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Kmen entomopatogenni houby Isaria fumosorosea CCM 8367 (CCEFO.011.PFR)
a zpisob likvidace hmyzich Skidcii a roztoda

Oblast techniky

Mykoinsekticid, ktery je vyuzitelny jako Setrny biologicky prostfedek pro ochranu rostlin a dfe-
vin pfed hmyzimi skidci a rozto€i.

Dosavadni stav techniky

Ochrana rostlin pfed hmyzimi $kidci se provadi prevainé pomoci konvenénich chemickych
insekticidii. Jejich pouzivani je viak z hlediska ochrany Zivotniho prostiedi a bezpeénosti prace
problematické. Hmyz se viiéi nim stiva postupné stle vice rezistentni, coZ vyvoldva potiebu
zvySovat davky nebo prechazet na jiné typy ac¢inn&jsich insekticidii. V tomto sméru jsou moZnos-
ti na hranici vy&erpani. Rovné% zpfisiiujici se legislativa omezuje tento zpisob boje.

V Ceské republice ma pro sviij vyvoj vhodné podminky hmyzi skiidce klinéna jirovcova, Came-
raria ohridella (Deschka et Dimi&) (Lepidoptera; Gracillariidae). Klinénka jirovcova byla poprvé
zjidt&na v roce 1984 u Ochridského jezera v Makedonii mezi Albanii a Reckem. Tento vyznamny
skiidce jirovce se nasledné zadal invazivng §ifit celou Evropou. V tomto prostfedi ma pro svilj
vyvoj) vhodné podminky a neni dostate¢né regulovana ptirozenymi mechanismy. Zpiisobené
pozerové 3kody na listech vedou k vyraznému oslabeni vé&tSiny napadenych stromi. Dosavadni
zplisoby regulace spodivaji bud’ v aplikaci neselektivnich insekticidii nebo shrabovéni a spalovani
opadaného listi. Tyto metody viak zaroveni hubi i uZite¢né organizmy véetné pfirozenych nepia-
tel.

Setrnéj$im zpisobem je vyuziti prostiedkd biologické regulace, tj. vyuZiti ptirozenych antagonis-
tickych vztahi mezi organismy za G¢elem potlaceni populaci skiidce bez podstatného narufeni
piirodni rovnovahy a tim pfispéni k udrieni stability ekosystémil v antropogenné zménénych
podminkéch prostfedi. Potvrdilo se, Ze tyto prostfedky jsou pro necilové organismy véetné Elové-
ka vétdinou neskodné a na rozdil od klasickych insekticidd neptedstavuji Zidnou ekologickou
zAtd¥ pro Zivotni prostfedi a podstatné tak pfispivaji k ochrang druhové biodiverzity. Proto se

s nimi ve svétovém méritku stale vice poéitd jako s alternativnimi prostfedky regulace hmyzich
Skddcd.

Takovymto biologickym prostfedkem jsou mykoinsekticidy, které jsou zaloZeny na bazi entomo-
patogennich hub. Z hlediska praktické biologické ochrany maji dominantni vyznam zastupci
nékolika kli®ovych deuteromycet (Hyphomycetes: Moniliales). K nejznamé&j$im patfi entomopa-
togenni houby sdruZované vrodech Beauveria, Hirsutella, Metarhizium, Nomuraea, Isaria
(Paecilomyces), Tolypocladium a Verticillium (Lecanicillium). V téchto rodech je zastoupena
fada druh@, z nichZ pEiblizng 25 je v soudasnosti jiZ vyuZivano ve formé standardnich bioprepara-
th. PouZiti mykoinsekticidli v ochrané rostlin pfed hmyzimi $kidei je jednim z potencionalnich
pristupll v moderni aplikované entomologii a v mnoha zemich dospél jejich vyvoj uZ do stadia
vyroby komerénich bioinsekticidi.

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 malo studovanym
druhim, Houba [ fumosorosea (syn. P. fumosoroseus), Casto uvadéna pod zkratkou PER, je
kosmopolitné roziifeny druh $iroce polyfagni entomopatogenni houby. VétSina zaznamii tykaji-
cich se izolace této houby z riiznych druhii hmyzich hostiteld (v piirozenych podminkach) uvadi
mezi nejéastéj$imi hostiteli rizné zastupce z fadti Lepidoptera, Diptera a Coleoptera. Popivé byl
PFR zjiitén jako patogen pfirozené se vyskytujici v populacich molic aZ v roce 1983, kdy se
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v populacich molice T. vaporariorum ve sklenicich v obiasti Pekingu objevily velmt silné spon-
tanni epizootie, které dotasné zcela decimovaly populace tohoto $kiidce. Tento kmen PFR byl
odizolovan a jako vysoce virulentni vii&i molici sklenikové byl oznagen jako subspecies trinomi-
nalnim oznaéenim ,.beijingensis®, tedy jako P. fumosoroseus var. beijingensis.

K podstatné explozi zajmu o tohoto patogena doglo v souvislosti s vyraznym vzestupem Skodli-
vosti molice Bemisia tubaci v polnich agroekosystémech na Jihu USA. Od roku 1987 byly
v populacich molice bavinikové na riiznych hostitelskych rostlinach/lokalitach na Floridé zazna-
menéavany pravidelné spontanni epizootie vyvolané timto pato genem a v roce 1988 byl odizolo-
van kmen P. fumosoroseus (dale PFR), ktery vykazal schopnost vyvoldvat dramatické epizootie
nejen v populacich molice bavinikové, ale i dalsich druhi $kidci. Odizolovany kmen byl ozna-
Cen jako PFR 97 —kmen Apopka (Apopka —jméno oblasti na Floridg, kde byl kmen PFR 97
v roce 1987 poprvé zachycen a odizolovan Dr. Lance S. Osbornem). Kmen PFR 97 zpisobil roz-
sahlé epizootie v populacich molice bavinikové jak ve sklenicich, tak i na polnich kulturich.
Dalsi experimenty s timto kmenem prokazaly Ziroce polyfagni zaklad kmene a vysokou virulenci
1 vii¢i mSicim, tfasnénkam, larvam nékterych druhdi motylt, larvam a kuklam vrtalek, a dokonce
i vynikajici uginnost vidi sviluice chmelové. Na rozdil od houby Verticillium lecanii je druh PFR
schopen vyvoldvat i nikazu vajicek molic a svilugek. Monosporovy izolat plvodni kultury
PFR 97 je v soudasnosti ulozen jak v Centrdlni sbirce mikroorganizmii USA, tak i v kolekci
mikroorganizmil University Florida Gainesville (UFG).

Podstata vynalezu

Jednim z vychodisek je vyzkum a vyvoj novych ochrannych prostiedki zalozenych na ovliviio-
vani fyziologickych pochodii v organismu $kidce (tzv. bioracionalni insekticidy, tj. prostfedky
zaloZené na piirodnich modelech), nebo na principech biologického boje, pfi nichZ se vyuZivaji
prirozeni nepfatelé skadcd, jako jsou predétofi, parazité nebo patogenni organismy. Prostiedky
biologické regulace vyuZivaji prirozenych antagonistickych vztahti mezi organismy za ucelem
potlaceni populaci skiidce bez podstatného naruseni prirodni rovnovahy a tim pfispivaji k udrzeni
stability ekosystémi v antropogenné zménénych podminkach prostiedi. Potvrdilo se, Ze tyto pro-
stiedky jsou pro necilové organismy v&etng ¢lovéka vétSinou neskodné a na rozdil od klasickych
insekticidd nepfedstavuji Zidnou ekologickou zAtéZ pro Zivotni prostiedi a podstatné tak pfispi-
vaji k ochrané druhové biodiverzity. Proto se s nimi ve svétovém méfitku stile vice poditd jako
s alternativnimi prostfedky regulace hmyzich skidcd. Vhodnym biologickym prostfedkem je
mykoinsekticid na bazi virulentniho kmene entomopatogenni houby. Jedna se o kmen houby /sa-
ria fumosorosea s vysokou virulenci proti hmyzim $kddcim a roztodtim. Kmen Isaria Jumosoro-
sea je uloZen pod oznatenim CCM 8367 (CCEFO.011.PFR) jako patentova kultura ve sbirce
CCM (Czech Collection of Microorganisms) v Brn&. Spory tohoto mikroorganismu napadaji
hmyzi skidce ¢i roztote a usmreuji je.

Preparat na bazi spor kmene CCM 8367 houby /saria Jumosorosea se pro likvidaci hmyzich
Skiideil (z fadu Lepidoptera, Coleoptera, Hymenoptera a Homoptera) a roztoci pfipravuje sub-
merzni nebo povrchovou kultivaci. Pro aplikaci je z koncentrétu biomasy p¥ipravena homogenni
suspenze spor nebo se spory pouZivaji ve smési s inertnim nosiem. Z téch se houba rozrista
a infikuje hmyzi Skidce a roztoge, ktefi odumiraji. Vyhodou Je, Ze se jednd o pfirodé vlastni
mikroorganismus, takZe nedochézi k zadnému naruseni ekosystému.
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Piiklady provedeni vvnalezu

Piiklad t
Pouziti konidiospor kmene CCM 8367 I fumosorosea proti kuklam klinénky

Z kmene houby Isaria fumosorosea narostlé na agarové misce (Sabouraudiv agar) byly do 50 ml
sterilni destilované vody s 10 pl smacedla Tween setfeny konidiospory. PouZitim homogenizéru
byla vytvoiena homogenni suspenze, ktera byla nafedéna na koncentraci 5x107 konidiospor/ml.

Ze spadlého listi jirovce bylo vypreparovano 100 hibernujicich kukel klinénky jirovcové. Kazda
kukla byla na | sekundu ponoiena do pFipravené suspenze konidiospor 100 kukel bylo pouZito
pro negativni kontrolu a ty byly ponofeny do destilované vody s obsahem smacedla Tween. Po té
byly kukly poloZeny na filtralni papir pro odstranéni pfebyteéné suspenze a ulozeny do misek
s vysokou vlhkosti a inkubovény ve tmé v termostatu pfi teplot& 23 °C. Ve 12 hodinovych inter-
valech pomoci mechanické stimulace pod binokuldrnim mikroskopem byia kontrolovana Zivot-
nost kukel napadenych houbou. Stanovena mortalita kukel oetfenych konidiosporami je zndzor-
néna na grafu. Je zde i porovnani s negativni kontrolou, tedy mortalitou neoetfenych kukel.

Priklad 2
Poutziti blastospor kmene CCM 8367 I fumosorosea proti kuklam klinénky

Kmen houby Isaria fumosorosea byl kultivovan na orbitilni tfepaéce pfi 140 cyklech za minutu
ateplot& 23 °C na kultivaénim médiu o sloZeni o sloZeni: 2% glukoéza, 2% maltoza, 2% pepton
pro bakteriologii, pH = 5,5. Po 120 hodindch byla kultivace ukonc¢ena a z kultivadniho média
byla izolovdna biomasa narostlych blastospor a to odstfed’ovanim pfi 2500 ot/min. po dobu
20 min. Z biomasy byla ptipravena suspenze blastospor fedénim destilovanou vodou na koncent-
raci 5x10’ blastospor/ml, Ze spadlého listi jirovce bylo vypreparovano 100 hibernujicich kukel
klingnky jirovcové. Kazdé4 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
sméacedla Tween, Po té byly kukly poloZeny na filtraéni papir pro odstranéni prebytecné suspenze
a ulozeny do misek s vysokou vlhkosti a inkubovany ve tmé& v termostatu pii teploté 23 °C.
Ve 12 hodinovych intervalech pomoci mechanické stimulace pod binokulérnim mikroskopem
byla kontrolovana Zivotnost kukel napadenych houbou. Stanovena mortalita kukel oetfenych
blastosporami je znazoména na grafu. Je zde i porovnani s negativni kontrolou, tedy mortalitou
neosetfenych kukel.

Piiklad 3
Pouziti konidiospor kmene CCM 8367 houby I fumosorosea proti vajitkim klinénky

Z kmene houby [saria fumosorosea narostlé na §ikmém agaru (Sabouraudiv agar) byly do 100 ml
sterilni destilované vody s 20 ul smadedla Tween setfeny konidiospory. Pouzitim homogenizéry
byla vytvofena homogenni suspenze, ktera byla nafedéna na koncentraci 5x10 konidiospor/ml.
Do této suspenze byl na dobu 1 vtefiny ponofen list jirovce mad'alu, desculus hippocastanum,
s nakladenymi vaji¢ky klinénky jirovcové, Cameraria ohridella (Deschka et Dimi¢) (Lepidopte-
ra: Gracillariidae). Dal¥i list s vaji¢ky klinénky byl ponofen do destilované vody s pfidavkem
smadedla Tween a slouZil jako negativni kontrola. Po odsati pfebytedné suspenze pomoci filtra¢-
niho papiru byly listy uloZeny do misek s vysokou vlhkosti a inkubovany ve tmé v termostatu pii
teploté 23 °C. Po tydnu byla pod binokuldrnim mikroskopem kontrolovana mortalita vajicek.
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Bylo sledovino 102 oetfenych vajicek a 314 jich bylo pouZito jako negativni kontrola. Mortalita
vajiCek o3etfenych suspenzi s konidiosporami byla 52,94 %. Tedy o 40 % vy$si nez u neosetie-
nych vaji¢ek pouzitych jako negativni kontrola.

Priklad 4: Pouziti blastospor kmene CCM 8367 houby 1. fumosoraseu proti vajickim klinénky

Kmen houby Isaria fumosorosea byl kultivovan na orbitalni tiepacce pii 140 cyklech za minutu
a teploté 23 °C na kultivaénim médiu o slozeni: 2% glukdza, 2% maltéza, 2% pepton pro bakte-
rioogii, pH = 5,5. Po 120 hodinach byla kultivace ukondena a z kultivaéniho média byla izolova-
na biomasa narostlych blastospor a to odstfed’ovanim p¥i 2500 ot/min. po dobu 20 min. Z bioma-
sy byla ptipravena suspenze blastospor fedénim ve 100 mi destilované vody s 20 ul smacedla
Tween na koncentraci 5x10’ blastospor/ml. Do této suspenze byl na dobu | vtefiny ponofen list
jirovee mad'alu, Aesculus hippocastanum, s nakladenymi vajicky klinénky jirovcové, Cameraria
ohridella (Deschka et Dimi¢) (Lepidoptera: Gracillariidae). Po odsati piebytené suspenze
pomoci filtra¢niho papiru byly listy ulozeny do misek s vysokou vlhkosti a inkubovany ve tmé
v termostatu pfi teploté 23 °C. Jako negativni kontrola slouzil list s vajicky ponoteny do destilo-
vané vody s pfidavkem sméacedla Tween. Po tydnu byla pod binokularnim mikroskopem kontro-
lovana mortalita vajicek. Bylo sledovano 143 oetienych vajitek a 314 Jich bylo pouzito jako
negativni kontrofa. Mortalita vajiek oSetfenych suspenzi s blastosporami byla 88,81 %. Tedy
0 76 % vyssi neZ u neoetfenych vajitek pouzitych jako negativni kontrola.

Primyslova vyuZitelnost

Biologicka ochrana rostlin a dfevin a jinych organickych substrati proti hmyzim $kidcim a roz-
tocliim.

PATENTOVE NAROKY
1. Kmen entomopatogenni houby Isaria fumosorosea CCM 8367 (CCEFO.011.PFR) uloZeny
ve sbirce CCM (Czech Collection of Microorganisms) v Brng,
2. Zpisob likvidace hmyzich $kidcid a roztodt: pomoci entomopatogenni houby Isaria fumoso-
rosea CCM 8367 (CCEFO.011.PFR) podle naroku |, vyznadujici se tim, ze jejimi

sporami se oSetfi napadené rostliny nebo dfeviny nebo substrat organického pivodu.

3. Zpisob likvidace hmyzich $kiidci a roztotd podle naroku 2, v yznaéujici se tim,
ze spory jsou v kapaliné nebo v pevném inertnim nosiéi.
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