zavijece
voskového, ¢tvrty den pak zemfel i druhy. Po dalsich sedmi dnech jsem pomoci pitvy
jednoho dospélce ovéfila tmrti zptiisobené entomopatogenni houbou. Uvnitf téla jedince
jsem nalezla makroskopicky pozorovatelné mycelium.

Zlatohlavek Smithiiv nejevil znamky zivota po sedmi dnech od nakazy (obr. 16). Po
trech tydnech od ndkazy se na povrchu spodni strany téla tohoto usmrceného jedince

objevilo prorustajici bilé mycelium (obr. 17).
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Obrazek 16: Usmrceny Obrazek 17: Usmrceny zlatohlavek
zlatohlavek Smithtv Smithtv s viditelnym myceliem
B. bassiana na spodni strané téla

Larvy zavijeGe voskového umiraly postupné, pricemz nejprve dochazelo k jejich
viditelnému ztmavnuti (melanizaci) a az den poté k smrti daného jedince. Prvni jedinec
zemfel po osmi dnech od ndkazy, den poté byli usmrceni dal$i dva. Ttindcty den od
nakazy byly dv¢ larvy zavijece stale jeste zivé (obr. 18). Ve stejny den bylo jiz mozno na

povrchu téla prvni usmrcené larvy pozorovat pronikajici mycelium (obr. 19).

Obrazek 18: Larvy zavijece
voskového 13. den od nakazy

Obrazek 19: Usmrcena larva zavijece
voskového pokryta myceliem B. bassiana
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6.5 Diskuse

Ob¢ kultivacni média (BSM i PDA) byla pro experiment zvolena hlavné z divodu
jejich jednoduché ptipravy a dobré dostupnosti slozek. PDA patii mezi bézna
mikrobiologicka média pouzivana pro kultivaci hub i bakterii. Pro efektivnéj$i mnozeni
urcitych mikroorganismi se vSak vyuzivaji média selektivni. Jednim z nich je BSM, které
je vhodné pro kultivaci rodu Beauveria. Do tohoto média se ptidavaji antibiotické latky
jako streptomycin, tetracyklin a cykloheximid, které potla¢uji rast jinych
mikroorganismu (Meyling 2007). Ve svém experimentu jsem tyto antibiotika nepouzila
a toto médium jsem vyuzila rovnéz i pro kultivaci M. anisopliae.

Pti samotné inokulaci se 1épe pracovalo s médiem BSM. PDA bylo i po dikladném
zatuhnuti znatelné mék¢i nez BSM a do jeho povrchu se vice botila inokula¢ni klicka.
Z tohoto diivodu mohl byt znesnadnén nartist kultury na tomto médiu.

Po pozorovani rastu hub na jednotlivych médiich doporucuji ke kultivaci B. bassiana
médium BSM, vyuziti PDA je také mozné. Pro M. anisopliae se vSak ob¢é média za
danych kultiva¢nich podminek jevi jako nevhodna. Jednou z moznych piic¢in nezdafené
kultivace tohoto druhu muze byt zvolena kultivac¢ni teplota 25 °C. Teplotni optima
nékterych izolati M. anisopliae jsou nizsi nez 25 °C (Ouedraogo et al. 1997).

Pro nakazu dostupného hmyzu jsem vyuzila pouze B. bassiana. Tato houba usmrtila
oba testované hmyzi druhy a v pfipad¢ zavijece voskového i obé testovand vyvojova
stadia. Dukazem bylo viditelné bilé mycelium prortstajici na povrch téla vSech
usmrcenych jedinct. Pii pitvé mrtvych dospélcu zavijeCe voskového i zlatohlavka
Smithova jsem navic makroskopicky pozorovala mycelium vypliujici celou télni dutinu.
Tento druh tedy povazuji za velmi patogenni pro hmyz. Infekénost M. anisopliae nejsem

z provedenych experimenti sSchopna posoudit.
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7. ZAVER

Cilem této bakalaiské prace bylo shrnuti dosavadnich poznatkl o entomopatogennich
houbach. Entomopatogenni zdstupci se nachazi ve vétSim mnozstvi tfid nckolika
houbovych kmenti. Z tohoto diivodu je tato problematika velmi rozsahla. Tuto praci jsem
zaméfila na nejbéznéjsi a zaroven hospodaisky nejvyznamngjsi skupinu EPF, ktera
shromazd’uje jejich druhy s typickym vldknitym myceliem a s nepohlavnim
rozmnozovanim.

Entomopatogennimi houbami se vV souc¢asné dob¢ zabyva mnoho védeckych tymi po
celém svété. Vyzkumy, jejichz cilemi jsou nejCastéji specifikace vlastnosti kment
jednotlivych druht, zjisténi vlivu jednotlivych insekticidnich latek na konkrétni hostitele
¢i dopad nekterého vnéjsiho faktoru na zivotni cyklus studované houby, prinaseji stale
podrobnéjsi a komplexnéjsi poznatky o EPF. Tyto informace pak mohou byt vyuzity pfii
vyvoji a vyrobé€ jesté ucinngjSich piipravka uréenych pro biologickou kontrolu rostlin
pred skadci.

Spole¢nost si v dnes$ni dobé velmi uvédomuje Skodlivost vyuzivani enormniho
mnozstvi chemickych latek ve vSech sférach lidského zivota. Postupy biologické kontroly
mohou ¢astecné napomahat feSeni tohoto problému hlavné v oblasti zemédélstvi, ptficemz
mens$i mira pouziti insekticidi by méla méné zatéZzovat Zivotni prostiedi. AC se tato
myslenka zda velmi jednoducha, nékteré staty svéta stale nejsou biologické kontrole ptilis
naklonény.

Diky experimentalni ¢asti jsem méla moznost pracovat se dvéma druhy EPF,
pozorovat jejich rist na zivnych pidach a nasledné sledovat pribéh ndkazy u nékolika
hmyzich jedinci. Ze svych pozorovani vyvozuji, ze vyuziti EPF v biologické kontrole ma
své misto a dle mého ndzoru by méla byt této skupiné organismil vénovana jesté vetsi

pozornost.
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