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Kmen entomopatogenni houby Beauveria
pseudobassiana CCM 9191 a pouziti tohoto
kmene jako bioinsekticidu proti lykoZroutu
smrkovému a/nebo lykoZroutu severskému
Anotace:

Regeni se tyka kmene entomopatogenni houby Beauveria
pseudobassiana uloZeného v narodni sbirce
mikroorganismtt CCM (Czech Collection of
Microorganisms) Masarykova univerzita, Kamenice
753/5,625 00 Brno, pod piirtstkovym ¢islem CCM
9191, ktery je izolovany pfimo z infikovaného téla
brouka lykozrouta smrkového ptitomného v lesnim
porostu. Kmen entomopatogenni houby Beauveria
pseudobassiana CCM 9191 miize byt pouzit jako
bioinsekticid proti lykoZroutu smrkovému a/nebo
lykoZroutu severskému ve formé aplikacniho roztoku
obsahujiciho spory ve vodné suspenzi s koncentraci
alespoti 10° spor/ml.
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Kmen entomopatogenni houby Beauveria pseudobassiana CCM 9191 a pouZiti tohoto
kmene jako bioinsekticidu proti lykozroutu smrkovému a/nebo lykoZroutu severskému
Oblast techniky

Vynalez se tyka kmene entomopatogenni houby Beauveria pseudobassiana CCM 9191 a jeho

pouziti pro ochranu lesa proti napadeni lykozroutem smrkovym (Ips typographus) a lykozroutem
severskym (Ips duplicatus) a pro kontrolu jeho populace ve sméru rozsifovani napadenych zon.

Dosavadni stav techniky

V dusledku globalni klimatické zmény dochazi v Evropé 1 na jinych kontinentech k delSim
obdobim sucha, které maji za nasledek naruSeni pfirozené rovnovahy lesnich ekosystému,
zejména v péstovanych smrkovych monokulturach. Tento jev vede ke sniZeni vitality lesnich
porosta a jejich nepfimému oslabeni v disledku nezadoucich zmén v ekosystému, mimo jin¢ i
vyznamnych zmén ve vyskytu symbiotickych, mykorhiznich i entomopatogennich hub.
V dusledku téchto jeva dochazi ke kalamitnimu pfemnozeni populace kuroved z podceledi
Scolytinae, ktefi jsou schopni zlikvidovat lesni porost véetné zdravych stromu, a to bud’ radialnim
roz§ifovanim napadenych lozZisek nebo frontalnim rozsifovanim celé napadené zény. Velké
hospodaiské skody zpusobuji tito kurovei v Ceské republice, napf. v oblasti Cesko-moravské
vrchoviny a Beskyd.

Nejcast€)Sim zpusobem ochrany proti kurovei je aktivni, mechanické myceni napadeného lesa
spojené s odkornovanim stromu a s tim spojena mechanicka likvidace vyvojovych stadii Skudce.
Alternativnich zpusobu ochrany smrkovych porosti existuje rfada. Pfevazujici metodou ochrany
je chemicky postiik, ktery se uplatiiuje zejména na skladkach dreva. Nevyhodou chemického
oSetfeni je Casta toxicita pesticidi vi¢i mnoha dalSim necilovym organismim, zaneseni
nezadoucich rezidui pesticidnich pfipravku do zZivotniho prostredi, vyvoj rezistentni populace
Skadce vuci udinnym chemikaliim, a rovnéz jejich pomé€mé vysoka cena. Dals§i metodou je
monitoring a odchyt kirovei pomoci feromonovych pasti (tzv. lapace) nebo tzv. lapaka,
pokacenych zdravych stroma atraktivnich pro brouky. Po napadeni s¢ lapaky opét oSetfuji
insekticidy, které zavrtany hmyz zahubi a kmen se odkomni.

Modemi a perspektivni zpusob biologického boje s kuroveir predstavuji  aplikace tzv.
biopesticidi, které jsou zalozeny na puasobeni jejich prirozenych patogenu, jako jsou
entomopatogenni bakterie, houby nebo ruzné druhy hlistic. Vyhodou pouziti biopesticidu je
zejména SetméjSi postup k prirod¢€, protoze jde o mikroorganismy pfirozené se vyskytujici, které
nepiedstavuji nepredvidatelnou zatéz lesniho ekosystému.

Mnoho publikaci popisuje izolace a charakterizace entomopatogennich hub z riznych druhi
lykozrouti. Navzdory fadé¢ slibnych laboratornich testi vsSak existuje dosud jen velmi malo
prikladu jejich aspésné aplikace v biologické kontrole téchto skudci (Mann AJ, Davis TS 2021,
Pest Sci Manag https://doi.org/10.1002/ps.6364). U vétSiny popsanych kmenu neni navic
uvadéna podoba izolatu. Ty se mohou lisit ve zptsobu rustu a sporulace, coz jsou vlastnosti
klicové pro jejich kultivaci v primyslovém méfitku. Dale neni prakticky znamo jejich hostitelské
spektrum. To zasadné omezuje pouzitelnost dosud publikovanych kmenii houbovych patogent
karovce, které mohou byt potencialné skodlivé pro uzite¢né druhy hmyzu, zejména pak pro véelu
medonosnou v ulech umisténych v lesnim porostu.

Prikladem pouziti entomopatogenni houby jako bioinsekticidu je napf. pouziti kmene Beauveria
bassiana CCM 8382 podle EP 3708003 Al. Kmen Beauveria bassiana CCM 8382 je pouzit ve
form¢ spor aplikovanych v kapalném postiiku a/nebo v rozptyleném prasku. Kmen CCM 8382 B.
bassiana je uinny proti celé fadé skudci lesnich porosti z podceledi Scolytinae a Molytinae,
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zejména pak klikoroha borového. Celed’ Molytinae zahmuje vice jak tiicet raznych druhi. Celed’
citovaného kmene CCM 8382 je tedy obdobné jako v pfipad¢ jinych popsanych houbovych
patogenu pouzivanych pro kontrolu populaci Skudca toxické pro celou fadu dalSich Clenovceu
bézn¢ se vyskytujicich v prostredi.

Vzhledem k neselektivnimu pusobeni kmenu B. bassiana CCM 8382 podle EP 3708003 Al ho
nelze povazovat za Setry k Zivotnimu prostfedi, protoze muze vyznamn¢ ovlivnit biodiverzitu a
biologickou rovnovahu lesniho ekosystému nezadoucim a neznamym zpusobem. Obdobné
pusobi 1 dalsi kmeny rodu B. bassiana, které¢ jsou popsany v patentech CN 110004069 A,
KR 101158476 B1 a v fad¢ literamich publikaci jako uzitené k hubeni velmi riiznorodych druhi
skudci. Za vyznamnou nevyhodu hub z rodu Beauveria bassiana 1ze tedy povazovat jeji necilené
pusobeni na jiné¢ organismy, zejména na jiné Clenovce, které také tvori pfirozenou soucast
ekosystému (Ortis-Urquiza A, mSystems 6(4), €00766-21, 2021). Nizka specificita tohoto rodu
byla potvrzena tim, Ze v ramci jedné lokality je mozno tuto houbu izolovat z mnoha druhti hmyzu
(viz napf. Hyblerova S., Medo J., Barta M.: Ann. For. Res. 64(1), 129-145, 2021) nebo
(Draganova S.A., Doychev D.D., Pilarska D K., Takov D.I.: Acta Zool. Bulg., 69(3), 411-419,
2017). Podobné malo specifické jsou 1 globaln¢ pouzivané kmeny Isaria (Paecilomyces) nebo
Metarrhizium (WO 2010/006563 Al) s Sirokym hostitelskym spektrem. Je patmé, Ze hlavnim
omezenim dosavadnich chranénych feseni je nezadouci pusobeni uvedenych bioinsekticida vici
pomém¢ Sirokému souboru mnoha druhtt hmyzu. Tim se svymi vlastnostmi pfiblizuji chemickym
insekticidim, které jsou toxické vuci mnoha dalS§im necilovym organismim a poskozuji
pfirozené prostredi.

Ukolem vynalezu je proto najit vhodny, specializovany kmen entomopatogenni houby, ktery by
byl schopen ucinné a rychle pusobit selektivné na cilového hostitele, v tomto pfipadé na dva
hlavni druhy kirovce, lykozrouta smrkového (Ips typographus) a lykozrouta severského (Ips
duplicatus), vyskytujicich se ve stfedoevropskych ekosystémech a omezit jejich populacni
hustotu, a ktery by nebyl Skodlivy vici jinym druhiim organismu v pfirod¢, nenarusoval by tedy
pfirozené prostfedi v daném ekosystému.

Podstata vynalezu

Vytceny tukol je vyfeSen pomoci kmene entomopatogenni houby Beauveria pseudobassiana
CCM 9191 uloZzeného v Mezinarodni sbirce mikroorganizmi CCM (Czech Collection of
Microorganisms) Masarykova univerzita, Kamenice 753/5, 625 00 v Brn¢, Ceska republika, pod
pfirustkovym ¢islem CCM 9191. Tento kmen je izolovany pfimo zdospélce lykozrouta
smrkového, na kterém se prirozené vyskytuje, tedy jehoz je pfirozenym patogenem a dale byl
vybran na zakladé ristovych vlastnosti monosporickych izolati houby. Tento kmen se
v laboratomich a polnich experimentech nejlépe osvédcil v aplikacich uréenych k primarmimu
omezeni vyskytu dvou kmenu kurovce, a to lykozrouta smrkového (Ips typographus) a
lykozrouta severského (Ips duplicatus), v lesnich smrkovych monokulturach.

S vyhodou je kmen entomopathogenni houby B. pseudobassiana CCM 9191 izolovany pfimo z
infikovaného téla brouka lykozrouta smrkového, ktery je pfitomen v lesnim porostu zdravé
smrkové monokultury, kde vzajemné pusobeni houbového patogenu a kirovce je v prirodni
rovnovaze. Jedna se tedy o kmen, ktery se prirozen¢ vyskytuje na konkrétnim Skudci, proti
kterému ma byt kmen houby B. pseudobassiana CCM 9191 pouzit.

Pfedmétem vynalezu je rovnéZz pouziti kmene entomopatogenni houby B. pseudobassiana
CCM 9191 jako bioinsekticidu proti lykozZroutu smrkovému a/nebo lykozroutu severskému
k omezeni jeho vyskytu smérem k pfirodni rovnovaze, ktera udrzuje lesni smrkové monokultury
v pfevazné zdravém stavu. Jedna se cilenou strategii, kdy kmen entomopatogenni houby B.
pseudobassiana CCM 9191 plisobi specificky s vysokym ucinkem proti lykozroutu smrkovému
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(Ips typographus) a lykozroutu severskému (Ips duplicatus) nikoli proti jinym druhum. Tato
cilena selektivni strategie v boji proti lykoZroutu smrkovému a lykozroutu severskému
pfedstavuje novy pristup s vyznamnym ekologickym pfinosem, nebot’ predstavuje minimalni
riziko pro necilové druhy hmyzu véetné dalSich druhu kirovci, klikoroha borového a zejména
v¢el, na jejichz ochranu je kladen stale vétsi duraz.

Predmétem tohoto vynalezu je rovnéZ zpusob pouziti entomopatogenni houby jako bioinsekticidu
proti lykozroutu smrkovému a/nebo lykozroutu severskému v lesnich ekosystémech, zejména
smrkovych monokulturach. Podstata spociva v pouziti kmene B. pseudobassiana CCM 9191 ve
form¢ aplikacniho roztoku obsahujiciho spory ve vodné suspenzi s koncentraci alespon
10° spor/ml. Aplikaéni roztok se muZe aplikovat, napi. v postiiku na lesni porost, ktery je
infikovany lykozroutem smrkovym a/nebo Iykozroutem severskym.

Vyhodou kmene entomopathogenni houby Beauveria pseudobassiana CCM 9191 podle vynalezu
je jeho pfima izolace z pfirodni populace Ips typographus (lykozrout smrkovy) a/mebo Ips
duplicatus (lykozrout seversky) z lokality jihoCeské vrchoviny, kde byl pozorovan piirozeny
vyskyt a dlouhodoba rovnovaha mezi populaci Ips typographus a/nebo Ips duplicatus a vyskytem
tohoto kmene, a kter¢ naznacuji pfirozenou adaptaci a hostitelskou specializaci kmene na tento
druh skudce, se specifickym a vysoce virulentnim ucinkem na Ips typographus a pouze na jeden
dalsi druh lykoZrouta, konkrétné Ips duplicatus (lykozrout seversky).

Kmen Beauveria pseudobassiana CCM 9191 byl selektovan z prirodnich kmeni pomoci
monosporickych izolati a jeho vitalita byla systematicky testovana pomoci:

a) rustovych charakteristik umoziujicim kultivaci kmene v primyslovém méfitku, tj. kmeny byly
testovany paralelné a byla porovnavana velikost mycelia po 5 dnech kultivace. Zaroven byla
paraleln¢ testovana schopnost kultivace kmenu v submerzni kultivaci, tj. vzajemné byla
porovnavana masa mycelia po 10denni submerzni kultivaci. Jako kritérium pro vybér kmene B.
pseudobassiana CCM 9191 byla vybrana jeho rastova schopnost jak v povrchové, tak submerzni
kultivaci;

b) schopnosti masivni produkce spor, standardné kolem 10'° spor/ml, tj. kmeny byly testovany
paraleln¢, mycelium narostlé po 20 dnech bylo homogenizovano a titr spor byl uren pomoci
Biirkerovy komurky;

¢) virulence vacéi vybranym kmenum Iykozroutia, konkrétné lykozroutu smrkovému Ips
typographus a lykozroutu severskému Ips duplicatus. Kvantitativné byl tento parametr
stanovovan jako doba, kdy dojde k nejméné 50% mortalité brouki po expozici houbovych spor.
Jako velmi vyznamné a specifické kritérium vybéru kmene B. pseudobassiana CCM 9191 byla
jeho schopnost zptsobovat tuto mortalitu u kmene Ips typographus za 3 dny, zatimco u vSech
ostatnich kment se mortalita zaCala projevovat po 5 a vice dnech. Viz dale priklad 3;

d) vysoké specifité vaéi cilovym organismim dvou druht kurovce, lykozroutu smrkovému a
lykozroutu severskému a statisticky nevyznamné vuci lykozroutu lesklému, klikorohovi
borovému a véele medonosné;

e) vysoké biologické aktivit€ kultivata houby uchovavanych pri teploté 10 °C, presahujici obdobi
vice nez 12 mésict, ovéfovanou v laboratornich pokusech;

f) analyzou odstfedéného extraktu bunécnych partikuli houby, ve kterém byly pomoci techniky
HPLC-MS v myceliu a sporach entomopatogenni houby identifikovany jako biologicky aktivni
latky cyklické depsipeptidy, které jsou obvykle exprimovany na povrchu spor a jimz je pfiditana
uloha pri pifekonani imunity hostitele a jsou povazovany za markery virulence. Jako vyznamné a
specifické kritérium pro vybér kmene B. pseudobassiana CCM 9191 byla jeho schopnost
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produkovat beauverolidu M, zatimco u ostatnich kmenu byla produkce tohoto markeru nizsi nebo
vubec zadna.

Monosporicky izolat kmene B. pseudobassiana CCM 9191 byl v souhrmu vybran po peclivém
zhodnoceni knitérii a) az f) u souboru 12 izolatu hub kultivovanych za stejnych podminek.

Vyhodou kmene entomopatogenni houby B. pseudobassiana CCM 9191 podle vynalezu je jeho
pfirozeny puvod, pfi¢emz nebyl pozorovan jeho vyskyt na necilenych organismech a nasledné
byla jeho druhova specifita ovéfena v laboratornich pokusech. Specifickou vyhodou kmene
entomopatogenni houby B. pseudobassiana CCM 9191 je vysoka virulence vici lykoZroutu
smrkovému Ips typographus a lykozroutu severskému Ips duplicatus. Dals§i vyhodou kmene
entomopatogenni houby B. pseudobassiana CCM 9191 je prokazana absence virulence vuci
véele medonosné. Dalsi vyhodou tohoto kmene entomopatogenni houby B. pseudobassiana
CCM 9191 je vybér monosporického izolatu umoziujiciho kultivaci kmene v primyslovém
méfitku.

Zpusob aplikace postfikem umoziuje reintrodukei houby do lesniho prostredi, cilené do lesni
padanky po obdobi, kdy doslo k jejimu vymizeni vlivem vysokych teplot, sucha nebo jinych
vnéjsich vliva. Prirodni houbovy preparat je do prostfedi vnasen za ucelem obnoveni rovnovahy
mezi vyskytem kurovee a houby v prirodnim c¢kosystému. Jeji spory se roznaseji pfenosem na
prachovych ¢asticich v Zivotnim prostfedi nebo jsou roznaseny infikovanymi brouky a zustavaji
usazeny v pudnim lesnim podrostu (typicky v hrabance). Kmen entomopatogenni houby
B. pseudobassiana CCM 9191 vykazuje vysokou stabilitu, celoro¢n¢ preziva v lesnim
ekosystému stejnym zpusobem jako tomu bylo prfed zasahem porostu extrémnimi klimatickymi
podminkami. Po kontaktu s t€lem jedince cileného skidce lykozrouta dochazi k nakli¢eni spor a
pruniku hyfy do jeho télni dutiny, kde za¢nou tvorit blastospory houby, které hostitele béhem dni
usmrti. Tento proces omezuje populaci skudce a prispiva tak k obnoveni pfirozené rovnovahy
mezi populaci kalamitniho hmyziho Skudce a entomopatogenni houbou.

Priklady uskuteénéni vynalezu

Charakterizace kmene

Izolaty entomopatogennich hub byly ziskany peclivym sbérem brouki lykoZrouta smrkového ze
zdravych smrkovych kmenu slouzicich jako horizontalni lapaky 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.

Fenotypické znaky kmene

Pro hodnoceni fenotypovych znaki izolati hub kmene entomopatogenni houby Beauveria
pseudobassiana CCM 9191 byl pouzit agar se sladovym extraktem (MEA). Inkubace probihala
pii 25 °C. Mikroskopické preparaty byly pozorovany v kyseliné mlééné s bavinikovou modri.
Identifikace byla provedena predevs§im na zakladé mikromorfologickych znakia (Domsch K.H.,
Gams W., Anderson T. H. 2007, Compendium of soil fungi. 2nd ed. - IHW-Verlag., Rehner SA
et al 2011, Mycologia 103, 1055-1073). Mikrofotografie byly pofizeny na mikroskopu Olympus
BX51 s kamerou DP72 v programu QuickPHOTO MICRO 3.0. Pro stanoveni velikosti bylo
méfeno vzdy 30 konidii.

Pro hodnoceni molekularnich dat byla z cist¢ kultury mikroskopické houby kmene
entomopatogenni houby Beauveria pseudobassiana CCM 9191 izolovana DNA pomoci
komer¢niho kitu ZR Fungal/Bacterial DNA kit (Zymo Research, USA). Nasledné¢ byla
amplifikovana oblast ITS1-58S-ITS2 rDNA (dale jako ITS rDNA) a castecna 28S rDNA
univerzalnimi houbovymi primery ITSIF/NL4 (White TJ, Bruns TD, Lee S, Taylor J 1990,
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Amplification and direct sequencing of fungal ribosomal RNA genes for phylogenetics. — In: M.
A Innis, D. H. Gelfand, J. J. Sninsky, T. J. White (eds.): PCR protocols: a guide to methods and
applications, pp. 315 az 322. Academic Press, San Diego, California, USA). Purifikované
produkty byly sekvenovany pomoci primeru ITS1F. Ziskané sekvence byly manualné ofezany od
necitelnych useku v programu Geneious a byla hledana nejvétsi podobnost ziskané sekvence se
sckvencemi v databazi GenBank pomoci programu BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/).
Sekvence byly zadavany do databaze opakované, s riznym nastavenim, pfi¢emz jako prvni bylo
provedeno vyhledavani omezené na sekvence z typového materialu. Uréeni na druhové urovni
bylo provedeno na zakladé 100% sekvenéni shody, pfipadné shody vyssi nez 99 % na minimaln¢
300 parech bazi s pojmenovanou sekvenci (nebo s nékolika sekvencemi z nezavislych zdroju)
v databazi.

Mikroskopické znaky

Konidiogenni buriky v bazalni ¢asti zdufelé, lahvicovité¢ho tvaru. Pozorovany i1 nepfili§ zdutelé a
dlouhé konidiogenni bunky. Vyrastaji v kulovitych nebo nepravidelnych shlucich. Konidie
jednobunééné, hladké, Siroce elipsoidni az apikulatni, 2,2 az 3,1 x 1,6 az 2,3 um (stfedni hodnota
a smérodatna odchylka: 2,5+£0,2 x 1,9+0,2).

Molekulami analyza

Sekvence ITS rDNA u izolatu B. pseudobassiana CCM 9191 byla 100 % shodna se sekvenci z
izolatu ARSEF3405, ktery je typovy pro druh Beauveria pseudobassiana a s fadou dalSich
sekvenci tohoto druhu.

Priklad 1: Kultivace houby

Kultura B. pseudobassiana CCM 9191 byla kultivovana na agarem ztuzeném médiu ME
(HiMedia), obohaceném o 0,05 % K,HPO4 a 0,015 % thiamin HCI po dobu 12 dna pfi teploté
23 °C pfi zachovani rezimu svétlo/tma 12/12 hodin. Po skonéeni sporulaéni faze byla pripravena
suspenze inokulacnich cCastic v Ringerové roztoku. Suspenze obsahovala bunécné partikule,
zejména spory, hyfy a hyfové zlomky. Touto suspenzi zagaru setfen¢ho mycelia bylo
naockovano 25 ml média v 250 ml Erlenmeyerovych barikach s bo¢nimi vystupky s inokulacnim
médiem o slozeni (% hmotn.) glukéza 2, maltodextrin 1, tryptone (Scharlau, Némecko) 2,
KH,PO, 0,1, MgS0O4-H>O 0,05, pH 5.4, a provedena kultivace na rotaéni tfepacce 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 preockovano vzdy 10 % objemem do
150 ml cerstvé pripraveného produkcéniho média o slozeni (% hmotn.) glukéza 2, Sorbidex P
16612 (Brenntag) 1, D-mannosa 1, hydrolyzat hrachov¢ 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,0O 0,005, pH 5.4, a kultivovano za stejnych kultivacnich podminek jako pii pfipravé
inokula po dobu 5 az 8 dni.

Produkénim médiem o stejném slozeni s dvojnasobnym mnozstvim zdroju uhliku a komplexnich
zdroju dusiku byl pfipraven substrat pro stacionari kultivaci na pevném nosici. Loupané proso
bylo promyvano trojnasobné¢ do mirn¢ho nabobtnani po dobu 20 minut v teplé¢ demineralizované
vod¢. 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 rozdéleno do 2000 ml
Erlenmeyerovych banék, vzdy 400 g prosa na 1 baiku. Takto pfipraveny pevny substrat
s produkénim médiem byl dvojnasobné sterilizovan po dobu 20 minut a teploté 121 °C se 24h
prodlevou.

Submerznim kultivatem byly naockovany 2000 ml Erlenmeyerovy bariky s pevnym nosiéem,
vzdy 100 ml na 1 baiku a dukladn¢ promichany, aby byla zajisténa homogenita rozvrstveni
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bunééné biomasy v celém objemu. Po 12 hodinach, po nakliCeni a aklimatizaci kultury na
pevném substratu bylo provedeno jesté jedno kratké rozmichani obsahu v barce. Stacionarni
kultivace pfi teploté 24 °C ve tmé. Po 6 dnech kultivace snizena kultivaéni teplota na 21 °C. Dale
kultivace jesté 12 dnu za stejnych kultivac¢nich podminek.

Priklad 2: Pfiprava aplikacniho roztoku z houbové suspenze

Obsah dvoulitrové Erlenmeyerovy banky byl pfenesen do homogenizatoru spolu s 10 litry vody a
20 ml Tween 80. Suspenze byla homogenizovana po dobu 2 min (Waring WSB70 5000
otacek/minutu). Vznikla suspenze byla filtrovana sitem (velikost oka 0,7 mm) umoziujicim
naslednou aplikaci mechanickym rozprasovaéem s velikosti trysky (04 — ¢ervena nebo 05 —
hnéda dle barevného znaceni ISO). Pred aplikaci v terénnim testovani byl roztok naredén 1:1
vodovodni vodou. Aplikace byla provadéna do 12 h po pripravé aplika¢niho roztoku, jehoz
teplota byla udrzovana v rozmezi 10 az 18 °C. Pri priub&éznych kontrolach na Biirkerové komirce
dosahoval obsah houbovych spor primémé koncentrace 10'° buné&&nych partikuli na 1 litr
aplikaéniho roztoku.

Priklad 3: Specificka u¢innost pro cilové organismy

Cilem laboratornich experimentu bylo porovnani u¢innosti a rychlosti patogeneze kmene
B. pseudobassiana CCM 9191 vedouci k usmrceni brouka hostitelské¢ho kirovce. Pokus byl
proveden na Petriho miskach, do které byly dany vzdy Ctyfi vrstvy filtraéniho papiru z toho
spodni navlh¢eny destilovanou vodou, mezi tfeti a ¢tvrtou vrstvu byli umisténi pokusni brouci a
piiklopeni ¢tvrtou vrstvou, po které byl mechanicky rozetfen houbovy material tak, aby doslo ke
snadnému kontaktu. Cely experiment byl provadén ve flow boxu, jez byl mezi pokusy vymyt
methanolem a sterilizovan UV zafenim (> 5 min) tak, aby nedoslo k vzajemné kontaminaci.
Kontrolni skupina byla vzdy pfipravena prvni. Uhyn byl kontrolovan po 72 h a nasledné kazdych
24 h. Uhynuli brouci byli z misek odstran¢ni. Laboratorni pokus s Iykozroutem byl proveden
v n€kolikanasobném (n > 15) opakovani poctem 35 az 55 jedincu v kazdé experimentalni
skuping.

Laboratorni pokusy s brouky lykozrouta smrkového a lykozrouta severského prokazaly 100%
mortalitu brouku pfi kontaktu s kmenem B. pseudobassiana CCM 9191 do 3 az 5 dnd pifi
koncentraci spor 107 a 10°/ml. Viz tabulka 1.

Naproti tomu obdobné testy s lykozroutem lesklym (Pytiogenes chalcographus) a klikorohem
borovym (Hylobius abietis) nevedly k prokazatelné, statisticky vyznamné infekcei téchto lesnich
skudct testovanym kmenem B. pseudobassiana CCM 9191. Viz tabulka 1.

Brouci pouziti pro laboratorni testovani byli ziskani odchytem za asistence odbomych
pracovniki Lesi CR; Ips typographus &erstvé vyloupany z napadené kuary (Ing. Radek Kordag,
lesni sprava Vyssi Brod), Hylobius abietis z cilenych pasti (Ing. Karel Riha a Ing. Michal Toufar,
lesni sprava Tel€), Pityogenes chalcographus (RNDr. Petr Dolezal, Ph.D. z vlastniho chovu na
Entomologickém ustavu AV CR).

Tabulka 1: Porovnani vlivu kmene B. pseudobassiana CCM 9191 na pfeziti dospélych brouki
druhu Ips typographus, Hylobius abietis a Pitiogenes chalcographus (preziti brouklii v %).
Ucinnost je dale statisticky ovéfena pomoci Welchova T-Testu, kdy za statisticky prikazné jsou
povazovany hodnotu < 0.05; tato ucinnost byla potvrzena pouze pro Ips typographus.
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Ips typographus Pityogenes chalcographus | Hylobius abietis

Kontrola | CCM 9191 | T-Test | Kontrola; CCM 9191 | T-Test | Kontrola; CCM 9191 | T-Test
Nominalni  pocet
broukil 91 82 40 40 8 24
Den 0 100% 100% X 100% 100% X 100% 100% X
3 90% 72% 0.003 | 80% 80% 1.000 | 100% 92% 0.162
4 78% 49% 0.000 |78% 78% 1.000 | 100% 92% 0.162
5 71% 41% 0.000 |60% 55% 0.656 | 100% 92% 0.162
6 60% 33% 0.000 |55% 40% 0.184 | 100% 75% 0.011
7 45% 17% 0.000 |28% 23% 0.611 | 100% 75% 0.011
8 29% 6% 0.000 | - - - 50% 75% 0.259
9 13% 0% 0.000 | - - - 50% 75% 0.259
10 - - - - - - 50% 67% 0.450
1" - - - - - - 50% 67% 0.450
12 - - - - - - 50% 67% 0.450
13 - - - - - - 38% 67% 0.187
14 - - - - - - 38% 58% 0.341
Smeérnice: -0.1072 | -0.1549 - -0.13 -0.1514 - -0.0558 | -0.031 -

Priklad 4: Testovani v uzavienych systémech v pfirozeném prostredi lesa

Houbovy kmen B. pseudobassiana CCM 9191 byl testovan v terénnich podminkach za pfirozené
denni teplota/humidity v uzavfenych venkovnich experimentech. Jako zaklad byly pouzity
zahradni foliovniky (NOHEL GARDEN Foliovnik GREENHOUSE 1.8 x 1,4 x 0,9 m), v némz
bylo umisténo 4 az 6 Cerstvych smrkovych polen o priméru piiblizné 15 cm. Spodni 1 m vysky
stromu byl z experimentu vyrazen stejn¢ jakozto vrcholova ¢ast, zbyla Cast byla zakracena na 1 m
délky. Polena byla vypodloZena tak, aby nedochazelo k pfimému kontaktu se¢ zemi. Brouci byly
navic od okolniho pfirodniho lesniho prostfedi fyzicky oddéleni pfilepenim foliové podlazky.
Tim byl zajistén lepsi monitoring brouku, ktefi se do polen nezavrtali. Do kazdého stanu bylo
umisténo cca 1000 dospélych jedincu Ips typographus, ktefi byli infikovani postfikem
aplikaéniho roztoku pfipravenym dle prikladu 2. Vyhodnoceni probihalo pomoci souctu brouki
(infikovanych vs. neinfikovanych) po oloupani polen na konci experimentu za 9 az 21 dni.

Experiment prokazal, Ze vyznamna ¢ast broukd umird pred nebo pfi zavrtani. Dale bylo
prokazano, Ze pokud polena byla napadena v prirodé jest¢ pred pokusem, doSlo vzajemnym
kontaktem s infikovanymi brouky k naslednému odumfeni vSech dospélych jedinci
(charakteristicky obaleni bilym myceliamim povlakem). Nasledna reizolace houby kmene B.
pseudobassiana CCM 9191 z téchto jedincli prokazala zavleceni houby pomoci infikovanych
brouku pod kuru smrkového polena. Celkova mortalita u brouku druhu Ips fypographus byla
vys$si nez 90 %.

Priklad 5: Specificka u¢innost pro necilové organismy

Cilem testu bylo zjisténi virulence kmene B. pseudobassiana CCM 9191 vuci véele medonosné
(Apis mellifera). Test akutni kontaktni toxicity byl proveden podle normy OECD Test No. 214
(1998). Pro experiment bylo pouzito celkem 90 dospélych délnic rozdélenych do tfech skupin po
tfech, kazda s trojitym opakovanim. Vcely byly umistény do sitovanych kleci 14x16x16 cm
s pristupem k potravé ve formé cukemého roztoku. Kazda skupina zvlast’ byla vystavena bud’
aplikacnimu roztoku, aplikacnimu roztoku bez obsahu houbovych spor, anebo byla bez expozice
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(kontrolni). Roztok byl pipetou nanesen pifimo na hrbet hrudi za pomoci pipety. Kontrola tthynu
byla provedena po 4, 24,48 a 72 h.

Tabulka 2: Vysledky testu akutni kontaktni toxicity na véelu medonosnou

- .
Skupina Csell(l;;ﬁeve fezilo Uhynulo % Uhynu k/‘(’)rpe(l’( gbb"“"ve
Kontrola 30 27 3 10,0 -
TWEEN 80 0.5 % 30 29 1 33 0.0
CCM9191: 0.5 % TWEEN 30 28 2 6.7 0.0

Kmen B. pseudobassiana CCM 9191 nezpusobuje infekcei véely medonosné v pfimém kontaktu.

Prumyslova vvuzitelnost

Kmen entomopatogenni houby B. pseudobassiana CCM 9191 podle tohoto vynalezu mize byt
pouzit pro specifickou biologickou kontrolu vyskytu brouku druhii Ips typographus a Ips
duplicatus. Kontrola populace kmene muze byt provadéna riznymi zpusoby na zaklad¢ pfimé
ochrany napadeného lesa nebo na zakladé reintrodukce tohoto kmene do ekosystému, které byly
prechodné naruSeny klimatickymi zménami.
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PATENTOVE NAROKY

1. Kmen entomopatogenni houby Beauveria pseudobassiana ulozeny v Mezinarodni sbirce
mikroorganizmi CCM, Masarykova univerzita, Kamenice 753/5, 625 00 Bmo, pod prirustkovym
¢islem CCM 9191 izolovany z Iykozrouta smrkového.

2. Kmen entomopatogenni houby Beauveria pseudobassiana CCM 9191 podle naroku 1, ktery je
izolovany z infikovaného téla brouka lykozrouta smrkového pfitomného v lesnim porostu.

3. Pouziti kmene entomopatogenni houby Beauveria pseudobassiana CCM 9191 podle naroku 1
nebo 2 jako bioinsekticidu proti lykoZroutu smrkovému a/nebo lykozroutu severskému.

4. Pouziti kmene entomopatogenni houby Beauveria pseudobassiana CCM 9191 podle naroku
3 ve form¢ aplikacniho roztoku obsahujiciho bunééné partikule, zejména spory, ve vodné suspenzi
s koncentraci alespori 10° spor/ml.



