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Péstebni substrat s insekticidnimi a akaricidnimi vlastnostmi

Oblast techniky

Technické feseni se tyka pestebniho substratu s insekticidnimi a akaricidnimi vlastnostmi.

Dosavadni stav techniky

Produkce péstebnich substratt v Evropé piedstavuje odvétvi s obratem ve vysi 1,3 miliardy eur.
Obecné se pozadavky na vlastnosti péstebnich substrati 1isi, nicméné lze fici, Ze jsou vyZadovany
tyto vlastnosti, jako je ukotveni rostliny, tedy musi byt schopen udrzet rostlinu, dobfe zabezpecit
vyzivu rostliny, dobra propustnost a nasakavost vodou, vhodné pH pozadované druhem rostliny
a péstebni substrat by nemé&l obsahovat toxické latky a skuadce.

Péstebni substraty jsou vétSinou zalozeny na organickych slozkach, které zahrnuji raSelinu,
kokosové vldkno, dfevéné vlakno, kiiru ¢i kompost. Kompost je organicky prosttedek pro
zlepseni péstebnich substratii obsahujici stabilizované organické latky a rostlinné ziviny ziskany
fizenym biologickym rozkladem smesi sestdvajici zejména z rostlinnych zbytkd a majici
deklarované kvalitativni znaky. Raselina je nahromadény, ¢aste¢né rozlozeny rostlinny material,
ktery obsahuje pfevazné organické latky a organické kyseliny. Pro dodéni pfijatelnych zivin pfi
pripravé Cistych raselinovych péstebnich substratli se pouzivaji mineralni ziviny ve form¢ hnojiv
obsahujicich dusik, fosfor a draslik. Raselina navic pfedstavuje dominantni péstebni médium
pouzivané v Evropé. Diivody pouziti samotné raSeliny nebo jejiho pouziti jako hlavni soucast
péstebnich médii lze nalézt v jeji dostupnosti v severni Evropé, relativné nizkych nakladech,
vynikajicich chemickych, biologickych a fyzikalnich vlastnostech a nizké hmotnosti.

Kultivované rostliny jsou ¢asto napadany hmyzimi sktdci, pficemz vice nez 90 % téchto skudci
travi ¢ast svého zivotniho cyklu v pudé, tedy v péstebnim substratu. Substrat, ve kterém se
rostliny péstuji, proto hraje dilezitou roli pii jejich ochrané vi¢i hmyzim skidcim. V bézném
pudnim prostredi se vyskytuji entomopatogenni houby zajistujici pfirozenou regulaci sktdct.
Entomopatogenni houby mohou napadat a parazitovat na vSech vyvojovych stadiich hmyzu,
nejcasteji se vSak vyskytuji na larvach a kuklach, méné Casto jsou houbami infikovani dospélci
a vajicka hmyzu. Komercné vyrabéné péstebni substraty tyto houby bézné neobsahuji a nemaji
tak insekticidni vlastnosti tedy nejsou urcené k hubeni hmyzu v jeho riznych vyvojovych
stupnich ani akaricidni vlastnosti tedy nejsou uréené k hubeni rozto¢t. Ochranu rostlin je pak
nutné zajistovat dodatecné pomoci chemickych insekticidd, které jsou vSak problematické kvili
vyvoji rezistence Skiidcti a kvili reziduim v zivotnim prostfedi s negativnim vlivem na necilové
organismy, zdravi lidi a zvifat a jejichZ nasledné odstranovani je finan¢n€ i casove€ narocné.

Ukolem technického feSeni je proto vytvofeni péstebniho substratu s insekticidnimi a
akaricidnimi vlastnostmi, ktery by odstrafioval vySe uvedené nedostatky, ktery by snizoval skody
na rostlinach zptisobené hmyzimi skiidci a roztoci, dale zlepSoval vitalitu rostlin a jehoz pouziti
by vedlo ke sniZzeni spotfeby chemickych pesticidi a zvySeni kvality produkce rostlin
s minimalnim dopadem na Zivotni prostiedi.

Podstata technického feSeni

Vytceny tkol je vyfeSen pomoci péstebniho substratu s insekticidnimi a akaricidnimi vlastnostmi
podle tohoto technického teSeni. Péstebni substrat obsahuje smés raseliny, jilu a mineralnich
latek. Podstata technického feSeni spociva vtom, Ze dale obsahuje alespon jeden kmen
entomopatogenni houby z rodu Isaria (synonymum Paecilomyces) v koncentraci v rozmezi 10?
az 107 infektivnich ¢astic na 1 ml pé&stebniho substratu.
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Ve vyhodném provedeni je kmen entomopatogenni houby Isaria fumosorosea (synonymum
Paecilomyces fumosoroseus) CCM 8367.

Infektivni ¢astice entomopatogenni houby jsou ve formé spor nebo ve formé fragmentti mycelia.

Vyhody péstebniho substratu s insekticidnimi a akaricidnimi vlastnostmi podle tohoto
technického feSeni spocivaji zejména v tom, Ze snizuje Skody na rostlindch zpisobené hmyzimi
Skiidci a roztoci, zlepSuje vitalitu rostlin a jeho pouziti vede ke snizeni spotifeby chemickych
pesticida a zvyseni kvality produkce rostlin s minimalnim dopadem na Zivotni prostiedi.

Kmen ¢eského ptivodu CCM 8367 entomopatogenni houby |. fumosorosea je ulozen ve Sbirce
mikroorganismti v Brné jako patentova kultura. Insekticidni a akaricidni ucinky tohoto kmene
byly prokazany jiz diive. Infektivni Castice houby lze ziskat stacionarni neboli povrchovou
kultivaci na pevném piipadné tekutém médiu nebo submerzni kultivaci. Ve vyhodném provedeni
je houba kultivovana ve fermentorech za pouziti vhodného tekutého média, napf. na bazi
glukdzy, maltozy, skrobu a peptonu. Aplikaci do substratu lze ve vyhodném provedeni zajistit
rozprasovanim suspenze infektivnich ¢astic houby do substratu ve vhodném misicim zatizeni.

Objasnéni vykresu

Uvedené technické feseni bude bliZze objasnéno na nasledujicich vyobrazenich, kde:

obr.1 znazorfiuje graf =zavislosti umrtnosti Skudci na koncentraci infektivnich cCastic
entomopatogenni houby V substratu,

obr. 2 znazornuje graf vlivu koncentrace infektivnich ¢astic na procento infikovanych dospélcti
vylihlych z houbou-inokulovaného péstebniho substratu.

Priklad uskutecnéni technického feSeni

Priklad 1

Péstebni substrat byl pifipraven na bazi vytiidéné svétlé a tmavé raSeliny s pridavkem mletého
jilu, obohaceny hnojivem se zakladnimi Zivinami a inokulovany entomopatogenni houbou Isaria
fumosorosea kmene CCM 8367. Suspenze infektivnich ¢astic houby pouzita pro inokulaci
substratu byla piipravena z blastospor, které byly ziskany submerzni kultivaci. Do 95 ml
sterilniho tekutého kultivacniho média na bazi PDB (Sigma-Aldrich, Némecko) v 250 ml
Erlenmeyerové batice bylo nao¢kovano 5 ml houbové suspenze. Inkubace probihala na orbitalni
tiepacce pii rychlosti 200 otacek za minutu a teploté 25 °C po dobu &tyi dnd. Po inkubaci byla
kone¢na suspenze filtrovana pies sterilni gazu, aby se oddélilo mycelium a shluky spor.
Koncentrace blastospor v suspenzi byla po¢itina pomoci Neubauerovy komirky a nasledné byla
upravena na koncentraci 1x107 spor/ml. Do suspenze bylo pfidano smaceci ¢inidlo Tween 80®
(Sigma-Aldrich, Némecko) v koncentraci 0,05% (v/v). Test kli¢ivosti prokazal 100% kli¢ivost
blastospor.

Homogenita inokulace v substratu byla zajisténa rozprasovanim suspenze blastospor pomoci
airbrush pistole za pouziti tlaku 0,5 baru do péstebniho substratu promichavaného v horizontalné
umisténé sklenéné michaci nadob&é o objemu 3 | otacejici se rychlosti 18 ot./min, pticemz byla
aplikovana davka 5 ml inokula na 0,5 I substratu. Vysledny péstebni substrat mél tyto vlastnosti:
pH 6,5 az 7, vlhkost 60 az 70 %, obsah spalitelnych latek v susiné 70 %, obsah infektivnich ¢astic
1x10° na 1 ml substratu.
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Priklad 2

Pé&stebni substrat podle piikladu 1 piipraveny s pocateéni koncentraci 4x10* blastospor/ml
péstebniho substratu 0 objemu 0,51 byl uloZzen do uzaviratelnych PE sackli o rozmérech
15%20 cm a umistén do inkubatorti s konstantni teplotou. V mési¢nich intervalech byly ze sacka
odebirany vzorky substratu o objemu 25 ml, tento byl eluovan 100 ml sterilni vody s pfidavkem
smacedla Tween 80® v 250 ml Erlenmayerové bafice. Vzorky byly umistény na orbitéalni tfepacce
po dobu 20 minut, 200 ota¢ek za minutu a teploté 25 °C. Jeden mililitr eluatu byl potom ziedén
vI9ml sterilni vody se smacedlem Tween 80®, 0,5ml suspenze bylo pfeneseno pipetou a
rovnomeérné rozetieno po povrchu selektivniho rstového média s latkou Dodine. Petriho misky
byly néasledné inkubovany po dobu jednoho tydne pii 25 °C. Po tomto obdobi byl stanoven pocet
kolonii I. fumosorosea na misce. Vysledky ukazaly, Ze houbou obohaceny péstebni substrat lze
skladovat pfi teplotach 15 az 25 °C po dobu né¢kolika mésicli pti zachovani Zivotaschopnosti
entomopatogenni houby v péstebnim substratu, jak je patrné z tabulky znazoriujici koncentraci
infektivnich ¢astic v 1 ml substratu v Case.

Doba skladovani v mésicich

Teplota
skladova 2 3 4 5 6 7 8
ni

15°C | 4,27x10* | 5,57x10* | 5,71x10* | 6,19x10* | 4,11x10* | 4,08x10* | 3,09x10*
20°C | 3,44x10* | 5,95x10* | 5,36x10* | 3,31x10* | 1,87x10* | 1,71x10* | 2,27x10*
25°C | 4,00x10* | 2,93x10* | 2,59x10* | 2,08x10* | 8,80x10° | 6,93x10° | 3,73x10°

Priklad 3

Pé&stebni substrat podle piikladu 1 pfipraveny s pocateni koncentraci 7x10° az 7x10°
blastospor/ml substratu byl rozmistén do plastovych kelimkti v mnozstvi 180 ml/kelimek. Do
kazdého kelimku byla umisténa jedna larva posledniho instaru mandelinky bramborové. Kelimky
byly zakryty parafilmem a umistény do inkubatoru s konstantni teplotou 25 °C a nasledné denné
kontrolovany pro stanoveni poc¢tu vylihlych dospélct. Vysledky ukazaly, ze G¢innost vyjadiena
procentem Skudci uhynulych v substratu vzrusta s rostouci koncentraci infektivnich ¢astic, jak je
patrné z obrazku 1. Vylihli dospéli brouci mandelinky bramborové byly nasledné umistény do
Petriho misek s 2% agarem, pro zjisténi piitomnosti infekce u dospélct. Na rozdil od houbou
neoSetiené¢ho substratu (kontrola) dosahovalo procento infekce az 78 %, jak je patrné z obrazku
2.

Priklad 4

Pé&stebni substrat podle piikladu 1 pfipraveny s pocateéni koncentraci 1x10°blastospor/ml
substratu byl rozmistén do 20 plastovych kvétina¢i o objemu 100 ml. Soucasné byla také
ptipravena kontrola, tedy 20 kvétinact substratu bez entomopatogenni houby. Do substratu bylo
vyseto osivo okurky seté salatové a riist Skiidct-prostych rostlin byl sledovan ve fytotronu. Po
dvou mésicich byla vyhodnocena hmotnost susiny kofenu a nadzemni ¢asti vyrostlych rostlin.
Vysledky neukazaly statisticky vyznamné rozdily mezi biomasou rostlin péstovanych v houbou
obohaceném substratu (primér+SE: 1,97+0,36 g) a kontrolnim substratu (prumér+SE:
2,10+0,29 g) a potvrdily tak, Ze péstebni substrat nema negativni vliv na rostliny v podminkach
bez vyskytu sktidct. Soucasné byly nahodné odebrany vzorky substratu, v nichz byla stanovena
koncentrace infektivnich ¢astic postupem podle pfikladu 2. V kontrole nebyla pritomnost houby
I. fumosorosea prokazana, zatimco v obohaceném substratu byla koncentrace v rozmezi
6,32E+03 az 7,36E+03 blastospor/ml substratu, jak je patrné z nasledujici tabulky.
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Vzorek 1 Vzorek 2 Vzorek 3 Vzorek 4 Vzorek 5
Kontrola 0 0 0 0 0
Obohaceny | ¢ ¢ 103 6,32x10° 6,88x103 6,40x10° 7,36x10°
substrat

Prumyslova vyuzitelnost

Péstebni substrat s insekticidnimi a akaricidnimi vlastnostmi podle tohoto technického feSeni lze
pouzit zejména pro péstovani hospodaisky vyznamnych plodin, pro vysev, rozmnoZovani
a péstovani zeleniny, napft. paprik, rajcat, okurek atd., okrasnych rostlin, napt. pokojovych kvétin
adalsich plodin. Uplatnéni najde zejména v alternativnim, ekologickém zemédélstvi,
sklenikovém péstovani plodin a u drobnych péstiteld.

NAROKY NA OCHRANU

1. Peéstebni substrat s insekticidnimi a akaricidnimi vlastnostmi obsahujici smés raseliny, jilu
a mineralnich latek, vyznacujici se tim, Zze dale obsahuje alespon jeden kmen entomopatogenni
houby z rodu Isaria v koncentraci v rozmezi 10? az 107 infektivnich &astic na 1 ml péstebniho
substratu.

2. Péstebni substrat podle naroku 1, vyznacujici se tim, Ze kmen entomopatogenni houby je
Isaria fumosorosea CCM 8367.

3. Péstebni substrat podle naroku 1 nebo 2, vyznacujici se tim, Ze infektivni ¢astice jsou ve
formée spor.

4. Péstebni substrat podle naroku 1 nebo 2, vyznacujici se tim, Ze infektivni Céstice jsou ve
formé fragmentd mycelia.

1 vykres
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