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Kmen entomopatogenni houby Lecanicillium attenuatum CCM 9195 a zpusob likvidace
hmyzich skiidci, roztoc¢i a patogent rostlin kmenem entomopatogenni houby

Oblast techniky

Vynalez se tyka nasazeni kmene entomopatogenni houby pii ochrané péstovanych rostlin
pro biologickou likvidaci hmyzich sktidct, roztocii a patogenti rostlin.

Dosavadni stav techniky

Zemedelstvi v pivodnim slova smyslu vyjadiovalo vztah Clovéka k ptde. V soucasné dobé je
hlavnim rysem konvenéniho zemédélstvi snaha o dosazeni co nejvétsi produkcee, potazmo vynosu
pozadavky na rentabilitu. Aby se dosahlo téchto cilii (vynos, zisk), jsou na prvnim misté
pouzivany chemické vstupy (pesticidy) a az na druhém misté alternativni metody, zejména
agrotechnické, fyzikalni a biologické metody.

Chemickymi vstupy jsou jednak dodavani anorganickych hnojiv, snaha o minimalizaci $kod,
které zpasobuje zapleveleni a v neposledni fad¢ potladeni chorob a Skidci péstovanych plodin.
Timto dochdzi pii péstovani plodin k zavislosti na vnéjsich vstupech, snizeni biodiverzity krajiny,
kontaminaci povrchovych vod, degradaci pidy — erozi, naruseni agroekosystému, vyskytu rezidui
v potravinach a celkové ke znecisténi zivotniho prostiedi.

Prestoze je kladen velky tlak na rostlinnou produkci z pohledu potfeby co nejvétsi efektivity,
vzhledem ke stale se zvySujici spotiebé populace, je bran ohled i na potiebu zachovani tzv. ,,bio*
kvality. Spotrebitelg, stale Castéji preferuji rostlinné produkty, které nebyly chemicky oSetfovany.
Dochézi tedy k peclivému zvazovani pouziti prostfedktl v boji proti Skodlivym ¢initelim, jez by
mély za nasledek ohrozeni lidského zdravi ¢i Zivotniho prostfedi.

To je jeden z divodu, pro€ se rozviji alternativni metody ochrany rostlin. V soucasné dobé musi
kazdy profesionalni uzivatel hospodafit na zaklad¢ zasad integrované ochrany rostlin (Vyhlaska
205/2012 Sb.). Zavedeni Integrované ochrany rostlin se snazi omezit pouzivani pesticidnich
latek, a tim chranit zivotni prostredi.

V minulosti se pouzivaly Sirokospektralni, pro savce toxické a velmi perzistentni pesticidy, které
zpusobovaly vysokou mortalitu necilovych druhti. Navic vysoka intenzita chemické ochrany a
opakované pesticidni zasahy mély podstatny vliv na vznik rezistentnich populaci Skodlivych
organismu. Rezistence vyvolava potfebu zvySovat davky nebo prechazet na jiné typy G¢innéjsich
insekticidli. V tomto sméru jsou moznosti na hranici vycerpani. Navic zpfistiujici se legislativa
omezuje tento zpiisob boje.

Jednou zmoznosti omezeni nadmérného pouzivani pesticidii v rostlinné vyrobé je vyuziti
biologické regulace, tj. vyuziti pfirozenych antagonistickych vztahi mezi organismy za ucelem
potlaceni patogent zptisobujicich onemocnéni rostlin a skiidcti bez podstatného poruseni piirodni
rovnovahy, a tim pfispéni k udrzeni stability ekosystému v antropogenné zménénych podminkach
prostredi. Potvrdilo se, ze tyto prostfedky jsou pro necilové organismy vcetné ¢lovéka vétSinou
neskodné a na rozdil od klasickych insekticidii nepfedstavuji zadnou ekologickou zatéz pro
zivotni prostiedi a podstatné tak piispivaji k ochrané druhové biodiverzity. Podstatou je, ze se
jedna o organismy, které se v prostfedi piirozené vyskytuji, takze jejich uméle navysSena
ptitomnost v prostiedi neohrozuje jiné zivocisné druhy, kromé jejich ptirozenych hostiteld.

Na rozdil od chemické ochrany se ptisobeni biologické ochrany obvykle dostavuje o néco
pozdéji, ale ucinky jsou dlouhodobé. Proto se s nimi ve svétovém meéfitku stale vice pocita jako
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s alternativnimi prostfedky regulace patogent rostlin a hmyzich skudct. Biologickou ochranu v
§irSim 1 uz8im smyslu slova povazuje dnes vétSina odbornikii za ekologicky, hygienicky i
ekonomicky nejvhodnéjsi metodu potlacovani Skidct a to zejména ve sklenikovych kulturach.
Nelze ji chapat jako samospasitelny zazrak, ale jako védecky propracovanou metodou, jejiz
uspéch je zaloZzen na znalostech ekologickych ndrokd, spravného poméru Skidct a jejich
ptirozenych nepratel.

Biologicka ochrana rostlin je nejvice vyuzivana ve sklenicich, kde je mozné regulovat podminky
prostiedi, zejména pak udrzovat stalou teplotu a relativni vzdusnou vlhkost, které vyzaduji nejen
péstované plodiny, ale i pouzita bioagens. Proto je v téchto podminkach biologickd ochrana
nejrozsirendjsi, zejména na rychlené zeleniné jako jsou okurky, rajcata, papriky, lilky, ale i na
dalsich kulturach (jahody, chryzantémy, gerbery, riize a jiné okrasné rostliny).

Cilem vynalezu je pfiprava a zplsob pouziti kmene entomopatogenni houby, kterd by byla
ekvivalentn€ ucinna k doposud pouzivanym chemickym prostiedkiim a nahradila je tak v ramci
ochrany rostlin, a to zejména proti savému hmyzu, rozto¢im a patogentim rostlin. Pfikladem
takového postupu je naptiklad vynalez z dokumentu CZ 300701 B6, ve kterém je zvefejnéno
nasazeni specifického kmene entomopatogenni houby v boji proti vybranym hmyzim $ktidctim a
roztoctm.

Vzhledem k Sirokému spektru chorob a $ktidct kulturnich rostlin neni mozné pouziti jediného
kmene entomopatogenni houby. Zde vznikd prostor k dal§imu vyzkumu a vyvoji novych
ptirozenych neptatel ,,parazitoidii, predatori, entomopatogennich, mykoparazitickych nebo
antagonistickych mikroorganismd* vyuzitelnych v ochran¢ rostlin.

Podstata vynalezu

Vytceny ukol je vyfeSen kmenem entomopatogenni houby Lecanicillium attenuatum LAT 13 —
CCM 9195 a zptuisobem ochrany pestovanych rostlin podle dale uvedeného vynalezu.

Pro potieby vyndlezu je pouzit kmen entomopatogenni houby Lecanicillium attenuatum
CCM 9195, diky jehoz ucinnosti na savy hmyz, vybrané roztoce a patogeny rostlin je umoznéno
nahrazeni komeréné dostupnych chemickych prostedkd.

Podstatou vynalezu je kmen entomopatogenni houby Lecanicillium attenuatum LAT 13
pro pouziti v ochrané péstovanych rostlin ulozeny v CCM — Ceské sbirce mikroorganismii,
Pfirodovédecké fakulty Masarykovy univerzity, Kamenice 5, 625 00 Brno, Czech Republic, pod
depozitnim ¢islem vzorku CCM 9195.

V ramci vynalezu je prezentovan zpusob likvidace savého hmyzu, rozto¢l a patogenii rostlin,
ktery zahrnuje oSetfeni péstovanych rostlin sporami Lecanicillium attenuatum CCM 9195. To je
vyhodné, nebot’ aplikace spor je jednoducha ¢innost, kopirujici znamé §iteni spor v pfirod¢, kdy
se spory rozptyluji kapkami kapaliny, popfipadé se spory rozptyluji pomoci vzduchu, ¢i jsou
spory zaneseny do péstebniho substratu. Je tedy vyhodné, pokud jsou spory rozptyleny
v kapaling, ¢i v praskovém inertnim nosic¢i, nebo v p€stebnim substratu.

Dale je vramci vynalezeného zpisobu ochrany rostlin vyhodné vyuzivani Lecanicillium
attenuatum CCM 9195 na populace molic, mSic a tfasnének. Jedna o savy hmyz, ktery patii mezi
nejcastéji rozsitené Sklidce plodin. Vynalez umoziiuje ucinnou redukci jejich populaci
a vzhledem k tomu je mozna eliminace pouzivani chemickych ptipravki.

Dalsim zpisobem vyhodného vyuziti Lecanicillium attenuatum CCM 9195 je pouziti na populaci
roztoce svilusky chmelové, ktera zpisobuje snizeni vynosu rostlin péstovanych jak v polnich
podminkach, tak i ve sklenikovych kulturach.
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V neposledni fadé je vramci vynalezeného zplsobu ochrany rostlin vyhodné, pokud se
Lecanicillium attenuatum CCM 9195 pouzije proti chorobé padli. Prestoze je vynalezem kmen
entomopatogenni houby, bylo v ramci praktickych testd zjisténo, Ze kmen houby vykazuje statut
mykoparazita, ktery U€inkuje proti patogeniim rostlin, zejména na chorobach padli. Takto Ize
vyuzit aplikaci spor kmene houby jako alternativu k chemické ochrané.

Mezi vyhody vynalezu patfi to, Ze jeden jediny kmen houby dokaze nahradit az n¢kolik riznych
chemickych prostiedkl pro oSetfeni rostlin, a to proti riznorodému spektru Skodlivych cCiniteli
od savych hmyzich Sktdci, pies roztoe, az po patogeny rostlin. Je vyhodné, Ze kromée
primarniho efektu entomopatogenniho druhu sekundarné vykazuje rovnéz mykoparaziticky statut
(ektoparazit).

Objasnéni vykresu

Uvedeny vynalez bude bliZe objasnén na nasledujicich vyobrazenich, kde:
obr. 1 znazornuje graf s ¢innosti kmene houby dle vynalezu na roztoce svilusku chmelovou,
obr. 2 znazornuje grafické zobrazeni hodnoceni vlivu vyvoje patogenu Sphaerotheca fuliginea

na listech okurky seté po oSetieni kmeny entomopatogenni houby rodu Lecanicillium.

Piiklady uskuteénéni vynalezu

Rozumi se, ze déale popsané a zobrazené konkrétni ptipady uskutecnéni vyndlezu jsou
piedstavovany pro ilustraci, nikoliv jako omezeni vynalezu na uvedené piiklady. Odbornici znali
stavu techniky najdou nebo budou schopni zajistit za pouziti rutinniho experimentovani veétsi ¢i
mensi pocet ekvivalentl ke specifickym uskute¢nénim vynalezu, ktera jsou zde popsana.

Kmen CCM 9195 houby Lecanicillium attenuatum Zare & W. Gams patii do fise Fungi, odd¢leni
Ascomycota, tadu Hypocreales, ¢eledi Cordycipitaceae, telemorfa Cordyceps spp., EPPO kod
AKATAT. Synonymum druhu Lecanicillium attenuatum je Akanthomyces attenuatus (Zare & W.
Gams) Spatafora, Kepler & B. Shrestha. Obecné druh Lecanicillium attenuatum je velmi dobie
znama polyfagni entomopatogenni houba, ktera zplisobuje primarni onemocnéni, a tim spontanni
epizootie nejcastéji na Sirokém spektru savého hmyzu, jako jsou napiiklad mSice (Myzus
persicae, Aphis gossypii), molice (napt. Trialeurodes vaporariorum, Bemisia tabaci, Aleyrodes
proletella), ttasnénky (napt. Frankliniella occidentalis, Thrips tabaci), puklice, Cervci, vrtalky aj.
Zpusobuje také infekci na druzich hmyzu naleZejicich do tadi Orthoptera, Coleoptera,
Heteroptera a Lepidoptera. Spektrum parazitizmu Lecanicillium attenuatum vS$ak neni omezeno
pouze na hmyz. Spontanni epizootie zplsobuje i v populacich nékterych druhti rozto¢u (napf.
Tetranychus urticae a vinovnikt z ¢eledi Eryophidae). Kromé parazitické asociace s uvedenymi
skupinami ¢lenovct bylo zjisténo, Ze se Lecanicillium attenuatum vyskytuje i jako ektoparazit na
nekterych druzich fytopatogennich hub. Piikladem této ektoparazitické formy vyvoje
Lecanicillium attenuatum je vyskyt na uredosporach raznych druhti rzi (napt. Uromyces dianthi,
Uromyces appendiculatus, Puccinia graminis, Puccinia horiana) a na konidiich padli
Sphaerotheca fuliginea, Podosphaera xanthii, Golovinomyces cichoracearum. Parazituje 1 na
patogenu Botrytis cinerea zpusobujicim plisen Sedou.

Hlavni determina¢nim znakem Lecanicillium attenuatum je typicka forma sporulace. V pribéhu
konidiogeneze se na vzdusném myceliu vytvaieji dlouhé zké lahvicovité konidiofory, na jejichz
koncich se postupné tvoii elipsoidni konidie. Konidiofory jsou na myceliu umistény v pteslenech
a z jedné zony protilehle vyristaji 2, 3 az 4 konidiofory. Na koncich hyf mtze byt pfeslen tvofen
i vice konidiofory. Konidie jsou vytvareny postupné a vzdy nova mladsi konidie odtlac¢uje diive
vytvorenou konidii do postupné se tvoticiho shluku, ktery ma podobu kulicky. V zavérecné fazi
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sporulace se kuli¢ky pokryvaji mucilagenni hmotou, ktera udrzuje kompaktni tvar finalniho
utvaru.

V ramci zpusobu pouziti jsou entomopatogenni houby aplikovany ve formé vodnich suspenzi
spor, a to bud’ preventivné, nebo kurativné. Pii kurativni aplikaci je tieba respektovat kontaktni
ucinek preparatii. Pti oSetfeni nadzemnich casti rostlin je nutné peclivé osetfit niky, ve kterych se
vyskytuje cilovy druh sktidce. Suspenze by se méla pripravovat tésné pied postiikem, piipadné
maximalné 4 az 6 hodin pfed aplikaci. Dilezité je spotfebovat celou davku, kterd byla
pfipravena, a to z toho divodu, Ze po delsi dobé smoceni spory ve vodé ztraci vitalitu a dochazi
k jejich odumieni. Alternativou je aplikace rozpraSovani praSkového inertniho nosice spor, napi.
tzv. studenym koufem. Spory v praskovém nosi¢i, pokud nejsou vystaveny zvysené teplote,
ztraceji vitalitu pomaleji. Dal§i moznosti je rozptylit spory do péstebniho substratu, aby byly
pfipraveny pro ochranu podzemnich casti péstovanych rostlin, jak ukazuji probihajici
experimenty s ochranou proti tfasnénkam.

Kli¢eni konidii a sporulace vyzaduje vétSinou vysokou relativni vzdusnou vlhkost a vyssi teplotu
(optimum 20 az 25 °C), coz omezuje pouzitelnost tohoto druhu houby v polnich podminkach a
zvyhodiiuje pouziti ve sklenikdch. Optimalni podminky jsou dtlezité zejména v prvnich 12
hodinach po aplikaci, kdy dochézi ke kli¢eni a pronikéni hyf do téla hostitele. V dob¢, kdy
patogen pronikne dovnitt téla hostitele, uzZ neni zapotiebi vysoka relativni vzdus$na vlhkost.
Uvnitt téla jsou vlhkostni podminky zajistény. Nasledn€ po usmrceni hostitele houba prorista
zpét na povrch hostitele a sporuluje, vytvari tak sekundarni konidie, které se mohou v prostiedi
skidcu.

Priklad 1

Pro pokus byly pouzity kmeny CCM 9195 a kmene CZ LAT 001 entomopatogenni houby
Lecanicillium attenuatum a kmen CZ LMU 002 entomopatogenni houby L. muscarium. Povrch
plné vysporulované kultury kazdého kmene byl pielit 0,05% sterilnim roztokem Tween 80.
Ziskana suspenze kazdého kmene byla filtrovana ptes gazu do samostatné Erlenmeyerovy barky.
V jednotlivych suspenzich byla pomoci vylepSené Neubauerovy pocitaci komiirky stanovena
koncentrace spor na 1 ml. Titr kazdého kmene byl nasledné adjustovan na koncentraci 1,00 x 107
spor v1 ml. Pokus na zjisténi ucinnosti kment Lecanicillium na msici broskvonovou byl
realizovan na rostlinach papriky rocni. Rostliny paprik byly infestovany jedinci mSice
broskvonové a populace msic se nechala na rostlinach adaptovat a vyvijet po dobu 10 dnti. Po 10
dnech byly rostliny oddélené osetfeny testovanymi kmeny Lecanicillium. Kontrolni rostliny byly
osetfeny 0,05% roztokem Tween 80. V kazdé varianté byly oSetfeny 3 rostliny. Po oschnuti
suspenzi byly rostliny umistény do plastikovych izolatorl pro zajisténi optimalnich podminek pro
vyvoj entomopatogenni houby. Uginnost jednotlivych kment Lecanicillium byla testovana po 10
dnech od aplikace. Hodnoceni bylo provedeno tak, Ze se detailné a piesné hodnotil stav kazdého
jedince v populaci msic. Stav kazdé mSice byl tedy rozliSovan na trovni kategorii ziva, mrtva
(bez zjevné infekce na téle msice) a infikovana (houba proliferovala na povrch téla msice, kde
formovala mycelium, zjevna infekce).

V ramci piikladu 1 bylo provedeno porovnani ptisobeni kmene CCM 9195 houby Lecanicillium
attenuatum s jingymi znamymi kmeny hub rodu Lecanicillium na populaci mSice Myzus persicae
jak je znazornéno v tabulce nize:
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Primérny poéet | Struktura populace mSice Myzus persicae ,
Kmen* msic na lyrgstliné (%) ES?;}?:?&%
(pramér+Smodch) Zivé mrtvé infikované
Kontrola 219,12 £23 45 97,51 2,49 0 2,49
CCM 9195 187,65 £36,49 25,39 3,11 71,50 74,61
CZ Lat 001 159,26 £19,32 35,26 3,02 61,71 64,73
CZ Lmu 002 205,89 +33,93 27,15 6,96 65,89 72,85

Z tabulky vyplyva, ze kmen CCM 9195 podle vyndlezu mél nejvyssi u€innost. Kumulovana
mortalita dosahovala 74,61 %, coz se ptiblizuje deklarované ucinnosti insekticidii pohybujici se
dle specifik vyrobcti vrozmezi od 70 do 95 %. Oproti chemickym piipravkim je dilezité
zdaraznit, Ze se v populaci objevily mSice, které byly zjevné€ infikované, coz zarucuje moznost
spor se v prostfedi roznaSet na dalsi zdravé jedince mSic vyskytujici se na rostlinach v porostu.

Pivodci v dobé podéani piihlaSky vynalezu maji rozpracované dalsi studie ohledné ucinnosti
vynalezu na dal$i druhy, pfi¢emZ z letmého nahlédnuti do prabéznych dat je patrné, ze kmen
houby CCM 9195 podle vynalezu je G¢inny na dalsi druh msSice napt. Aphis gossypii.

Ptiklad 2

Pro pokus byly pouzity kmeny CCM 9195 a kmene CZ LAT 001 entomopatogenni houby
Lecanicillium attenuatum a kmen CZ LMU 002 entomopatogenni houby L. muscarium. Povrch
pln€ vysporulované kultury kazdého kmene byl prelit 0,05% sterilnim roztokem Tween §0.
Ziskana suspenze kazdého kmene byla filtrovana ptes gazu do samostatné Erlenmeyerovy bariky.
V jednotlivych suspenzich byla pomoci vylepSené Neubauerovy pocitaci komiirky (Neubauer
Improved Chamber, Brand™ Blaubrand™) stanovena koncentrace spor na 1 ml. Titr kazdého
kmene byl nésledné adjustovan na koncentraci 1,00 x 107 spor v 1 ml.

Pokus na zjisténi uCinnosti kmend Lecanicillium na molici sklenikovou Trialeurodes
vaporariorum byl realizovan na rostlinach okurky seté. Na rostliny okurky seté byli vypusténi
dospélci molice sklenikové, kteti byli ziskani z chovu. Dospélci se mohli volné pohybovat
z rostliny na rostlinu a samicky kladly vajicka na listy rostlin. Po dobu 7 dni byli pomoci
exhaustoru vsichni dospélci odstranéni a rostliny s ¢astecné synchronizovanou populaci vajicek
T. vaporariorum byly pouzity pro experiment. 7 den po odstranéni dospélcti byly rostliny
rozdéleny do skupin po 3 rostlindich. Kazda skupina byla oSetfena jednim kmenem houby
Lecanicillium. Kontrolni rostliny byly oSetfeny 0,05% roztokem Tween 80. Po oschnuti suspenzi
byly rostliny umistény do plastikovych izolatord pro zajisténi optimalnich podminek pro vyvoj
entomopatogenni houby. Uginnost jednotlivych kment Lecanicillium byla testovana po 14 dnech
od aplikace. Hodnoceni bylo provedeno tak, ze se detailn¢ a ptesne hodnotil stav kazdého jedince
v populaci molic. Stav kazdé¢ nymfy, popfipad¢ vajicka, byl rozliSen na urovni kategorie ziva,
mrtva (bez zjevné infekce na téle msice) a infikovana (houba proliferovala na povrch téla msice,
kde formovala mycelium, zjevna infekce).

V ramci piikladu 2 bylo provedeno porovnani pisobeni kmene CCM 9195 houby Lecanicillium
attenuatum s jinymi kmeny hub rodu Lecanicillium na populaci molice sklenikové Trialeurodes
vaporariorum jak je znazornéno v tabulce nize:
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, X ; o
. Celkovy pocet Struktura populace molice Trialeurodes vaporariorum (%)
Kmen s 3 .., , . , Kumul.

jedincti molic zivé mrtvé infikované .

mortality
Kontrola 564,33 £69,51 93,21 6,79 0 6,79
CCM 9195 417,33 £33,32 7,85 3,47 88,68 92,15
CZ Lat001 |647,67+56,05 14,26 9,52 76,22 85,74
CZ Lmu 002 | 508,67 £46,76 9,53 5,87 84,6 90,47

Z tabulky vyplyva, Zze kmen CCM 9195 podle vynalezu mél nejvyssi ucinnost, a to 92,15 %, coz
se priblizuje deklarované ucinnosti insekticidii pohybujici se dle specifik vyrobcl v rozmezi od
70 do 95 %. Kategorie infikovanych jedincl zajist'uje samovolné Sifeni spor houby v prostfedi a
tim moZznosti zpiisobit dal§i umrtnost a infekci jedincti v populacich molice sklenikové.

Pivodci v dobé podani piihlasky vynalezu maji rozpracované dalsi studie ohledné¢ Uc¢innosti
vynalezu na dal§i druhy molice, pficemz z letmého nahlédnuti do prabéznych dat je patrné,
ze kmen houby CCM 9195 podle vynalezu je ucinny na dal$i druhy molic Bemisia tabaci,
Aleyrodes proletella.

Priklad 3

Pro pokus byla pouzita piesné adjustovana suspenze konidii kmene CCM 9195 entomopatogenni
houby L. attenuatum. Pti ptipravé suspenze byl pouzit standardni postup, pii kterém byla z
kultury (celoplo$na inokulace, 14 denni kultivace na povrchu agarizované zivné pudy bez
osvétleni pti konstantni teploté 24 +1°C) ziskana nejprve zékladni suspenze, ktera byla nasledn¢
upravena a pouZita pro experimenty. Zakladni suspenze byla ziskdna pfelitim povrchu
synchronizovanych kultur sterilnim roztokem (0,05% Tween® 80) a prelitim pfes sterilni gazu do
sklenéné banky. Po stanoveni vychoziho titru (= pocet spor/l ml zakladni suspenze) byla
zékladni suspenze adekvatnim fedénim (0,05% Tween® 80) upravena na standardni koncentraci
1,0 x 107 spor/l ml. Pro stanoveni titru suspenze byl pouzivan hemocytometr (Neubauer
Improved Chamber, Brand™ Blaubrand™).

Pro monitorovani interak¢niho systému sviluska chmelovd — entomopatogenni houba bylo
vyuzito standardniho laboratorniho biotestu s vyuzitim listovych terciku.

a) Test na jedincich svilusky chmelové

Z déloznich listd hostitelské rostliny fazolu obecného Phaseolus vulgaris byly vytiznuty listové
disky o priméru 2,5 cm, které byly oSetfeny ponotfovaci metodou (DIP test). Pro kontrolni
variantu byla pouzita destilovand voda a pfidavkem detergentu (0,05% Tween 80), pokusnou
variantu predstavovala standardni suspenze konidii 1,0 x 107 konidii/1 ml kmene CCM 9195
houby L. attenuatum.

b) Test na vajickach

Z déloznich list hostitelské rostliny Phaseolus vulgaris byly vytiznuty listové disky o priméru
2,5 cm, které byly pfeneseny na povrch ovlhéeného filtraéniho papiru polozeného na dno
uzaviratelnych plastovych misek. Na kazdy terc¢ik bylo umisténo 5 samicek svilusky T. urticae,
které byly na povrchu listovych diskli ponechany po dobu 16 az 24 hodin. Po vymezené dobé
byly samicky z povrchti diskli odstranény a disky s vajicky byly oSetfeny ponofovaci metodou
(DIP test). Pro kontrolni variantu byla pouzita destilovana voda s pfidavkem detergentu (0,05%
Tween® 80), pokusnou variantu predstavovala standardni suspenze konidii 1,0 x 107 konidii/1 ml
kmene CCM 9195 houby L. attenuatum.
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Osetfené disky zobou testi byly umistény do uzaviratelnych plastovych misek na povrch
ovlh¢ené buni€iny. V testu na jedincich svilusky chmelové bylo na povrch kazdého disku po
oschnuti preneseno 5 jedincii svilusky chmelové Tetranychus urticae. Jednu pokusnou variantu u
obou testdl tak reprezentovalo 16 ter¢ikll (4 x 4 v 1 misce). Uzaviené misky byly umistény do
klimaboxu (25 °C, fotoperioda 16/8). Hodnoceni bylo provadéno za pouziti binokuldrni lupy po
24, 48, 72, 96 a 144 hodinach u jedinct svilusek, respektive po 72 a 144 hodinach u vaji¢ek
svilusky chmelové.

Stav kazdého jedince/vajicka svilusky byl rozliSen na Grovni kategorie zivi, mrtvi (bez zjevné
infekce na téle msice) a infikovani (houba proliferovala na povrch téla msice, kde formovala
mycelium, zjevna infekce).

Charakteristika akaropatogenni Gc¢innosti kmene CCM 9195 houby Lecanicillium attenuatum;
struktura populace svilusky chmelové Tetranychus urticae oSettené kmenem CCM 9195. Je
znézornéna na obr. 1.

Pf#i hodnoceni G¢innosti kmene CCM 9195 houby Lecanicillium attenuatum na dospélce svilusky
byla po 72 hod trvani testu zaznamenana 20% mortalita a sporulace na téle hostitele u 14,79 %
dospélct. Pii konecném hodnoceni po 144 hod byla zaznamenina témét 89% mortalita a
sporulace byla pozorovana u 64,36 % dospélcti. Ve stejnou dobu byla zaznamenana téméf
62,52% mortalita vajicek.

Priklad 4

Pro pokus byly pouzivany ptesn¢ adjustované suspenze konidii jednotlivych kment
entomopatogennich hub Lecanicillium attenuatum a Lecanicillium muscarium. Pti piipravé
suspenzi hub byl pouzivan standardni postup, pii kterém byla ze synchronizovanych kultur
(celoplosna inokulace, 14 denni kultivace na povrchu agarizované zivné pudy bez osvétleni pfi
konstantni teploté 24 £1°C) ziskana nejprve zakladni suspenze, ktera byla nasledné upravena a
pouzita pro experimenty. Zakladni suspenze byla ziskana pftelitim povrchu synchronizovanych
kultur sterilnim roztokem (0,05% Tween® 80) a pielitim pies sterilni gdzu do zkumavky nebo
sklenéné barky. Po stanoveni vychoziho titru (= pocet spor/l ml zakladni suspenze) byla
zékladni suspenze kazdého kmene adekvéatnim fedénim (0,05% Tween® 80) upravena na
standardni koncentraci 1,0 x 107 spor/l ml. Pro stanoveni titru suspenzi byl pouZivan
hemocytometr (Neubauer Improved Chamber, Brand™ Blaubrand™).

Pro monitorovani interakéniho systému sviluska chmelova — entomopatogenni houby bylo
vyuzito standardniho laboratorniho biotestu s vyuzitim listovych terciki.

¢) Test na jedincich svilusky chmelové

Z déloznich listd hostitelské rostliny fazolu obecného Phaseolus vulgaris byly vytiznuty listové
disky o priméru 2,5 cm, které byly oSetfeny ponotovaci metodou (DIP test). Jako kontrolni
varianta byla vyuzivana destilovana voda a pfidavkem detergentu (0,05% Tween 80), pro
pokusné varianty byla pouZita standardni suspenze konidii 1,0 x 107 konidii/1 ml.

Osetfené disky kazdého kmene byly umistény do uzaviratelnych plastovych misek na povrch
ovlhéené buni€iny. Jednu pokusnou variantu reprezentovaly 4 teréiky (1 x 4 v 1 misce). Celkem
byly ptipraveny 4 opakovani s celkovym poctem 16 terciki pro 1 testovany kmen. Po oschnuti
bylo na povrch kazdého disku pieneseno 5 samicek svilusky chmelové Tetranychus urticae.
Uzaviené misky byly umistény do klimaboxu (25 °C, fotoperioda 16/8). Hodnoceni mortality
samicek svilusky bylo provadéno za pouziti binokularni lupy po 24, 48, 72, 96 a 144 hodinach.
Charakteristika akaropatogenni uc€innosti riznych kmenli entomopatogennich hub rodu
Lecanicillium spp. (1 ter¢ik/5 samicek; 4 terciky/1 opakovani)
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Kmen j f(;’l;ectu 24hod | 48hod | 72hod | 96hod | 144 hod
Kontrola 20,0040,00 | 0,00 0,00 3,75 6,27 7.49
CCM 9195 19,75 40,50 | 4,93 8,63 1973 | 3288 | 876l
CZLat001* | 19,75+0,50 | 1,47 5,88 11,75 1616 | 67,60
CZ Lmu 002%* | 19,50+0,58 | 3,89 6,49 1816 | 2855 | 8677
NLLmu003 | 20,0040,00 | 126 5,06 1897 | 2960 | 7337
NL Lmu 004 | 20,0040,00 | 2,30 344 8,04 1952 | 6547

*Lat — Lecanicillium attenuatums;
**Lmu — Lecanicillium muscarium

Kmen CCM 9195 podle vynalezu vykazal ve srovnani s ostatnimi kmeny entomopatogennich
hub rodu Lecanicillium nejvys$si a€innost. Po 144 hodinach zpusobil 87,61% mortalitu dospélcti
svilusek. Zavérem lze konstatovat, Ze vSechny vybrané kmeny entomopatogennich hub rodu
Lecanicillium vyvolavaji primarni onemocnéni u dospélci svilusky chmelové a byla tak
prokazana jejich akaropatogenni i€¢innost.

Priklad 5

Testovani ucinnosti hub rodu Lecanicillium proti padli okurkovému Sphaerotheca fuliginea byl
realizovan na rostlinach okurky seté. V pokusu byl testovan kurativni efekt jednotlivych kmend
proti padli, kdy byl sledovan stupen sporulace a sifeni kolonii padli okurkového S. fuliginea na
listech okurky. Z kazdého kmene hub rodu Lecanicillium byla ptipravena suspenze z plné
vysporulovanych kultur jednotlivych kment (celoplo$nd inokulace, 14 denni kultivace). Ze
zékladni suspenze byl adjustovan titr na koncentraci 1,0 x 107 spor v 1 ml. Rostliny okurky seté
byly zamérné inokulovany patogenem S. fuliginea a umistény do fytotronu, po dobu 3 dnd. Po
3 dnech byly zrostlin odebrany listy, které byly nasledné ponotfeny do suspenzi testovanych
kmenti. Po ususeni byl kazdy list vlozen do samostatné vlhké komurky. Vlhka komirka se
skladala z malé a velké jednorazové plastové krabicky. Mensi krabicka (110x85%30 mm), byla
z 1/3 naplnéna vodou a prikryta vickem, ve kterém byl otvor. Do otvoru byl zasunut fapik listu
tak, aby mohl pfijimat vodu. Takto pfipravend krabicka byla vlozena do velké krabicky
(145x120x65 mm), kterd byla zaviena vikem. Uvnitf velké krabicky se pohybovala vlhkost
v rozmezi od 65 do 73 %. Pro porovnéni u¢innosti kment byl pouzit fungicidni ptipravek Sulikol
K (0,5 % roztok) na bazi siry, ktery se pouziva v ochrané rostlin proti padli. Kontrolni varianta
spoCivala v tom, Ze listy okurky seté byly ponofeny do sterilniho roztoku 0,05% Tween 80. Pro
kazdy kmen bylo pfipraveno 5 opakovani. Vlhké komirky byly vlozeny do fytotronu (25 °C; 65
az 73 % RVV, fotoperioda 12/12). Hodnoceni U¢innosti bylo provedeno 5., 10., 15. den.
Zavaznost onemocnéni byla hodnocena pomoci 6stupnové stupnice: 1 = 0 % (bez ptitomnosti
patogena), 2 = <0 az 25 % (velmi nizka intenzita choroby), 3 = 25 az 50 % (nizka intenzita
choroby), 3 = 50 % (stfedni intenzita choroby), 5 = 50 az 75 % (stfedné¢ vysoka intenzita
choroby), 6 = 75 az 100 % (vysoka intenzita choroby)

V ramci piikladu 5 bylo provedeno porovnani ptisobeni kmene houby Lecanicillium attenuatum
CCM 9195 s jinymi znamymi kmeny houby L. attenuatum a L. muscarium na rist a vyvoj padli
okurkového Sphaerotheca fulginea jak je znazornéno v tabulce nize:
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Kmen 0. den 5. den 10. den 15. den
Kontrola 1,00 2,20 3,60 5,20
Sulikol K*** 1,00 2,00 3,00 3,60
CCM 9195 1,00 1,40 1,80 2,20
CZ Lat 001* 1,00 1,80 2,40 2,60
CZ Lmu 002** 1,00 1,60 2,00 2,40
NL Lmu 003 1,00 1,80 2,40 2,60
NL Lmu 004 1,00 1,60 2,20 2,40

*Lat — Lecanicillium attenuatum;
**Lmu — Lecanicillium muscarium
*#* Sulikol K, ptipravek na bazi siry pouzivany k regulaci padli

Hodnoceni vlivu vyvoje patogenu Sphaerotheca fuliginea na listech okurky seté po oSetieni
kmeny entomopatogenni houby rodu Lecanicillium je znazornéno graficky na obr. 2.

Z vySe uvedené tabulky vyplyva, Ze kmen podle vynalezu zpomalil rist a vyvoj choroby na
koeficient 2,2 po 15 dnech testu. Tento koeficient byl nejnizsi ze vSech testovanych kment i
komercniho ptipravku Sulikol K.

Co se ty¢e jinych druhd chorob padli, tak v dobé podani ptihlasky vynalezu jsou rozpracované
dalsi studie ohledné ucinnosti vynalezu na rizné druhy choroby padli, pficemz z letmého
nahlédnuti do pribéznych dat je patrné, Ze kmen houby CCM 9195 podle vynalezu je uc¢inny na
celé spektrum variant choroby padli, zejména na druhy Podosphaera xanthii, Golovinomyces
cichoracearum, Erysiphe alphitoides, nebo na padli angrestu.

Zaroven maji ptivodci v dobé podani pfihlasky vynalezu rozpracované testy na mykoparazitickou

aktivitu kmene CCM 9195 proti patogenu Botrytis cinerea zpusobujici onemocnéni plisen Sedou
ana rzi Puccinia graminis.

Prumyslova vyuzitelnost

Kmen CCM 9195 entomopatogenni houby Lecanicillium attenuatum podle vynalezu nalezne
uplatnéni v integrované ochrané rostlin, zejména v plodinovych programech péstovani plodin a
okrasnych kvétin proti hmyzim Skiidctim, rozto¢tiim a patogendm rostlin.
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PATENTOVE NAROKY

1. Kmen entomopatogenni houby Lecanicillium attenuatum LAT 13 k ochran¢ péstovanych rostlin
ulozeny v CCM — Ceské sbirce mikroorganismti Piirodovédecké fakulty Masarykovy univerzity,
Kamenice 5, 625 00 Brno, Czech Republic, pod depozitnim ¢islem vzorku CCM 9195.

2. Zpusob likvidace hmyzich sktidct, roztocl a patogent rostlin kmenem entomopatogenni houby,
vyznacujici se tim, Ze se rostliny oSetfi sporami Lecanicillium attenuatum CCM 9195 podle naroku
1.

3. Zpusob podle naroku 2, vyznacujici se tim, Ze jsou spory rozptyleny v kapaling, ¢i v praskovém

.....

4. Pouziti entomopatogenni houby Lecanicillium attenuatum CCM 9195 podle naroku 1 pro
osetfeni rostlin proti populaci molic nebo msic nebo tfasnének.

5. Pouziti entomopatogenni houby Lecanicillium attenuatum CCM 9195 podle naroku 1 pro
osetfeni rostlin proti populaci rozto¢e svilusky chmelové.

6. Pouziti entomopatogenni houby Lecanicillium attenuatum CCM 9195 podle naroku 1 proti
chorobé padli nebo patogenu Botrytis cinerea zpisobujicimu onemocnéni plisent Seda nebo na rzi
Puccinia graminis.

2 vykresy
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