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(57)  Anotace:
Reseni se tyka zptisobu zamezeni §ifeni kiirovce lesnim
porostem, pii kterém se na lesni porost aplikuje postiik
obsahujici spory entomopatogenni houby, konkrétné
kmen Beauveria pseudobassiana CCM 9191 a/nebo
kmen Beauveria bassiana CCM 9229. Tyto kmeny
entomopatogennich hub se izoluji pfedem ptimo z
ktirovce smrkového pfitomného v osetfovaném lesnim
porostu. Postiik ma koncentraci alespoi 10° spor/ml a
aplikuje se radialné nebo frontaln€ do hrani¢ni oblasti
mezi napadenym a zdravym lesnim porostem ve
vzdalenosti 0 aZ 500 m od napadeného lesniho porostu ve
sméru Sifeni klirovee lesnim porostem.
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Zpusob zamezeni Sifeni kuirovce lesnim porostem

Oblast techniky

Vynalez se tyka oblasti ekologie, konkrétné zplisobu zamezeni $ifeni kiirovce lesnim porostem
s cilem omezit jeho popula¢ni hustotu v prostiedi.

Dosavadni stav techniky

Z divodu klimatickych zmén a opakujicich se suchych obdobi je naruSovdna rovnovaha
pfirodnich ekosystémi, ¢imz dochazi k vyznamnym zménam v biodiverzité projevujici se
oslabenim lesnich porostil, véetné smrkovych monokultur. Jsou potlaceny mykorhizni houby i
ptirozeni nepiatelé Skidci smrkovych porostii jako jsou entomopatogenni houby a bakterie.
Vysledkem je masivni rozsifeni n€kterych vyznamnych Sktdch, které se navic za takovych
podminek v klimaticky pfihodném roce rozmnozuji ve vice generacich. Napadaji lesni porosty,
jejich larvy vrtaji chodbicky v dfevu a konzumuji lyko béhem svého vyvoje do dospélého stadia.
Odhaduje se, ze v Evrop€ mezi léty 1850 az 2000 pfiblizné¢ 8 % uhynu vSech jehli¢nant bylo
zpiisobeno kirovei. V Ceské republice a okolnich zemich se jedna zejména o kalamitni vyskyt
n¢kolika druht, v prvni fadé lykozrouta smrkového (Ips typographus), lidové nazyvaného
ktrovec.

Béhem svého komplexniho vyvoje pod kirou jehlicnatého stromu jsou vystaveni kurovci
interakcim s vysokym poctem symbiotickych a antagonistickych organismi, do druhé skupiny
patii také entomopatogenni houby. Nejznaméjsi a rozSifené jsou kmeny rodd Beauveria,
Metarhizium, Paecilomyces, Isaria nebo Verticillium (Mann AJ, Davis TS 2021, Pest Sci Manag
https://doi.org/10.1002/ps.6364). Vzijemné puasobeni téchto patogenti s kirovei formou
parasitismu a mutualismu (Ortis-Urquiza A, mSystems 6(4), e00766-21, 2021) piedstavuje
komplexni proces, ktery probiha na pozadi vylucovani specifickych chemickych latek (feromont
1 kairomontl), a ovlivituje chovani vSech aktérl v lesnim ekosystému, tedy jak hmyziho skudce,
entomopatogenu, tak i hostitelského stromu. Obtizné€ se studuje pfimo v lesnich porostech, proto
praktické vychodisko predstavuje pilotni testovani patogenity hub v laboratornich podminkach.
Existuje ale cela fada praci popisujicich testovani entomopatogennich hub proti ktirovci v lesnich
terénech se snahou o jejich biologickou kontrolu. Jejich pouziti vSak bylo dosud zaméfeno na
ochranu napadenych porostli vhodné pfipravenou formulaci patogenniho mikroorganismu se
zamérem dostat do pfimého kontaktu entomopatogenni houbu se skiidcem, tedy podobnym
zpasobem, jakym jsou aplikovany rozsitené chemické insekticidy, kdy brouk po infikaci sporami
houby je oslaben a hyne na vyvolanou mykdzu ¢i jinou infekci vyvolanou dal§imi patogeny. Pro
tyto ucely byl dosud nejvice vyuzivany kmeny rodu Beauveria bassiana (Fettig JC, Hilszczanski
J 2015, in Bark Beetles, Elsevier 2015, Chapter 14, Management Strategies for Bark Beetles in
Conifer Forests). Dal§i metoda byla zaloZzena na kontaminaci broukll nachytanych ve
feromonovych pastech a jejich vypusténi zpét do postizené lokality s cilem kontaminovat houbou
Sirsi populaci sktidce (Kreutz J et al 2004, J Applied Entomol 128, 384 az 389).

Ackoliv tyto zplsoby biologického boje maji nespornou vyhodu vii¢i chemickym insekticidiim,
protoze nedochazi ke kontaminaci pfirodniho prostiedi a houba po aplikaci vymizi bez zanechani
chemickych rezidui, dosavadni popsané metody, byt ¢asto velice ucinné v laboratornich
pokusech, neposkytuji uspokojivé vysledky v terénnich podminkach (Mann AJ, Davis TS 2021,
Pest Sci Manag https://doi.org/10.1002/ps.6364). Dosud pouzité zplsoby aplikace maji
nasledujici nevyhody.

Pokud je oSetfovan napadeny les, praxe ukazuje, ze piimy ucinek houbovych preparati je
obvykle nizsi nez pfi aplikaci chemickych insekticidii. Spory houby jsou rozptyleny v prostredi
lesa, houba je obvykle schopnéd zasahnout urcita stadia hmyzu, aplikace zalezi na klimatickych
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podminkach, zptisobu aplikace a nefunguje s Zadoucim dostate¢nym ucinkem. V zasazeném lese
sice dochazi k urcitému poklesu vyskytu kiirovce a zpravidla Ize nalézt infikované jedince. Lesni
porost ale zlstava zasazen v takovém rozsahu, Ze je stejné nutno pfistoupit k jeho sanaci
mycenim. Pfi aplikaci houby v suchém stavu je G€inek omezen na ptimy kontakt a napft. pfi
aplikaci z letadla houba ziistdvd ve svrchnim patfe lesa vystavena UV zafeni, kde nejsou
podminky pro jeji novy rust a houba rychle z prostfedi vymizi. Dal§i nevyhodou dosud znamych
postuptl je to, ze k oSetieni dochazi v napadené Casti lesa, ktery je jiz oslaben obvykle suchem
nasledné podpotfenym tézbou napadenych stromil. Takové prostiedi nevytvaii ptithodné zivotni
podminky ani pro aplikovanou entomopatogenni houbu. Dalsi nevyhodou dosud znamych
postuptl je skutecnost, Ze je aplikace provadéna vesmes az v obdobi rozpoznani akutni infekce
spojeném s naletem brouki, které je obvykle vazdno na teplotné pfihodné dny pozdné jarniho
nebo raného letniho obdobi. O obdobi akutniho vyskytu kirovce, uz klimatické podminky
nemusi byt vhodné pro aplikaci entomopathogenni houby, ktera pro kliceni konidii vyzaduji
vys§i vzdusnou vlhkost. Dosavadni postupy také nezohlediiuji chemické signaly emitované
jednotlivymi aktéry. Cetna pozorovani v lesnické praxi i literatura ukazuji, ze pachové latky
vylucované jak entomopatogeny, tak i brouky obé strany vnimaji a ovlivituji jejich chovani.

Ukolem vynélezu je proto najit novy, inovativni zptisob zamezeni Sifeni kirrovce lesnim
porostem, ktery by vedl k zasadnimu snizeni jeho populacni hustoty v prostiedi, ktery by byl
dlouhodobé¢ ucinny v prubéhu celého roku bez ohledu na teplotu a vlhkost prostiedi, ktery by
nenarusoval pfirozené prostiedi v daném ekosystému a ktery by bylo mozné aplikovat efektivné
preventivné, ne az v piipad¢ akutni infekce.

Podstata vynalezu

Vytceny ukol je vyfeSen pomoci zplisobu zamezeni Sifeni kirovce lesnim porostem a sniZeni
jeho populacni hustoty v prostfedi podle tohoto vynalezu. Pfi tomto zpisobu se na lesni porost,
konkrétné hrabanku pod smrkovym porostem aplikuje postiik obsahujici spory entomopatogenni
houby.

Podstata vynalezu spociva v tom, Ze jako entomopatogenni houba se pouzije kmen Beauveria
pseudobassiana CCM 9191 a/nebo kmen Beauveria bassiana CCM 9229, které se izoluji ptimo
z lykozrouta smrkového pfitomného v oSetfovaném lesnim porostu. Jejich piirodni kmeny byly
ziskany pitimo z brouki lykoZrouta smrkového ptirozené se vyskytujiciho ve zdravém porostu
lesni monokultury. Selekce vhodného kmene probehla pomoci monosporickych izolath a
systematického testovéni jejich vitality a virulence. Postiik ma koncentraci alespofi 10° spor/ml a
aplikuje se do hrani¢ni oblasti mezi napadenym a zdravym lesnim porostem ve vzdalenosti 0 az
500 m od napadeného lesniho porostu ve sméru Siteni klirovce lesnim porostem v koncentraci
4x10° az 10x10° houbovych spor na hektar plochy. Koncentrace houbovych spor na plochu je
v zavislosti na rychlosti postupu osoby provadgjici postiik nebo biologické variabilité vstupniho
materialu. K ochrané lesa je tedy pouzito nezasazené pasmo neboli hrani¢ni oblast lesa ve sméru
Sifeni sktidce a je tedy pouZita nezasazena plocha lesni hrabanky mezi stromy, nikoli primarné
stromy. Pro ucely tohoto vynalezu byly otestovany kmeny Beauveria pseudobassiana CCM 9191
a kmen Beauveria bassiana CCM 9229, které jsou specificky virulentni vi¢i lykoZroutovi
smrkovému a lykozroutovi severskému, jsou odolné vii¢i klimatickym podminkam a ptetrvavaji
v ekosystému minimaln¢ jedno celé ro¢ni obdobi. Houba je aplikovana do prostfedi, ve kterém je
dosud les zachovan a hrozi mu likvidace $kiidcem, a kde ma houba ptihodné podminky stat se
soucasti ziveho ekosystému smrkovy les — hmyzi patogen kiirovec — entomopatogenni houba.

Tento zplsob biologického boje s klrovci aplikaci pivodem domacich entomopatogennich
kment hub rodu Beauveria izolovanych piimo z ekosystémt smrkovych monokultur s nizkym,
rovnovaznym vyskytem sktdce je zcela unikatni. Jde v podstaté o vhodny zplsob reintrodukce
pfirodni houby zpét do lesniho ekosystému, bud’ plvodniho, pfirodniho ekosystému nebo
smrkové monokultury, aplikaci pfipravku na lesni hrabanku ve vhodném ro¢nim obdobi a za
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piihodnych klimatickych podminek. Koneénym vysledkem neni pfimé hubeni Sktudce jako
v ptipad¢ insekticidnich pfipravki, ale primdrné zamezeni Sifeni kiirovce. Reintrodukci houby do
ekosystému je mozno provést z napadené zony nebo s vyhodou osetienim dosud nezasazené zony
lesa.

Entomopatogenni houba vnesena do dosud zachovalého lesniho porostu soucasné emituje své
charakteristické pachové latky, které registruji citlivé ¢ichové organy lykozrouta a plisobi na néj,
vedle patogenniho uc¢inku po kontaktu se sporami, také repelentné. Svéd¢i o tom vyznamné
snizeny vyskyt cilového lykozrouta a minimalni nalez infikovanych jedinct brouka. Znovu
zavedeny vyskyt entomopatogenni houby vede k nastoleni plivodni ptirodni rovnovahy mezi
témito organismy tim, ze urcitd ¢ast klirovct v pid€ zimuje, pfiCemz se prirozenym zpusobem
houbou po aplikaci nakazi.

V jednom vyhodném provedeni se postiik aplikuje radialné k ohnisku vyskytu kiirovee, kde se
vytvaii alespon jedno mezikruzi, v jehoz stfedu se nachézi napadeny lesni porost. Mezikruzi ma
s vyhodou $itku 10 az 30 m.

V dalsim vyhodném provedeni se postiik aplikuje frontalng, kde se aplikace provadi ptiblizné
kolmo na ocekavany smér Sifeni klirovce, tedy v alespon jednom pésu svirajicim thel 75° az
105° s hlavnim smérem $iteni kirovce v napadeném lesnim porostu. Pas ma s vyhodou siiku 10
az 30 m. K dosazeni vyssi efektivity mize byt pouzito pasu vice, ve vyhodném uspotadani jsou
alesponi tfi a jsou usporadany kolem napadeného lesniho porostu ve tvaru pismene U nebo jsou
Ctyfi a jsou ve tvaru uzavieného Ctyfuhelniku. K postiiku hrabanky dochazi ve vzdalenosti 0 az
500 m od postizené zony napadeného lesniho porostu, tedy v zoné dosud malo nebo uplné
nenapadené kiirovcem.

Aplikaci v radialnim mezikruZzi nebo frontalnich pasech na povrch terénu a pii pouziti dostatecné
koncentrace na plochu plsobi postiik obsahujiciho spory entomopatogenni houby soucasné
repelentné podobné jako objevené vyssi alkoholy emitované entomopatogenem. Dalsi vyhodou
zpusobu aplikace podle vynalezu je podstatné nizsi spotieba houbového preparatu nez pii plosné
aplikaci, pficemz dochazi k efektu takzvané horizontalni transmise, kdy prostfednictvim
infikovanych broukd dochézi k rozsiteni houby a nakaze dosud neinfikovanych ktirovct.

Zptasob ochrany lesniho porostu podle vynalezu se provadi tak, Ze je postiik obsahujici spory
entomopatogenni houby aplikovan v pruzich do hrani¢nich ploch mezi zasazenymi a
nezasazenymi oblastmi lesa, pfiblizn¢ kolmo na ocekavany smér Sifeni kirovce. Ochranny pruh
muze byt v rizné vzdalenosti od hrani¢ni zoény v zavislosti na rychlosti $ifeni kirovce. Hrani¢ni
plochou je definovano uzemi mezi ¢asti lesa napadené kirovcem a Casti lesa, ktera dosud
napadena neni, pfi¢emz se hodnoti smér Siteni kiirovce a rocni hloubka invaze, kterd obvykle
dosahuje nékolika set metrti. Evaluace napadeni, tedy progndza a rozliSeni napadenych zon, se
provadi na zékladé hodnoceni pitomnosti kiirovce v CR na zékladé Vyhlagky ¢. 176/2018 Sb.,
normy CSN 48 1000 a u Les CR as. pomoci daldich vytvofenych vnitfnich postupt.
Jednoduchou praktickou metodou obvykle pouZivanou pro hodnoceni vyskytu klrovce je
nalezeni pozeru obvykle pomoci drtinek kiry a difeva. Tato metoda se rovnéz pouziva pro
posouzeni nezbytnosti myceni lesa. DalS$i metodou jsou napi. feromonové lapace umoznujici
posoudit pifimo silu invaze klirovce, avSak tato metoda ma nevyhodu v hodnoceni vymezeni
hrani¢nich ploch, protoZze umoziiuje naldkat kirovce znapadené zony do zoény dosud
nenapadené.

Entomopatogenni houba je s vyhodou pouzita pro pfimou aplikaci spor zivé kultury houby, coz
predstavuje nejjednodussi metodu aplikace. Druhou moznosti je pouziti entomopatogenni houby
ve formé fyzikéalniho nebo chemicky upravené¢ho homogenniho inokula houby s cilem zlepsSeni
jeho mechanickych vlastnosti, homogenity nebo stability. Fyzikaln¢ se homogenni inokulum
upravuje s pouzitim riznych otacek a doby homogenizace, tak aby nedoslo k poSkozeni spor a
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nasledné filtraci, a to na zaklad¢ velikosti trysek aplikatoru postiiku. Chemicky se homogenni
inokulum upravuje zejména piidavkem detergenti.

Postiik tedy ve vyhodném provedeni obsahuje dale detergenty, piednostné detergenty snadno
biologicky odbouratelnych, a to v koncentraci 0,01 % az 2 % hmotn., jako je napf. napf.
bioodbouratelny tenzid Tween 80. Hlavnim ucelem piidavki detergentti je dosazeni homogenity
suspenze. Dale mohou byt pridavany latky urcené k chemické stabilizaci, a to v koncentraci
0,01 % az 1 % hmotn., napf. chloramfenikol jantaran, nebo k zaji§téni vyzivy houby, a to
v koncentraci 0,01 % az 4 % hmotn. s odpovidajicim obsahem aminokyselin, soli, peptonti nebo
kaseinového hydrolyzatu ve vhodném zivém médiu. Pfednostné je postiik provadeén pti chladném
pocasi s pfedchozim vyskytem srazek, které méa vyhodu pro lepsi moznost reintrodukce houby do
lesniho ekosystému. Zpisob podle vynalezu tedy neni vazdn na piimé zasazeni kiirovcii
postiikem. Alternativné muze byt pouzita stabilizovana formulace houby ve formé houbovych
spor v suché formulaci, ktera je aplikovana rovnéz ptimo na terén.

Vyhody zptsobu zamezeni Sifeni klirovce lesnim porostem podle tohoto vynalezu spocivaji
zejména v tom, ze je ucinny v pribéhu celého roku bez ohledu na teplotu a vlhkost prostiedi,
rychle a uc¢inng plsobi proti kiirovclim, nenaruSuje pfirozené prostiedi v daném ekosystému a je
navic mozné ho aplikovat efektivné preventivng, ne az v piipadé€ akutni infekce.

Objasnéni vykrest

Uvedeny vynalez bude bliZe objasnén na nasledujicich vyobrazenich, kde:

obr. 1 znazorfuje mapu pouziti postiiku v terénu.

Priklady uskuteénéni vynalezu

Charakterizace kmene

Izolaty entomopatogennich hub byly ziskany peclivym sbérem broukt Iykozrouta smrkového ze
zdravych smrkovych kment slouzicich jako horizontalni lapdky v nezasazeném lese, kde
panovala prirodni rovnovaha mezi vyskytem patogenu a zdravého lesniho ekosystému. Nasledna
izolace byla poté provedena z kultivaci na Petriho miskach na chudém agarovém médiu.

Priklad 1: Kultivace houby Beauveria pseudobassiana, CCM 9191

Kultura byla kultivovana na agarem ztuzeném médiu ME (HiMedia), obohaceném o 0,05%
K>HPO4 a 0,015% thiamin HCI po dobu 12 dnti pii teploté 23 °C pii zachovani rezimu svétlo/tma
12/12 hodin. Po skonceni sporulacni faze byla piipravena suspenze inokula¢nich Castic
v Ringerové roztoku. Suspenze obsahovala bunétné partikule, zejména spory, hyfy a hyfove
zlomky. Touto suspenzi z agaru setieného mycelia byly naockovany 250ml Erlenmeyerovy
baiiky s bocnimi vystupky s inokula¢nim médiem o slozeni (% hmotn.) glukéza 2, maltodextrin
1, tryptone (Scharlau) 2, KH,PO4 0,1, MgSO4-H,O 0,05, pH 5.4, a kultivovany na rotacni
ttepacce po dobu 120 az 144 hodin pfi teploté 23 °C, 150 otackach za minutu a excentricité
6,0 cm.

Homogenni inokulum po skonceni inokula¢ni faze bylo pieoCkovano do Cerstvé piipraveného
produkéniho média o slozeni (% hmotn.): glukoéza 2, Sorbidex P 16612 (Brenntag) 1, D-mannosa
1, hydrolyzat hrachové bilkoviny (Focus Ingredients) 1,5, glycin 0,5, KCI 0,3, NaCl 0,15, CaCl;
0,01, KH>PO4 0,1, MgSO4-H,O 0,05, ZnSO4-7 H,O 0,01, FeSO4-5 H,O 0,005, pH 5,4, vzdy
10 % objem/objem a kultivuje v 500ml Erlenmeyerovych bankach se 150 ml kapalného média za
stejnych kultiva¢nich podminek jako pii ptipraveé inokula po dobu 5 az 8 dnt.
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Produkénim médiem o stejném slozeni s dvojnasobnym mnozstvim C-zdroji a komplexnich N-
zdrojii byl pfipraven substrat pro stacionarni kultivaci na pevném nosici. Loupané proso bylo
promyvano trojnasobné do mirného nabobtnani po dobu 20 minut v teplé demineralizované vodg.
Po separaci pevné a kapalné slozky bylo proso zalito v celém objemu produkénim médiem a
pomalu promichano po dobu 10 minut. Vlhké proso bylo separovano a rozplnéno do 2000 ml
Erlenmeyerovych banck, vzdy 400 g prosa na 1 batniku. Takto pfipraveny pevny substrat
s produkénim médiem byl dvojndsobné sterilizovan po dobu 20 minut a teplote 121 °C se
24 hodinovou prodlevou.

Submerzni kulturou byly nao¢kovany 2 000 ml Erlenmeyerovy baiiky s pevnym nosic¢em, vzdy
100 ml na 1 baiiku a dikladn€¢ promichany, aby byla zajisténa homogenita rozvrstveni bunécné
biomasy v celém objemu. Po 12 hodinach, po nakliceni a aklimatizaci kultury na pevném
substratu bylo provedeno jeste jedno kratké rozmichani obsahu v bance. Stacionarni kultivace pii
teploté 24 °C ve tmé&. Po 6 dnech kultivace snizena kultivacni teplota na 21 °C. Dale kultivace
jesteé 12 dnti za stejnych kultivacnich podminek.

Ptiklad 2: Kultivace houby Beauveria bassiana, kmen CCM 9229

Kmen byl udrzovan na agarem ztuzeném médiu PDA (HiMedia), obohaceném o 0,25% K,HPO4
a 0,03% thiamin HCl po dobu 16 dnu pii teplot¢ 23 °C pii zachovani rezimu svétlo/tma
12/12 hodin. Po skonceni sporulacni faze byla pfipravena suspenze inokulacnich castic stérem
mikrobiologickym tamponem ve fyziologickém roztoku. Suspenze obsahovala bunécné partikule,
zejména spory, hyfy a hyfové zlomky. Touto suspenzi zagaru setfeného mycelia byly
naockovany 250ml Erlenmeyerovy baiiky s bo¢nimi vystupky s inokulacnim médiem o slozeni
(% hmotn.) glukdza 3, sladinovy extrakt 1, sdjovy pepton (Roth) 1,5, KH>PO4 0.1, MgSO4-H,O
0,05, pH 5,3, a kultivovany na rotacni tfepacce po dobu 96 az 168 hodin pii teploté 23 °C,
180 otackach za minutu a excentricité 6,0 cm.

Homogenni submerzni inokulum 1. stupné po skonceni inokula¢ni faze bylo pteockovano do
Cerstvé pripraveného produkéniho média o slozeni (% hmotn.) glukéza 4, Maldex 180 G
(Brenntag) 2, Mycological peptone (HiMedia) 2, glycin 1, KCIl 0,4, NaCl 0,1, CaCl, 0,005,
NH4H,PO4 0,2, MgS04-H>0 0,05, ZnSO4-7 H20 0,01, FeSO4-5 H,O 0,005, pH 5,4, vzdy 10 %
objem/objem a kultivovano v 500ml Erlenmeyerovych bankach se 150 ml kapalného média pii
teploté 23 °C, 220 otackach za minutu a excentricit¢ 6,0 cm.

Produkénim médiem o stejném slozeni s dvojnasobnym mnozstvim komplexniho N-zdroje byl
pfipraven substrat pro stacionarni kultivaci na pevném nosi¢i. Loupané proso bylo promyvano
trojndsobn€ do mirného nabobtnani po dobu 20 minut v teplé demineralizované vodé. Po separaci
pevné a kapalné slozky bylo proso zalito v celém objemu produkénim médiem a pomalu
promichano po dobu 10 minut. Vlhké proso bylo separovano od produkéniho média a alikvotné
rozdéleny do 2000 ml Erlenmeyerovych banék, vzdy se 400 g prosa na jednu baiiku. Takto
ptipraveny pevny substrat s produkénim médiem byl dvojnasobné sterilizovan po dobu 20 minut
a teploté 121 °C s 24 hodinovou ¢asovou prodlevou.

Submerzni kulturou byly naockovany 2000 ml Erlenmeyerovy baiiky s pevnym nosic¢em, vzdy
100 ml na 1 banku a dikladné promichany, aby byla zajisténa homogenita rozvrstveni bunééné
biomasy v celém objemu. Po 12 hodinach, po nakliCeni a aklimatizaci kultury na pevném
substratu bylo provedeno jeste jedno kratké rozmichani obsahu v bance. Stacionarni kultivace pii
teploté 24 °C ve tmé. Po 6 dnech kultivace snizena kultivacni teplota na 22 °C. Dale kultivace
jesté 12 az 16 dnu za stejnych kultiva¢nich podminek.

Ptiklad 3: Priprava aplikac¢niho postiiku
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Obsah 2-litrové Erlenmayerovy banky byl pienesen do homogenisatoru spolu s 10 litry vody,
20 ml Tween 80, jakozto detergentu a 20 ml chloramfenikol jantaranu jakozto stabilizatoru.
Suspenze byla homogenizovana po dobu 2 min (Waring WSB70 5000 otac¢ek/minutu). Vznikla
suspenze byla filtrovana sitem (velikost oka 0,7 mm) umoznujicim naslednou aplikaci
mechanickym rozpraSovacem s velikosti trysky (04 — Cervena nebo 05 —hnéda dle barevného
znaéni ISO). Pred aplikaci v lesnim porostu byl roztok nafedén 1:1 vodovodni vodou. Aplikace
byla provadéna do 12 h po pripravé aplikacniho roztoku, jehoz teplota byla udrzovana v rozmezi
10 az 18 °C. Pfi prubéznych kontrolach na Neubaurové komulrce dosahoval obsah houbovych
spor priimérné koncentrace 10'° inokulaénich &astic spor/litr aplikaéniho roztoku shodné pro oba
kmeny rodu Beauveria.

Priklad 4: Radiélni introdukce kmene Beauveria pseudobassiana, CCM 9191

Experiment byl proveden zacatkem dubna 2020 v lokalit¢ Vysoka Beéta (48.9778817N,
14.2021208E, 690 m), parcelni ¢islo 15/3, obec Brloh, Jaronin. Reintrodukce houby Beauveria
pseudobassiana, CCM 9191 byla provedena v dobé pted obdobim hlavniho Sifeni ktrovce.
Postiik byl proveden na mytin¢ po vykaceni napadené zony. Predpokladany smeér Sifeni
Iykozrouta smrkového byl odhadnut z vnittku mytiny do stény lesa predevsim v zapadnim sméru.
Ve sténé lesa se predpokladalo dokaceni individudlnich nové napadenych stromi ve sméru Siteni.
V lokalité bylo radialné aplikovano 20 litrG aplika¢niho postiiku dle piikladu 3 s pouzitim kmene
Beauveria pseudobassiana CCM 9191 postiikem na terén v koncentraci 5x10° spor/ha, a to
pfimo do hrani¢ni oblasti mezi napadenym a zdravym lesnim porostem. Aplikace byla provedena
ve formé mezikruZi se $itkou 10 m. Usp&snost reintrodukce houby byla posuzovéana na zakladé
Sifeni kirovce od centra vyskytu, kde bylo nezbytné napadené stromy vymytit, a to ve sméru
Sifeni a i radidln€. Na zaklad€¢ vyhodnoceni nebyl na podzim roku 2020 nalezen infikovany strom
v okoli 250 m od oSetfené mytiny. Pfi opakovaném vyhodnocovani na podzim roku 2021 nebyl
nalezen infikovany strom ve vzdalenosti 800 m. Lesni sprava polesi Klet' pro hodnoceni pouzila
metodu poctu nalezenych pozert klirovce.

Priklad 5: Soucasné pouziti kmenl Beauveria pseudobassiana, CCM 9191 a Beauveria bassiana
CCM 9229

Experiment byl proveden v cCervenci 2019 vlokalit¢ Habersky Vrch (48.9321083N,
14.3164247E, 860 m), Parcelni ¢islo 530/7, obec Vrabce, Slavée. Postiik byl proveden na myting
po vykaceni napadené zony. Predpoklddany smér Sifeni lykozrouta smrkového byl odhadnut
z vnitiku do stény lesa. Experiment byl proveden v misté a z divodu vysokého rizika rozsifeni
ktirovce, které vedlo k tomu, ze bylo pfedbézné rozhodnuto o rozsifeni myceni lesa jesté v roce
2019. V lokalité bylo aplikovano 20 litrG aplika¢niho postiiku dle ptikladu 3 s pouzitim u obou
kment Beauveria pseudobassiana, CCM 9191 a Beauveria bassiana CCM 9229 v koncentraci
10x10° spor/ha, a to 250 m od hrani¢ni oblasti mezi vykacenou mytinou, tedy mezi napadenym a
zdravym lesnim porostem. Na zaklad¢ vyhodnoceni vyskytu klirovce bylo na podzim roku 2019
spravcem lesa (lesy CR a.s., polesi Klet)) rozhodnuto nepokradovat v myceni, protoze nedoslo
k dal$imu napadeni lesa ve sméru Sifeni. Vyskyt klirovce byla hodnocen na zakladé Vyhlasky ¢.
176/2018 Sb., normy CSN 48 1000 a vnitinich norem Lesti CR a.s.

Ptiklad 6: Vytvoteni ochranného pasu s pouzitim kmenl Beauveria pseudobassiana, CCM 9191
a Beauveria bassiana CCM 9229 v nezasazené zon¢ lesa sousedici s napadenou ¢asti lesa

Experiment byl proveden v koncem dubna 2021 v lokalit¢ Horni Dubenky (49.2696150N,
15.3362003E), Parcelni ¢islo 405/1 a 384/1, obec Horni Dubenky, Horni Dubenky a je znazornén
na obr. 1, vlevo s pracovnim oznaenim Coufal 2. Pfedpokladané Sifeni z tésné priléhajiciho
pozemku na vychodni strané, kde doslo k silnému napadeni a nasledné tézbé. Byly vytvotfeny
oddelené pasy o Sifi priblizn€ 3 az 4 metry ve vzdalenosti ptiblizn¢ 10 az 30 m v ¢asti lesa dosud
nenapadené ktirovcem. V lokalit¢ bylo aplikovano 20 litrii aplikacniho postfiku dle piikladu 3
s pouzitim u obou kmenl Beauveria pseudobassiana CCM 9191 a Beauveria bassiana CCM
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9229 v koncentraci 7x10° spor/ha. Na obr. 1 je zndzorn&no pouziti houby Beauveria bassiana
CCM 9229 oznacené Cernym pruhem a pouziti kmene Beauveria pseudobassiana CCM 9191
bilym pruhem. Hodnoceni bylo provedeno v dubnu 2022 majitelem pozemku a k rozsifeni
ktirovce ve sméru predpokladaného §iteni nedoslo. Vyskyt kiirovce byla hodnocen na zakladé
Vyhlagky ¢. 176/2018 Sb., normy CSN 48 1000 a vnitinich norem Lesti CR a.s.

Ptiklad 7: Vytvoreni ochranného pasu s pouzitim kmend Beauveria pseudobassiana CCM 9191 a
Beauveria bassiana CCM 9229 v nezasazené zon¢ lesa sousedici s napadenou ¢asti lesa

Experiment byl proveden zacatkem kvétna 2021 v lokalit¢ Horni Dubenky (49.2692606N,
15.3291628E), Parcelni ¢islo 397, obec Horni Dubenky, Horni Dubenky a je zndzornén na obr. 1,
vpravo s pracovnim oznac¢enim Coufal 3. Vzdalenost k mistu napadeni je ptiblizné 250 az 350 m.
Byly vytvoteny oddélené pasy o §ifi pfiblizné 3 az 4 metry ve vzdalenosti ptiblizné 10 az 30 m
v Casti lesa dosud nenapadené kiirovcem. V lokalité bylo aplikovano 20 litrti aplika¢niho posttiku
dle ptikladu 3 s pouzitim u obou kmeni Beauveria pseudobassiana CCM 9191 a Beauveria
bassiana CCM 9229 v koncentraci 6x10° spor/ha. Na obr. 1 je zndzornéno pouziti houby
Beauveria bassiana CCM 9229 Cernym pruhem a pouziti kmene Beauveria pseudobassiana
CCM 9191 bilym pruhem. Hodnoceni bylo provedeno v dubnu 2022 majitelem pozemku a
k rozsifeni kiirovce ve sméru predpokladaného Sifeni nedoslo. Pii hodnoceni byla pouzita metoda
podle pozert klirovce.

V jiném piikladu provedeni jsou pasy uspotfddany ve tvaru pismene U nebo ve tvaru uzavieného

ctytthelniku, vzdy ale zalezi na daném terénu lesniho porostu, resp. na konkrétni oblasti
napadani lesu kiirovcem.

Prumyslova vyuzitelnost

Zptsob zamezeni Sifeni klirovce lesnim porostem lze pouzit zejména ve smiSenych lesich
mirného pasu, které se potykaji s ptitomnosti sktidcti jako jsou klirovci, kdykoliv v pribéhu roku.
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PATENTOVE NAROKY

1. Zpusob zamezeni Sifeni kiirovce lesnim porostem, vyznacujici se tim, Zze se na lesni porost
aplikuje postfik obsahujici spory entomopatogenni houby kmene Beauveria pseudobassiana CCM
9191 a/nebo kmen Beauveria bassiana CCM 9229, které se izoluji pfimo z lykozrouta smrkového
ptirozené se vyskytujiciho v oSetfovaném lesnim porostu, postiik mé koncentraci alesponl
10° spor/ml, pficemz postiik se aplikuje do hrani¢ni oblasti mezi napadenym a zdravym lesnim
porostem ve vzdalenosti 0 az 500 m od napadeného lesniho porostu ve sméru §iteni klirovce lesnim
porostem v koncentraci 4x10° az 10x10” spor/ha.

2. Zpusob podle naroku 1, vyznacujici se tim, Ze postiik se aplikuje radialné k ohnisku vyskytu
ktirovce, kde se vytvaii alespon jedno mezikruzi, v jehoz stiedu se nachazi napadeny lesni porost.

3. Zpusob podle naroku 2, vyznacujici se tim, Ze mezikruzi ma Sitku 10 az 300 m.

4. Zpusob podle naroku 1, vyznacujici se tim, Ze posttik se aplikuje frontalné, kde se aplikace se
provadi v alespon jednom pasu svirajicim uhel 75° az 105° s hlavnim smérem Sifeni ktlirovce
v napadeném lesnim porostu.

5. Zpisob podle naroku 4, vyznacujici se tim, Ze pas ma Sitku 10 az 30 m.

6. Zpusob podle naroku 4 nebo 5, vyznacujici se tim, Ze pasy jsou alespon tfi a jsou usporadany
kolem napadeného lesniho porostu ve tvaru pismene U nebo ve tvaru uzavieného ¢tyiuhelniku.

7.  Zpusob podle nékterého z naroku 1 az 6, vyznacujici se tim, Ze entomopatogenni houba je ve
formé spor zivé kultury.

8. Zpisob podle nekterého z naroku 1 az 6, vyznacujici se tim, Ze entomopatogenni houba je ve
formée fyzikalniho nebo chemicky upraveného homogenniho inokula.

9. Zpusob podle n¢kterého z narokt 1 az 8, vyznacujici se tim, Ze posttik dale obsahuje 0,01 az 2

% hmotn. detergentu, 0,01 % az 1 % hmotn. stabilizatoru a 0,01 % az 4 % hmotn. substratu pro
vyzivu spor entomopatogennich hub.

1 vykres
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Obr. 1
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