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Kmen entomopatogenni houby Isaria fumosorosea CCM 8367 (CCEFQ.011.PFR) a zpiisob
likvidace hmyzich skidci a roztoéi

(blast techniky

Mpykoinsekticid, ktery je vyuZitelny jako 3etrny biologicky prostfedek pro ochranu rostlin a
dfevin pfed hmyzimi $kidci a roztodi,

Dosavadni stav techniky

Ochrana rostlin pfed hmyzimi 3kidci se provadi pfevaZné pomoci konvengnich chemickych
insekticidi. Jejich pouZivani je viak z hlediska ochrany Zivotniho prostiedi a bezpetnosti
price problematické. Hmyz se viii nim stdva postupné stéle vice rezistentni, coZ vyvolava
potiebu zvysovat davky nebo prechézet na jiné typy u¢inngjSich insekticidd. V tomto sméru
jsou mozZnosti na hranici vy&erpani. RovnéZ zpfistujici se legislativa omezuje tento zpiisob
boje.

V Ceské republice ma pro sviyj vyvoj vhodné podminky hmyzi ¥kidce klingna jirovcova,
Cameraria ohridella (Deschka et Dimi€) (Lepidoptera: Gracillariidae). Klinénka jirovcova
byla poprvé zjiiténa v roce 1984 u Ochridského jezera v Makedonii mezi Albanii a Reckem.
Tento vyznamny $kiidee jirovce se nasledné zatal invazivné §ifit celou Evropou. V tomto
prostfedi ma pro sviij vyvoj vhodné podminky a nen{ dostate¢né regulovana pfirozenymi
mechanismy. Zplsobené poZerové skody na listech vedou k vyraznému oslabeni v&tSiny
napadenych stromé. Dosavadni zpisoby regulace spodivaji bud’ v aplikaci neselektivnich
insekticidti nebo shrabovani a spalovani opadaného listi. Tyto metody v3ak zérovefi hubi i
uZiteéné organizmy v&etnd pfirozenych nepftel.

Setrn&jim zptisobem je vyuziti prostfedkd biologické regulace, tj. vyuZiti pfirozenych
antagonistickych vztahii mezi organismy za Ugelem potladen{ populaci $kidce bez
podstatného naruSeni piirodni rovnovéhy a tim pfispéni k udrZeni stability ekosystémi v
antropogenné zmén&nych podminkach prostfedi. Potvrdilo se, Ze tyto prostfedky jsou pro
necilové organismy veetn& &lovéka v&tsinou neskodné a na rozdil od klasickych insekticidh
neptedstavuji Z4dnou ekologickou zatéZ pro Zivotni prostfedi a podstatné tak pfispivaji k
ochran® druhové biodiverzity. Proto se s nimi ve svétovém méfitku stale vice pod&ita jako s

alternativnimi prosttedky regulace hmyzich kidcd.
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Takovymto biologickym prostfedkem jsou mykoinsekticidy, které jsou zaloZeny na bazi
entomopatogennich hub. Z hlediska praktické biologické ochrany maji dominantni vyznam
zastupci nékolika klicovych deuteromycet (Hyphomycetes: Moniliales). K nejznaméjiim patii
entomopatogenni houby sdruZované v rodech Beauveria, Hirsutella, Metarhizium, Nomuraea,
Isaria (Paecilomyces), Tolypocladium a Verticillium (Lecanicillium). V téchto rodech je
zastoupena fada druhl, z nich pHblizng 25 Je v souasnosti jiz vyuZivano ve forms
standardnich biopreparéti. Pouziti mykoinsekticiddl v ochrané rostlin pred hmyzimi $kidci je
jednim z potencionélnich piistupl v moderni aplikované entomologii a v mnoha zemich
dospél jejich vyvoj uz do stadia vyroby komer&nich bioinsekticidu.

Entomopatogenni houba Isaria fumosorosea (syn. Paecilomyces fumosoroseus) (WIZE)
Brown & Smith patfi v porovnani s ostatnimi druhy entomopatogennich deuteromycet
(Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae, Verticillium lecanii aj.) k doposud pomémé
madlo studovanym druhim. Houba / Jumasorosea (syn. P. fumosoroseus), &asto uvidéna pod
zkratkou PFR, je kosmopolitng rozsifeny druh Siroce polyfagni entomopatogenni houby.
VétSina zdznami tykajicich se izolace této houby z rlznych druhii hmyzich hostitelt
(v pfirozenych podmink4ch) uvadi mezi nejCastéjiimi hostiteli rizné zdstupce z tadi
Lepidoptera, Diptera a Coleoptera. Poprvé byl PFR zjidtén jako patogen ptirozené se
vyskytujici v populacich molic aZ v roce 1983, kdy se v populacich molice T vaporariorum
ve sklenicich v oblasti Pekingu objevily velmi silné spontanni epizootie, které dogasné zcela
decimovaly populace tohoto 3kiidce. Tento kmen PFR byl odizolovén a jako vysoce virulentni
vici molici sklenikové byl oznagen jako subspecies trinominalnim oznadenim "beijingensis",
tedy jako P. fumosoroseus var. beijingensis.

K podstatné explozi z4jmu o tohoto patogena doslo v souvislosti s vyraznym vzestupem
Skodlivosti molice Bemisia tabaci v polnich agroekosystémech na jihu USA. Od roku 1987
byly v populacich molice bavinikové na riznych hostitelskych rostlindch/lokalitdch na Florids
zaznamenavany pravidelné spontanni epizootie vyvolané timto patogenem a v roce 1988 byl
odizolovén kmen P. fumosoroseus (dale PFR), ktery vykdzal schopnost vyvolavat dramatické
epizootie nejen v populacich molice bavinikové, ale i dalsich druhd Skided. Odizolovany
kmen byl oznacen jako PFR 97 - kmen Apopka (Apopka - jméno oblasti na Floridg, kde byl
kmen PFR 97 v roce 1987 poprvé zachycen a odizolovén Dr. Lance S. Osbornem). Kmen
PFR 97 zplsobil rozsahlé epizootie v populacich molice bavinikové jak ve sklenicich, tak i na
polnich kulturdch. Dalsi experimenty s timto kmenem prokéazaly $iroce polyfigni zéklad
kmene a vysokou virulenci i vi&i msicim, tfasn¢nkam, larvdm n&kterych druhd motyld,

larvim a kukldm vrtalek, a dokonce i vynikajici iinnost viigi sviluice chmelové. Na rozdil




t L] L]
[ LI ) L N |
3 A

od houby Verticillium lecanii Je druh PFR schopen vyvoldvat i nakazu vajiek molic a
sviluSek. Monosporovy izolat pivodni kultury PFR 97 je v soudasnosti ulo¥en jak v Centralni

sbirce mikroorganizmii USA, tak i v kolekci mikroorganizmd University Florida Gainesville
(UFG).

Podstata vynélezy

Jednim z vychodisek je vyzkum a vyvoj novych ochrannych prostiedkii zaloZenych na
ovliviiovéni fyziologickych pochodt v organismu $kiidce (tzv. bioracionalni insekticidy, tj.
prostfedky zaloZené na ptirodnich modelech), nebo na principech biologického boje, pfi nichz
s¢ vyuZivaji pfirozeni nepfételé $kidcw, jako jsou predatofi, parazité nebo patogenni
organismy. Prostfedky biologické regulace vyuZivaji pfirozenych antagonistickych vztahtt
mezi organismy za udelem potladeni populaci $kidce bez podstatného naruSeni pkirodni
rovnovahy a tim pfispivaji k udreni stability ckosystémd v antropogenn¥ zméngnych
podminkach prostedi. Potvrdilo se, Ze tyto prostiedky jsou pro necilové organismy véetn&
Clovéka vétdinou nedkodné a na rozdil od klasickych insekticidd nepfedstavuji Z4adnou
ekologickou zaté7 pro Zivotni prostfedi a podstatng tak pfispivaji k ochrané druhové
biodiverzity. Proto se s nimi ve svétovém méfitku stale vice pocitd jako s alternativnimi
prostiedky regulace hmyzich gkidca. Vhodnym biologickym prosttedkem je mykoinsekticid
na bazi virulentniho kmene entomopatogenni houby. Jedna se o kmen houby Isaria
Jumosorosea s vysokou virulenci proti hmyzim $kidcim a roztodim. Kmen Isaria
Jfumosorosea je uloZen pod oznatenim CCM 8367 (CCEFOQ.011.PFR) jako patentova kultura
ve sbirce CCM (Czech Collection of Microorganisms) v Bmé. Spory tohoto mikroorganismu
napadaji hmyzi $kidce &i roztode a usmreuji je.

Preparat na bazi spor kmene CCM 8367 houby Isaria fumosorosea se pro likvidaci hmyzich
Skidet (z fadu Lepidoptera, Coleoptera, Hymenoptera a Homoptera) a roztodd pipravuje
submerzni nebo povrchovou kultivaci, Pro aplikaci je z koncentrtu biomasy ptipravena
homogenni suspenze spor nebo se spory pouZivaji ve smési s inertnim nosidem.
Z téch se houba rozrista a infikuje hmyzi $ktdce a roztoe, ktefi odumiraji. Vyhodou je, ze

s¢ jedna o p¥rode vlastni mikroorganismus, takZe nedochazi k 4dnému naruseni ekosystému.




Piiklady provedeni vynalezu

Ptiklad 1
Pouziti konidiospor kmene CCM 8367 Jumosorosea proti kuklam klinénky

Z kmene houby Isaria fumosorosea narostlé na agarové misce (Sabouraudiv agar) byly do
50 ml sterilni destilované vody s 10pul smatedla Tween setfeny konidiospory. Pouzitim
homogenizéru byla vytvotena homogenni suspenze, ktera byla nafed&na na koncentraci 5x10’
konidiospor/ml.

Ze spadlého listi jirovee bylo vypreparovéno 100 hibernujicich kukel klinénky jirovecové,
Kazda kukla byla na 1 sekundu ponofena do pfipravené suspenze konidiospor 100 kukel bylo
pouZito pro negativni kontrolu a ty byly ponofeny do destilované vody s obsahem smadedla
Tween. Po té byly kukly poloZeny na filtraéni papir pro odstranéni ptebytetné suspenze a
uloZeny do misek s vysokou vihkosti a inkubovany ve tmé v termostatu pii teploté 23°C. Ve
12 hodinovych intervalech pomoci mechanicke stimulace pod binokularnim mikroskopem
byla kontrolovéna Zivotnost kukel napadenych houbou. Stanovena mortalita kukel oSetfenych
konidiosporami je zndzornéna na grafu. Je zde i porovndni s negativni kontrolou, tedy

mortalitou neoetfenych kukel.

Piklad 2

PouZiti blastospor kmene CCM 8367 I Jumosorosea proti kuklam klinénky

Kmen houby Isaria fumosorosea byl kultivovan na orbitdlni tfepadce pi1 140 cyklech za
minutu a teplot 23°C na kultivaénim médiu o slozeni o slozenf: 2% glukéza, 2% maltoza,
2% pepton pro bakteriologii, pH = 5,5. Po 120 hodinach byla kultivace ukondena a
z kultivaéniho média byla izolovéna biomasa narostlych blastospor a to odstfed’ovanim pfi
2500 ot/min. po dobu 20 min. Z biomasy byla ptipravena suspenze blastospor fed&nim
destilovanou vodou na koncentraci 5x10’ blastospor/ml. Ze spadlého listi jirovce bylo
vypreparovano 100 hibemujicich kukel klingnky jirovcové, Kazd4 kukla byla na 1 sekundu
ponofena do pfipravené suspenze blastospor. 100 kukel bylo pouzito pro negativni kontrolu a
ty byly ponofeny do destilované vody s obsahem smacedla Tween. Po té byly kukly poloZeny
na filtraéni papir pro odstranéni piebytetné suspenze a uloZeny do misek s vysokou vihkosti a
inkubovany ve tmé v termostaty pfi teploté 23°C. Ve 12 hodinovych intervalech pomoci
mechanické stimulace pod binokulérnim mikroskopem byla kontrolovana Zivotnost kukel
napadenych houbou. Stanovend mortalita kukel oetfenych blastosporami je zndzornéna na

grafu. Je zde i porovnani s negativni kontrolou, tedy mortalitou neosetfenych kukel.




Priklad 3 _

Pouzit{ konidiospor kmene CCM 8367 houby I fumosorosea proti vaji¢kim klinénky

Z kmene houby Isaria fumosorosea narostlé na $ikmém agaru (Sabouraudilv agar) byly do
100 ml sterilni destilované vody s 20pl smagedla Tween setfeny konidiospory. PouZitim
homogenizéru byla vytvofena homogenni suspenze, ktera byla nafedéna na koncentraci 5x10
konidiospor/ml. Do této suspenze byl na dobu 1 vtefiny ponofen list jirovce madalu, Aesculus
hippocastanum, s nakladenymi vajicky klingnky jirovcové, Cameraria ohridella (Deschka et
Dimi¢) (Lepidoptera: Gracillariidae). Dalsi list s vaji¢ky kiinénky byl ponofen do destilované
vody s piidavkem smadedla Tween a slouZil jako negativni kontrola. Po odsati pfebytetné
suspenze pomoci filtraéniho papiru byly listy uloZeny do misek s vysokou vlhkost a
inkubovdny ve tmé& v termostatu pit teploté 23°C. Po tydnu byla pod binokulérnim
mikroskopem kontrolovana mortalita vajiéek. Bylo sledovino 102 o3etfenych vajicek a 314
jich bylo pouZito jako negativni kontrola. Mortalita vajiéek oSetfenych suspenzi s
konidiosporami byla 352,94 %. Tedy o 40 % vyssi nez u neoSetfenych vajicek pouzitych jako

negativni kontrola.



Priklad 4: Pouziti blastospor kmene CCM 8367 houby L fumosorosea proti vajitkim
klinénky

Kmen houby Isaria fumosorosea byl kultivovan na orbitalni tiepaCce pfi 140 cyklech za
minutu a teploté 23°C na kultivaénim médiu o sloZent: 2% glukéza, 2% maltdza, 2% pepton
pro bakteriologii, pH = 5,5. Po 120 hodin4ch byla kultivace ukonéena a z kultivatniho média
byla izolovéna biomasa narostlych blastospor a to odstfed’ovanim pfi 2500 ot/min. po dobu 20
min. Z biomasy byla ptipravena suspenze blastospor fed&nim ve 100 ml destilované vody s 20
pul smadedla Tween na koncentraci 5x107 blastospor/ml. Do této suspenze byl na dobu 1
viefiny ponofen list jirovce mad’alu, Aesculus hippocastanum, s nakladenymi vajitky
klinénky jirovcové, Cameraria ohridella (Deschka et Dimi¢) (Lepidoptera: Gracillariidae). Po
odsati prebytetné suspenze pomoci filtraéniho papiru byly listy uloZzeny do misek s vysokou
vlhkost{ a inkubovany ve tm& v termostatu pii teplot& 23°C. Jako negativni kontrola slouZil
list s vajitky ponofeny do destilované vody s ptidavkem smadedla Tween. Po tydnu byla pod
binokuldmim mikroskopem kontrolovéna mortalita vajidek. Bylo sledovano 143 odetfenych
vajitek a 314 jich bylo pouZito jako negativni kontrola, Mortalita vaji¢ek ofettenych suspenzi
s blastosporami byla 88,81 %. Tedy o 76 % vy%¥ nez u neosetfenych vajitek pouzitych jako

negativni kontrola.

Primyslové vyuZitelnost

Biologick4 ochrana rostlin a dfevin a jinych organickych substratt proti hmyzim $kiidcim a

roztodlim,
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Kmen entomopatogenni houby saria fumosorosea CCM 8367 (CCEFQ.011.PFR)

PATENTOVE NAROKY

uloZeny ve sbirce CCM (Czech Collection of Microorganisms) v Brné.

Zpisob likvidace hmyzich $kidel a roztoél pomoci entomopatogenni houby
Isaria fumosorosea CCM 8367 (CCEFO0.011.PFR) podle naroku 1, vyznadujici se
tim, Ze jejimi sporami se ofetfi napadené rostliny nebo dfeviny nebo substrat

organického pavodu.

Zpiisob likvidace hmyzich $kéidcd a roztodi podle naroku 2 vyznacujici se tim, Ze

spory jsou v kapaliné nebo v pevném inertnim nosii.
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