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Anotace

Pfedkladand metodika popisuje postupy detekce a identifikace entomopatogen
a parazitd u invaznich druhl hmyzu. Zaroven jsou zde popsany postupy vyuZitelné k detekci
fytopatogenl prenasenych nebo spojenych s invaznimi druhy. Invazni Skldci hmyzu jsou
hrozbou pro systémy péstovani ovoce, zeleniny a dalsich plodin péstovanych v CR. Zvladnuti
ucinné ochrany proti témto Skddcim je zasadnim krokem pfi ziskani ekonomicky navratné
produkce v systémech péstovani ovoce a dalSich plodin. Vzhledem ke snizovani spektra
chemickych pripravkd na ochranu rostlin jsou hledany alternativni zplsoby ochrany proti
Skadclm. Jednou z alternativ je i biologickd ochrana, vyuZivajici entomopatogeny (viry,
bakterie, houby a nematody) rlznych druhl hmyzu v pfimé ochrané rostlin. Postupy popsané
v této metodice mohou vést k identifikaci novych entomopatogennich bioagens, potencialné
pouzitelnych v biologické ochrané. Stejné tak ale metody a postupy zde preklddané mohou
vést k detekci novych fytopatogenu, prenosnych invaznimi druhy hmyzu, které doposud
nebyly na Uzemi CR zachyceny a popsany. Témito postupy se da pfedchazet potencidlnim
fytopatogennim rizikim uz v ranych fazich introdukce, kdy nejsou jesté patrné viditelné
ptiznaky nové introdukovanych fytopatogenl, a tim redukovat riziko vzniku infekci.
Predkladand publikace je uréena pro laboratore, zabyvajici se ochranou rostlin, pro potencialni
zajemce o nové metody a pfipravky na ochranu rostlin z fad primyslovych podnikd, stejné
jako pro laboratore statni spravy (UKZUZ), které se zabyvaji ochranou rostlin.

Annotation

The methodology presented here describes procedures for detecting and identifying
entomopathogens and parasites in invasive insect species, as well as phytopathogens
transmitted or associated with non - native pests. Invasive insects are a significant threat to
fruit, vegetable, and other crop production in new invaded areas. Effective pest control is
essential for economically feasible profit, especially in the case of reducing the chemical
control. Thus, alternative control methods, such as biological control using entomopathogens
(e.g., viruses, bacteria, fungi, nematodes) are being explored. The procedures described here
may promote the discovery of new entomopathogenic bioagens for use in biological control.
Additionally, these methods can help in detecting previously unreported phytopathogens
transmitted by invasive species. In the case of early identification before visible symptoms of
infection appear, these methods may help mitigating the phytopathogenic risks and reduce
the possibility of widespread crop outbreaks. This publication is intended for plant protection
laboratories, industrial enterprises interested in new methods and plant protection additives,
and state administration laboratories (UKZUZ) involved in plant protection.



UuvoD

Introdukce neplvodnich druh( a jejich Sifeni je jednim ze soucasnych problémd,
podilejicich se zavainym zplsobem na poklesu diverzity plvodnich druhl a ekosystému po
celém svété. Spolecné s klimatickou zménou Sifeni neplivodnich druh( ¢asto negativné
ovliviiuje celosvétovou biodiverzitu. Zavlékani novych druhd, na kterém se vyznamnou mérou
podileji aktivity spojené s ekonomikou a obchodem, zpUsobuje environmentdlni a ekonomicky
vyznamné problémy v oblasti boje s neplvodnimi druhy, at uZ Zivocichd, nebo rostlin.

Z hlediska ochrany rostlin se jedna o problémy spojené s pfenosem onemocnéni rostlin,
poskozovanim rostlin a plodin, alergickymi reakcemi (napf. u prastevnicka amerického).
Dopady spojené s aktivitou introdukovanych sktdcl, popf. infekci a jejich vektor(, jsou
a budou zdvainym nejenom environmentdlnim problémem, ale zejména problémem
ekonomickym. Ekonomické naklady spojované s invaznimi druhy, at uz se jedna o naklady na
eradikaci, nebo socio-ekonomické Skody, dosahuji celosvétové miliard dolard a ziejmé budou
nadéle stoupat. Pro CR neni tento Udaj zndm, nicméné, z dostupnych zdrojd vyplyva, Ze se
bude jednat o vysokou castku zatézujici ekonomicky jak stat, tak péstitele a dalsi slozky
zabyvajici se péstovanim plodin, ovoce a vinné révy, popf. chovatele viech druh( zvirat.

Jednou ze skupin invaznich druhd, jejichz ekonomicky impakt neni doposud vycislen
v podminkéch CR, jsou hmyzi $kiidci ovoce a vinné révy. Jejich roziifeni a pocetnost na Uzemi
CR jsou soucasti predeslych publikaci vzniklych béhem feeni tohoto projektu (Holy a kol.,
2021; Ourednickova a kol., 2024). Ochrannd opatfeni proti invaznim skldcim ovoce a vinné
révy nejsou doposud zcela vyuzivana a praktikovana a spektrum insekticidli pro eradikaci
skadcl se zuZuje, stejné jako v pfipadé neinvaznich druhl v ramci politiky Evropské unie
a jejich nafizeni. Proto je vyzkum ptipadnych patogennich agens, kterd by byla schopna v ramci
pfipravkd na ochranu rostlin na bazi mikroorganizm( regulovat pocetnosti $kddcu,
vyznamnym a z hlediska ochrany rostlin i dilezitym vkladem do budoucna.

U vSech druhi hmyzu se vyskytuji patogenni agens (entomopatogeni). Z riznych druh(
hmyzu bylo izolovano mnozstvi virQ, bakterii, ricketsii, nematod(, hub a prvokd, které néjakym
zpGsobem ovliviiuji chovani a ekologii hostiteld a jsou potencidlnim zdrojem bioagens,
ktera se pripadné daji, za urcitych podminek, pouzit v biologické ochrané proti skidctiim. Cela
tato skupina patogen( se oznacuje terminem mikrobidlni agens (microbial agent — MBA, popf.
microbial control agent — MCA) a nékteré z nich se pouzivaji jako biologicky prostfedek
ochrany po celd desetileti (Lacey, 2015). Mezi Uspésné cilené aplikace mikroorganizma
v biologické ochrané proti 3SkGdcim patfi aplikace Oryctes virG (Alphanudivirus
oryrhinocerotis) proti nosorozikiim Skodicim na kokosovych palmdach na ostrovech v jiznim
Pacifiku (Huger, 2005; Vega, 2012), ddle vir( jaderné polyedrie nebo granulovirll proti
housenicim pilatek (Bird, 1955), housenkdm bekyni a obalece jable¢ného, nebo pouziti bakterii
Bacillus thuringiensis proti celé fadé skadcud rostlin, at uz ve formé ptrimé aplikace spor,
izolovaného delta endotoxinu, nebo ve formé transgennich rostlin. Celd fada
entomopatogen byla finalizovana do podoby komercnich biopreparatli a registrovana pro
pouziti v ochrané rostlin, zejména B. thuringiensis, a v posledni dobé zejména
entomopatogenni houby, jako Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae, Isaria
fumosorosea, Lecanicillium lecanii nebo Lecanicillium longisporum. Nepfimo mezi
entomopatogeny muizeme zaradit i nékteré nematody, které napadaji rdzné druhy hmyzu
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a infikuji je bakteriemi, kterymi se Zivi, a které zpUsobuji u hostitelskych organizm( smrtelné
septikémie. V Evropé byly do finalni podoby komeréniho vyuziti v biologické ochrané zavedeny
entomopatogenni hlistovky Steinernema feltiae, S. carpocapsae, Heterorhabditis
bacteriophora a Heterorhabditis megidis.

Z jiz drive provedenych pokus( a aplikaci plyne, Ze se pfipravky na bazi mikroorganizm(
(biopesticidy) daji s uspéchem pouZit jako alternativa chemické ochrany, nicméné zatim je
insekticidl. Na druhou stranu, vyhodou pouZiti biopesticidl je bezpecnost a ochrana zdravi
¢lovéka, redukce rezidui pesticidl v prostfedi, a i ve sklizenych plodech, minimdlni nebo Zadny
dopad na necilové organizmy (uzite€né a indiferentni druhy) a ochrana biodiverzity
v zemédélskych ekosystémech. Nevyhodou je napf. pravé druhova specificita, delSi nastup
ucinku od zacatku opatfeni na Skidce, nebo kratsi doba prezivani v prostfedi a v neposledni
radé i ekonomicky narocnéjsi proces souvisejici s formulaci, skladovdnim a registraci
pfipravku.

Vétsina entomopatogenl podle poslednich vyzkum( hraje dilezitou ulohu v regulaci
populaci skGdcl. Z tohoto dlvodu jsou idedlnim kandiddtem na zarazeni do systému
integrované ochrany rostlin. Proto je velmi dllezité zkoumat hmyzi populace a hledat nova
patogenni agens, kterd by se dala v budoucnosti, blizké ¢i vzddlené, pouzit jako alternativa
k chemickym pfipravkiim na ochranu rostlin. Potfebujeme zndt nejenom samotné Skidce, ale
i mechanizmy, které reguluji a ovliviiuji ekologii jednotlivych druhd v ekosystémech, zvlasté
zemédélskych, silné naruSenych zasahy clovéka. Hleddni a ovérovani ucinnosti
entomopatogenl je jednim z dulezitych krokl, které mohou vést ke zlepseni Zivotniho

Jednim z cill vyzkumného projektu bylo studium patogennich agens u rdznych invaznich
SkGdcl s tim, Ze se podati objevit, popf. popsat patogenni mikroorganizmy, regulujici populace
Skldcl v ptirozenych podminkach ovocnych sad(l a vinic. V pfipadé vyzkumu patogent vrtule
viSfiové se nepodafilo ziskat biologicky materidl vhodny pro patologické zpracovatelni, proto
byla pozornost zaméfena na autochtonni vrtuli tfeSfiovou s predpokladem, Ze pripadni
patogeni by mohly byt pfenosni i na invazni druh. Pfedkladanad metodika je zaloZzend na
postupech identifikace a detekce mikroorganizmG v populacich introdukovanych skupin
hmyzu, které byly zavle€eny na nase Uzemi. Metodika popisuje postupy a metody, které vedou
k poznani mikroorganizm( a identifikaci jednotlivych sklidc(i ovoce a vinné révy.

S poklesem spektra povolenych chemickych pfipravkud a zvySujicimi se naroky na k prirodé
Setrnéjsi ochranu rostlin, se snizuji i moznosti vyuziti chemické ochrany proti Skidclim, véetné
Skadcl a rostlin zavlecenych. Jednou z priorit budoucich opatreni je proto biologicka ochrana
rostlin zaloZena na poufziti biologickych pripravkd v ochrané rostlin proti Skiidcdim a plevelam.
Biologické prostredky zaloZzené na mikroorganizmech jsou jednou z Ucinnych, a v minulosti jiz
vyzkousenych, strategii boje proti skdcim.



CiL METODIKY A DEDIKACE

Cilem metodiky bylo popsat a optimalizovat metody detekce patogenl a parazitd
u invaznich skidc ovocnych drevin. PouzZité postupy vychazeji z molekularné biologickych
analyz, které doplnuji metody mikroskopické a kultivaéni, véetné popist kultivace patogent
a biotest(l. Tyto pristupy mohou vést k vyssSimu procentu identifikace patogen( a parazitq, jez
mohou slouZit jako potencidlni agens biologické ochrany rostlin proti hmyzim Skddcim.
Protokoly byly optimalizovany pro poufZiti v béZnych laboratofich, zabyvajicich se vyzkumem
biologické ochrany a vybavené zafizenimi pro molekuldrni biologii.

Cilem metodiky bylo také poskytnout laboratofim ochrany rostlin a orgdnim statni spravy
informace a postupy, které zvySi moznosti identifikace novych, doposud nepopsanych
entomopatogenl a povedou k vétsi intenzité vyzkumuU v oblasti patologie hmyzu jako
alternativniho vyzkumu pfipravki na ochranu rostlin proti skidcdm. Metodika popisuje
vhodné metody k identifikaci a detekci konkrétniho druhu patogena ¢i parazitl v populacich
invaznich i béznych hmyzich $kidcl ovoce. Soucasti je také interpretace ziskanych informaci
v kontextu poufZiti nalezenych bioagens v systémech integrované ochrany ovoce, a obecné
v kontextu potencidlnich bioagens pouzitelnych v biologické ochrané proti hmyzim skidcim.
Metodika je realiza¢nim vystupem vyzkumného projektu QK22020019 , Inovace integrované
a ekologické produkce ovoce a révy vinné v navaznosti na nové se Sifici druhy Skodlivych

organizmi“ financovaného MZe — Narodni agenturou pro zemédélsky vyzkum.

VLASTNIi POPIS METODIKY

Z doposud znamych a popsanych druhli hmyzu je pfiblizné pouhé jedno procento druht
povazovano za Skidce. Kromé druht zpusobujicich pfimé Skody na plodinach, ovoci, zelening,
vinné révé apod. jsou mezi Skodlivé druhy pocitani i pfenaseci fytopatogen( rizného plivodu,
jako jsou viry, houby nebo bakterie.

Jednim ze soucasnych problém( ochrany rostlin je i klimatickou zménou a zejména
Cinnosti Clovéka urychlena invaze neplvodnich druhl do novych, neplvodnich areald
rozSireni. Tyto druhy, tzv. invazni nebo neplvodni, ¢asto narusuji ekologické vztahy
v plvodnich ekosystémech a vzhledem k tomu, Ze vétsina invaznich druh( patfi vice ¢i méné
mezi skodlivé druhy, zpUsobuji i nemalé ekonomické Skody v novych aredlech vyskytu.
Ochrana proti témto druhlm je problematicka vzhledem k naruseni ekologickych vztaht at uz
invaznimi druhy, nebo ¢lovékem. Nativni ekologické faktory nejsou pfizplsobeny novym
druhlm a jejich eradikace je problematicka.

Metoda biologické ochrany rostlin je metoda, ktera vyuziva Zivé mikroorganizmy, popf.
predatory nebo parazitoidy, v ochrané rostlin proti Skddcim. Mezi mikroorganizmy, nazyvané
také entomopatogenni, se radi viry, bakterie, houby a nékteré druhy prvoka, ktefi infikuji
celou fadu hmyzich hostitell a daji se s mensim ¢i vétsim Uspéchem izolovat, kultivovat
a nasledné ve formé biopfipravkd pouzivat v systémech integrované ochrany rostlin.

V této metodice jsou popsany metody detekce patogend pii monitoringu populaci
invaznich druhd 8kadci ovoce a vinné révy na Uzemi CR. V metodice jsou popsany
mikroskopické a molekularni pfistupy detekce patogend u hmyzich $kidcl. Podkladem pro
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metodiku byla detekce patogennich agens u rliznych stadiich (larvy, imaga) invaznich skadcua,
kterd probihala v ramci fesSeni projektu QK22020019 ”“Inovace integrované a ekologické
produkce ovoce a révy vinné v ndvaznosti na nové se Sifici druhy Skodlivych organizm(”
v letech 2022-2023 na tzemi CR.

Problematika Sifeni invaznich druh( je jednou z hlavnich priorit nejenom ochrany pfirody,
ale i ochrany rostlin proti novym, introdukovanym skddctim. Screening patogent byl provadén
nejenom pro potreby zjisténi potencialnich entomopatogennich agens, pouzitelnych pfipadné
v ramci biologické ochrany proti neplvodnim Sk{dclim, ale i jako prvotni vyzkum
entomopatogen( ovoce a vinné révy. Nicméné tyto metody zde popsané mohou identifikovat
i fytopatogenni organizmy, doprovazejici neplvodni druhy hmyzu a zavle¢ené na nase Uzemi,
které mohou byt potencialni fytopatologickou hrozbou pro péstitele rostlin.

Cilem mapovani bylo zjistit, jestli a jaké druhy patogen( se vyskytuji na sledovaném tzemi
v populacich invaznich $kGidcl. Prvotni vyzkum, ktery nebyl nikdy proveden na tzemi CR,
ataké v zahrani¢énim méfitku je v takovém rozsahu neobvykly, vedl k ziskani
informaci o zastoupeni parazitl a patogend u populaci invaznich druhl hmyzu, Skodicich na
ovoci a vinné révé. Ziskané poznatky mohou do budoucna byt prvnim krokem k vyzkumu
potencialnich biologickych agens, vyuZitelnych v ochrané sad( proti invaznim skidciim.

Pfesto, Ze se jednalo o jednorazovou studii v ramci feSeni projektu, cilem bylo zjistit, jaké
je sloZzeni entomopatogennich organizm v populacich invaznich druhl hmyzu a zda se viibec
patogeniv populacich vyskytuji. U¢elem metodiky neni ndvod, jak postupovat v ochrané ovoce
a vinné révy, popf. jinych plodin a rostlin. SpiSe se jedna o navod pro laboratore zabyvajici se
vyzkumem invaznich skidcl, popf. hmyzu obecné, jak zjistit a identifikovat patogeny
a parazity v hmyzich populacich. Tento navod muze slouZit jako postup pfti identifikaci
potencialnich biologickych agens, ktera se mohou stat v budoucnu soucasti biologickych
pfipravkd na ochranu rostlin. VétSina entomopatogend, podle poslednich vyzkumu, hraje
dilezitou ulohu v regulaci populaci Skiidcl. Z tohoto divodu jsou idealnim kandidatem na
zarazeni do systému integrované ochrany rostlin. Proto je dlleZité zkoumat hmyzi populace
a hledat nova patogenni agens, kterd by se dala v budoucnosti, blizké ¢i vzdalené, pouzit jako
alternativa k chemickym pfipravkiim na ochranu rostlin. Potfebujeme znat nejenom skldce,
ale i mechanizmy, které reguluji a ovliviiuji ekologii jednotlivych druh(i v ekosystémech, zvlasté
zemédélskych, silné naruSenych zasahy clovéka. Hledani a ovérfovani ucinnosti
entomopatogen( je jednim z dUleZitych krok(i, které mohou vést ke zlepSeni Zivotniho

.....

1. Sbér a uchovavani vzorkl pro entomopatogenni vysetieni

Sbér materialu pro sledovani infekci nejenom sk{idcli ovoce a ovocnych drevin je prvnim
a klicovym krokem pro Uspésny vyzkum a identifikaci entomopatogenu. Pfenos do laboratore
a uchovavani infekéniho materialu jsou kritickymi body pro identifikaci a pripadné dalsi
analyzy, stejné jako pro kultivaci a infekéni pokusy, které by v idedlnim pripadé mély skoncit
finalizaci v podobé pripravku na ochranu rostlin na bazi mikroorganizm(. Zabranéni
kontaminaci infekéniho materialu nebo znehodnoceni a poskozeni entomopatogent pred
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jejich zpracovanim je proto kritickym krokem pfi detekci patogeni hmyzu.

Ptiznaky infekci podle jednotlivych skupin jsou podrobnéji popsany v kapitolach
popisujicich jejich identifikaci. Zde se budeme podrobnéji zabyvat odchytem, resp. sbérem
hostitelského hmyzu, transportem a uchovavanim vzork( k patologickym vysetfenim.

Neni v moznostech tohoto textu popsat podrobné vSsechny metody pouzivané pro sbér
a odchyt hmyzu, u kterého se nasledné zkoumad pritomnost ¢i nepfitomnost celé fady
entomopatogen(. Neexistuje univerzalni odchytovd metoda, vidy se bere zietel na cilovou
skupinu hmyzu, kterou chceme vysetfovat, a stejné tak i na to, jaké jsou jeji ekologické naroky.

1.1. Sbér zastupct fadu motyli (Lepidoptera)

U tohoto fadu hmyzu jsou hlavnim stadiem vhodnym pro patologickd vySetieni housenky
(larvy). Stadia vaji¢ek, kukel nebo imag maji vyznam predevsim pfi vyzkumu prenosu a Sifeni
patogend nebo jsou vhodnymi stadii pro zalozeni bezinfekénich chovd pro dalsi mnozeni
relativné cistych kultur patogend, infekéni biotesty apod.

Zakladni metody sbéru volime podle bionomie housenek. Volné Zijici housenky, poZirajici
listy nebo slupku plodl se nejsnadnéji a ve vétSim mnozstvi ziskavaji sklepavanim. Je mozné
pouzit jak sklepavadlo ploché, tak pyramidalni (obr. 1). DuleZité je roztfidit ulovek v co
nejkratsi dobé. VZdy obsahuje i pavouky, ktefi spradaji pavucinou tlomky, coZ pozdéjsi tridéni
ztéZuje a ¢ast uloveného hmyzu i zabiji.

Individualni sbér housenek pfimo z rostlin
pinzetou je efektivni zejména pfi vyssi populaéni
hustoté a u druh(, jejichz housenky se alespon
v prvnich instarech agreguji do hnizd nebo Zerou
pobliz mist nakladeni mnohocetnych vajecnych
snisek (napf. bekyné, prastevnici, zavijedi,
predivky, bourovci aj.) (obr. 2). Pfitomnost
housenek se da vétSinou dobre zjistit podle
Obr. 2 Vajectné sntisky s diapauznimi vajicky symptom0G napadeni rostliny, tj. Zirem na listech,
bekyné velkohlavé a neonatni housenky. svinovanim  listd, poziranim  slupky plodd,
vytvarenim hedvabnych hnizd apod. U druh( vytvarejicich hnizda, se zpravidla (pokud to
rozméry hnizda umoziuji) odstfihne celd ¢ast rostliny s hnizdem. Podobné druhy svinujici listy
je nejlepsi sbirat i s listem, jeho odtrzenim nebo odstfizenim.
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Transport housenek se provadi v nadobach (obalech), které umoznuji vyménu plyna
a udrzuji primérenou vlhkost branici vadnuti a vysychani Zivné rostliny, kterou do nadoby
vklddame. Nejvhodnéjsi jsou papirové kelimky, misky a tacky uzaviratelné PET vicky. Papirové
stény absorbuji kondenzat vodni pary a zabranuji tak utopeni housenek. Naopak zpétnym
odparem vody ze stén se udrZuje prfimérené vlhké prostredi. K odsavani pfipadnych
kondenzatl je vhodné dno nadoby vyplnit savou buniéinou (napf. toaletni papir, papirové
utérky a ubrousky). Vi¢ko, pokud uzavird nadobu vzduchotésné, je nutné perforovat nékolika
otvory umoZziujicimi vyménu plyna.

Obr. 3 yponom klfénkyjabloﬁové (vlevo). Zavrtky housenek obalece jableéného na jablku (uprostied).
Klejotokem provazeny zavrtek housenky obalece svestkového (vpravo).

Pfi dlouhodobéjsi prepravé je nutné dopliovat Cerstvou potravu a odstrafiovat zbytky,
zejména trus, ktery je vidy okamzité rozkladan saprofagy, ktefi spotfebuji znacnou c¢dst
kysliku, produkuji velké mnozstvi oxidu uhli¢itého a pfedstavuji vidy nezddouci sekundarni
kontaminaci vySetfovaného materidlu. Pfi kazdé vyméné se doporucuje vyshirat vSechny
kaddvery, aby se zabranilo jejich sekundarni kontaminaci.

Pro prepravu housenek za vyse uvedenych podminek se osvédcily papirové sacky, které
se vlozi do mikrotenovych sackd (LDPE), obzvlasté k transportu podchlazeného materialu
v polystyrénovych krabicich s chladici vloZzkou. Mikrotenové sacky jsou dostatec¢né propustné
pro plyny, a pfitom omezuji odpar vody. Perforace neni nutna (ta je nutna u polystyrénovych
oballi vzduchotésné uzaviratelnych).

......

uvnitt plod(i) apod. nebo u vajeénych snlsek a kukel, je individudIni sbér hlavni metodou. Pfi
sbéru materialu se orientujeme podle symptomu napadeni (hyponomy, zavrtky aj.) (obr. 3).

U kryptickych druhi je nejvhodnéjsi odebirat celé rostlinné organy, bez izolace housenek
v terénu. Odpadaji tim problémy s udrzovanim podminek pro pfezivani housenek, véetné
volby vhodnych prepravnich oball. Ty vyZzaduji zabranéni vysychani, prekroceni kritickych
teplot a zajisténi vymeény plynu. PouZitelné k tomu jsou vySe zminéné techniky.

V laboratofi se housenky prohlizeji a zpracovavaji vhodnymi technikami a patologickymi
metodami (viz déle) ihned nebo se uchovavaji v podchlazeném stavu (kolem 5 °C), popf. se
mohou zmrazit pro potreby napf. molekuldrni detekce patogend (-20 °C nebo -80 °C pro
potieby izolace RNA). U karpofagnich druh( je mozné ponechat housenky ve vyvoji v plodech
naskladanych do bedynky vyloZzené prehnutou jednovrstvou vinitou lepenkou, do které po
opusténi plodl housenky zalézaji a tvori si zde kukelni komarky. Infikované housenky nesou
znamky infekce a zpravidla komudrku nedokoncuji (obr. 4). Pfesto se doporucuje na zavér plody
rozfiznout a presvédcit se o tom, jestli chodby neobsahuji kadavery housenek, které jiz
nestihly plod opustit.
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U druht pozirajicich slupku plodd je mozné dochovat housenky do vyssich instar(i na
Cerstvém ovoci nasklddaném ve vhodné nadobé. Plody doporudujeme proloZit ustfizky
filtracniho papiru, které housenky pripfadaji k plodiim tak jako v pfirodé listy. Pomérné malou
¢ast karpofagnich housenek Ize prevést do laboratorniho chovu na nahradni potravé nebo na
semisyntetické pldé. To je celkem jednoduché u druh, které se vyskytuji v jadrovinach. Jako
nahradni potravu ochotné pftijimaji jadra, kterd je vhodné k zabranéni plesnivéni a rozvoji
kvasinkovych kultur sterilizovat ponofenim do 1% formalinu nebo 0,2% chlornanu sodného na
10 min a po sterilizaci ddkladnym propranim ve vodé.
U peckovin je to mozné jen u druh(, které se Zivi jadry a ta se
ziskavaji louskanim pecek hostitelského druhu. | tato jadra je
vhodné sterilizovat, ale postacuje i jejich vysuseni.

Housenky prezimujici nebo kuklici se pod Supinami borky se
ziskavaji odlupovanim Supin nebo instalaci 25-30 cm Sirokych
pasu z jednovrstvé vinité lepenky kolem kmenl (obr. 5). Po
sejmuti se pasy transportuji v rolickach a kadavery se vyjimaji
v laboratofi. Pasy je mozné dlouhodobé uchovavat v chladnicce,
uzaviené do LDPE sacku k ochrané pred vysychanim.

Pfenos housenek na umélé (semisyntetické) diety je sice
mozny, ale zna¢né narocny. Obecnym problémem téchto puad
jsou velmi casté az pravidelné kontaminace saprofagnimi
houbami, kvasinkami a bakteriemi, rozto¢em syrovym
(Tyrophagus putrescentiae) a octomilkami (obr. 6). Priprava pad
a udrzovani chovu proto vyzaduje ptisnou sterilitu prostredi
i pouzivaného materialu, sterilizaci a/nebo konzervaci pad. Pri

zajisténi sterility uvnitf chovnych nadob je mozné udrzet i v
nesterilnim prostfedi pidu 10-14 dni (vyjimecné idéle) po
sterilizaci povrchu pldy a vicek UV zarenim (germicidni zarivky
po dobu minimalné 2 h). Nicméné prirodni housenky s sebou

"’_‘,;*_;\
I = L

Obr. 4 Kadaver housenky obalece
jablecného, infikované Cydia
pomonella granulovirem v pdsu

v TRV Loy . v - . vInité lepenky.
vzdy pfinaseji mikrobidlni kontaminace, takZe UV sterilizace je penty

nakonec neucinnd. Konzervace pld kyselinou methyl -
benzoovou, kyselinou benzoovou, kyselinou propionovou,
kyselinou sorbovou nebo sorbanem draselnym potlacdi i rozvoj entomopatogennich infekci,
predeviim houbovych a bakterialnich. Uspé&$né jim viak odolavaji infekce virové.

Hotové plidy, dostupné napf. u specializovanych firem v USA, jsou u nds nedostupné
a ingredience pro jejich pripravu (hlavné vitaminy a soli) jsou obtizné dostupné a prodavané
za vysokou cenu pouze prostrednictvim obchodu se specidlnimi chemikaliemi. Z uvedenych
dlvodud se da prenos housenek na semisyntetické diety doporucit pouze pro specializované
laboratore, specifické projekty a pro potfeby namnoZzeni patogen in vivo (obr. 6).

Obr. 5 Lepenkovy pas na slivoni
Svestce.
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Obr. 6 Propagace viru jaderné polyedrie in vivo v housenkach bekyné velkohlavé na semisyntetické diet& (vlevo)
a ukazka castého problému chovu na semisyntetickych pldach pfi propagaci patogenl, kontaminace
kropidlakem cernym (Aspergillus niger).

Motyli jsou fadem s nejlépe prozkoumanymi sexualnimi feromony, z nichz velké mnozstvi
je i komercné dostupnych. Vyuziti lapakd k odchytu motyll je sice lakavé, ale nardzi na nékolik
problému. V naprosté vétsiné tvofi uUlovky samci, jen néktefi patogeni se prenaseji
prostfednictvim imag a feromony jsou sice dostupné v jinych ¢astech
svéta, ale u nas obtizné nebo viibec. Nemalym problémem mize byt
také zpracovatelnost ulovkl, protoZze mnozstvi ulovenych motylQ
mUze byt pro rutinni patologickd vysetfeni nezpracovatelné.

K monitoringu jsou zpravidla pouzivany lapaky opatiené lepovou
vlozkou k imobilizaci motyld. Lep z organickych polymer( prosycuje
ulovené jedince, coz patologické zpracovani minimalné komplikuje,
obvykle vSak naprosto znemoznuje. Pouzitelné jsou tzv. ,suché
lapaky” (obr. 7). Jejich vybirani se doporucuje kazdy den, ulovky se
ihned patologicky zpracuji nebo se uchovavaji podchlazené (i
zmrazené.

Obr. 7 Suchy lapak (funnel Problém jednopohlavniho ulovku je odstranitelny tam, kde je
trap) s feromonem nebo znam i kairomon, ktery se pouzije misto pohlavniho feromonu a laka
kairomonem  jako  zdroj (g |ap4k( obé pohlavi. Piikladem je octan etylnaty (hruskova esence),
zivych imag. ktery je kairomonem obalece jable¢ného.

1.2. Sbér zastupct fadu brouci (Coleoptera)

U tohoto druhové bohatého a ekologicky velice diverzifikovaného fadu hmyzu, jsou
hlavnimi stadii pro patologicka vysetfeni jak larvy, tak imaga. Larvy se ziskavaji individualnim
sbérem v/na substratu, ve kterém Ziji, popt. ktery vyuzivaji jako potravu. Casté jsou infekce

ces

u larev Zijicich v padé nebo opadance.
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Larvy se ziskavaji se vyryvanim z pady nebo kompostl rycimi vidlemi. Po rozbiti hroudy se
objevuji prevainé bélavé, larvy typu ponravy (scarabaeiformni) nebo kampodeoidni larvy
(carabiformni) a Zlutohnédé larvy typu dratovci (elateriformni larvy), které se sbiraji pinzetou
a prepravuji v nadobkach naplnénych pldou. Pfi transportu a uchovani je tfeba nadobky

Obr. 8 Scarabaeiformni larva (ponrava) zlatohlavka zlatého (Cetonia aurata) a listova drt kjejl’y’/iivé.

chranit pred vysokou teplotou a musi byt zajisténa dobra vyména plyn(i. Pokud uzavér nadoby
umoznuje rychly odpar vody, je tfeba pldu sytit vodou tak, aby byla vlhka, ale ne promacena.
Pokud maji byt larvy chovany k propagaci patogenu, zajistime jim potravu (obr. 8).
U saprofdagnich larev vrubounovitych to mlze byt smés rozdrceného suchého a cerstvého listi
(jablon, buk), kterd se smicha s pidou nebo mUze byt krmnd smés pouzita i bez ptridavku pady.
Larvy zlatohldvkl dobfe prospivaji také na rozcupovaném papiru. Jesté lepSim krmivem pro
tyto larvy jsou vyschlé kravince nebo kornsky hndj. Oba substraty je tfeba pred pouzitim
tepelné sterilizovat, protoze témér vidy obsahuji spéry hub hnojnikl (Coprinus spp.), jejichz
mycelia odnimaji velké mnozstvi kysliku, a naopak produkuji CO,. Druhy fytofagni, pozirajici
kofinky rostlin, pfikrmujeme vlasovymi koreny trsnatych trav (kostrava, lipnice) nebo
semenacu (duby aj.), které se zbavi zbytk( pady vyplachovanim kofent ve vodé.

Kampodeoformni larvy lesknackovitych brouk( se zpravidla
zdrzuji v kvasicich rostlinnych zbytcich (obr. 9). Larvy se sbiraji
individudIné pinzetou nebo se substrat s larvami umisti do
hrubsiho sita v plastové mise. Larvy sitem propadaji do misy, kde
se snadno a ve vétSim mnozstvi daji sesbirat. Transportuji se
- v nddobkach perforovanych nékolika malymi otvory pro vyménu
Obr. 9 Llarva lesknacka plynt a bez substratu, ktery se nahradi buni¢inou. Pokud nejsou
(Nitidulidae) na hnijici jahodé.  kratce po transportu patologicky zpracovany, je moiné je

uchovavat v 4 °C. Pro propagaci patogent v laboratorni teploté
podavame larvam jako potravu mirné navlhéené mumifikované ovoce (kfizaly). V ptipadé
pouziti kvasiciho substratu je nutné zajistit absorpci vytékajicich stav a dokonalou vyménu
plynd. K jimani stav se dno chovné nadoby naplni sadrou, kterd se po zatvrdnuti necha
vyschnout nebo se pouziji suché granulky hydrogelu. K provzdusnéni se pouzije zakryti nadoby
tkaninou (monofil, muselin).

K propagaci patogen( za pokojovych podminek je mozné larvy ponechat v napadenych
rostlinnych organech, nejlépe v papirovych obalech (ve velmi suchém prostredi je mozné
udrzet pfimérenou vlhkost vsunutim do LDPE sacku). U peckovin je z praktického hlediska
vhodné oddélit larvy od duZiny a osusit je, aby se predeslo obtizné zvladnutelnému rozvoji
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plisni a kvasinek. Nevyhodou je, Ze neni mozné priibézné sledovat vyvoj infekce. Pfi zjisténi
kaddver( je vhodné provést kontrolu, nejedna-li se o larvy paralyzované imagy parazitoidu
nebo usmrcené jejich larvami (obr. 10).

K propagaci patogen lze pouzit udrzovaciho chovu larev (nebo
i vajicek a kukel) v celulézovych sendvicich (obr. 11). Sendvic je
tvoren 3 vrstvami lisované buniciny (napf. vlozky do vinafskych
deskovych filtrd, material na vyrobu pivnich podtacku apod.). Spodni
a svrchni vrstva zUstava celistvd, do stfedni jsou vyrazeny kom(rky,
do kterych se umisti larvy. Sendvic se stahne gumickami nebo klipsy,

. .. . . . | Obr. 10 Pfitomnost vajicka
navlhci vodou a uloZi do LDPE sacku. Vajicka a kukly, u nékterych nebo  larvy  parazitoida

druh( i larvy dokoncuji vyvoj do dalSiho stadia. Starsi larvy, pokud signalizuje, Ze kadaver larvy

kvétopase jablonového neni
disledkem mikrobidlni
infekce.

vyZaduji specidlni vyZivu, ve vyvoji nepokracuji, nicméné Ziji
dostate¢né dlouho na to, aby se v nich rozvinula infekce. Metoda
umoznuje pribéznou kontrolu infekce.

Larvy subkortikolniho hmyzu sbirdme oddélenim klry s lykem od dreva. Kadavery se na
misté seberou pinzetou a prezivajici larvy transportujeme do laboratore i s klirou oddélenou
od dfeva. Ktomu se odstrani vSechny larvy mimo chodby a viditelné mechanicky poskozeni
jedinci. Na takto pripraveny vyrez klry pfilozime stejné velky vyrez kiry Skidcem nenapadené,
a to lykovou ¢asti k sobé. Vznikly sendvi¢ pevné sevieme vhodnou svorkou (napf. modelafskou
svorkou) a v LDPE sacku transportujeme do laboratore, kde mizeme postupné sledovat vyvoj
infekce.

Obr. 11 Vajicka chrousta madalového (vlevo) a larvy kvétopasa jabloriového (uprostfed) v komdarkach
bunicinového sendvice. Larvy lykoZrouta smrkového infikované entomo - patogenni houbou v korovém sendvici
(vpravo).
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Sbér imag broukl je jednodussi, a kromé individudlniho
ruéniho sbéru nebo sbéru pinzetou se uplatiuje predevsim
sklepdvani do sklepavadel nebo entomologickych siték
a smykdni. Ziskany materidl se uklddad a transportuje
v nadobkidch (napf. kelimky na koprologické vzorky)
opatienych perforacemi pro vyménu plynu. Do kelimku se vlozi
bunicina k odsavani vodniho kondenzatu a pripadné i vhodna :
potrava. Podobné jako larvy, resp. spolu slarvami, se daji Obr. 12 Imaga polnika
ziskdvat imaga predeviim invaznich broukl celedi fybizového ziskané z  kefd
lesknackovitych, z kvasicich substratu jak individualnim sbérem \c/e;gg?;o :::E;Chsj "‘::;Ié::]n%v;;
pinzetou, tak odchytem pfes sito. Imaga invazniho lesknacka rybizu.
amerického (Glischrochilus quadrisignatus), jsou silné
pritahovana kvasicim ovocem a vini kvasnych produktd (obr. 13). Je proto mozné v mistech
vyskytu provadét odchyt do lapdkli s navnadou (napf. lapaky s navnadou pro octomilku
japonskou). K ziskani Zivych brouk z kapalnych navnad je tfeba provadét kontrolu i vicekrat
za den, Ulovky zcedit, promyt vodou a vysusit buni¢inou. V horkych letnich dnech, v dobé mezi
17.-19. hod. nalitim octomilkové navnady nebo vloZzenim prezradlého bananu na misku nebo
do kelimku na stfese osobniho auta
prildkame velké mnoiZstvi imag, ktera
dobfre létaji, pristavaji kolem navnady
a daji se snadno sbirat exhaustorem.

Podobné jako motyli, i brouci se
daji ziskdvat lovenim do suchych
lapakQ s atraktantem. S ulovky se

’ “:j"‘ ] . ';Zv‘ ;
Obr. 13 Imaga invazniho lesknacka amerického (Glischrochilus zachazi stejné jako pfi ostatnich
quadrisignatus) na hnijicich broskvich (vlevo) a na hladiné navnady metodach sbéru imag (viz vyse).

lapaku na octomilku japonskou.

Lapaky by mély byt umistény ve stinu
listd a kontrolovany kazdy den.

Specifickou metodou je sbér vzorku invazniho slunécka vychodniho (Harmonia axyridis).
Larvy i imaga se ziskavaji individualnim sbérem v ohniscich pfemnozeni stromovych msic nebo
mer, popf. sklepavanim do sklepavadel nebo do entomologické sitky. Ke sbéru imag se pouzije
specidlni miskovita pinzeta na hmyz nebo exhaustor. Z exhaustoru se jedinci dobfe presypavaji
do transportnich nadob po narkotizaci CO,. Do transportnich dobfe vétranych nadob se
imaglm vkladda bunicina, na kterou se pfi delSim transportu injekéni stfikackou nebo stfickou
vstfikuje voda. Pro larvy se do nadoby vklada ¢ast rostliny, na kterou se nasypou msice nebo
mery (rostlina nemusi byt Zivnou rostlinou msic a mer). V laboratofi se premisti ulovek do
Petriho misek s potravou, kterou mohou byt msice, mery, vajicka motyli (napf. Plodia
interpunctella, Ephestia kuehniella apod.). Obé stadia ochotné pfijimaji i ndhradni potravu
(napf. tésto z medu, kvasnic a pylu orobince). Pfi pouziti nahradni potravy je tfeba zasobovat
slunécka i zdrojem vody (vIhéeny tampon z buniciny) (obr. 14).

Pfes cetné snahy nebyla u tohoto druhu zatim zjisténa Zadna vyznamnd mikrobialni
infekce. AZ neddvno se v Evropé zacala sifit a stoupat infekce zplsobena druhové specifickou
houbou Hesperomyces harmoniae, ktera se vyskytuje na dospélcich po celou vegetacni
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sezonu, ale jeji vyskyt kulminuje
na podzim. V tomto obdobi Ize
k jejich sbéru vyuzit masové _
migrace imag do zimovist | : iy
a vyhledavani mist pro '
zimovani, jako jsou travni drny,
lidska obydli, parapety. Dochazi
k tomu po sniZeni teploty blizko
k0 °C. Signdlem pro ,start” je
pak opétovné zvySeni teploty na 18-20 °C. Vlastni let pak probiha za slune¢ného pocasi
v dennich hodinach pfi teplotdch nad 15 °C. Slunécka vyuZivaji tzv. hypsotaxi, orientaci na
dominanty obzoru, na které naletuji v tisicich jedincd. Na sténach budov se snadno odchytdvaji
imaga exhaustorem a po narkotizaci CO; se presypavaji do kelimku s otvory pro vyménu plynu,
do kterych se vlozi bunicina. Kontrola infekce se provadi opét po narkotizaci. | dlouhodobé je
mozné slunécka skladovat v chladnicce.

Pti uplatnéni metody je mozné zaroven ziskdvat i dalsi invazni druhy vyuzZivajici hypsotaxi,
jako je knézice mramorovana (Halyomorpha halys), knézice zeleninova (Nezara viridula) nebo
vroubenka americkd (Leptoglossus occidentalis). Imaga slunécka vychodniho naletuji i do
svételnych lapacli, které jsou vhodnym prostfedkem pro monitoring sezonniho vyvoje
entomopatogenni houby Hesperomyces harmoniae.

Obr. 14 Chov larev (vlevo) a imag (vpravo) invazniho slunécka vychodniho
na nahradni potravé.

1.3. Sbér zastupct fadu dvoukfridli (Diptera)

V popredi zajmu v ramci tohoto radu jsou celedi octomilkovitych (Drosophilidae),
vrtulovitych (Tephritidae) a bejlomorkovitych (Cecidomyidae), zahrnujici jedny z hospodarsky
nejvyznamnéjsich neplvodnich druha.

Prestoze z Celedi octomilkovitych se soucasti nasi fauny stalo vice neplivodnich druhf,
véetné octomilky obecné (Drosophila melanogaster), pozornost je vénovana hospodarsky
nejvyznamnéjsi octomilce japonské (Drosophila suzukii). Nicméné k patologickému vysetifeni
by mély byt brany v avahu i dalsi druhy, které prichazeji s octomilkou japonskou do styku,
sohledem na moZnou vzdjemnou
prenosnost patogen.

Larvy octomilky japonské
ziskavame ze zrajicich az zralych ploda
ovoce. Vybiraji se takové plody, které
nenesou znamky poskozeni (okousani
vosami, poskozeni kroupami, vyletove Obr. 15 rtvé larvy z ovoce obsahujiciho antokyéy (ostruziny,
otvory vrtuli apod.). PoSkozené plody &ervené vino) se barvi, zivé zistavaji bilé.
hosti spiSe jiné druhy octomilek. Plody
se prepravuji v prodysnych nadobach, chranéné pred ostatnimi octomilkami jemnou sitovinou
a zpracovavaji se v laboratofi,,vyluhovanim“ (obr. 15). Plody v sité (cedniku) ponofime do misy
s hypertonickym roztokem chloridu sodného (82 g kuchyriské soli na 1 litr roztoku), ve kterém
larvy z plod( vylézaji. Po 2 hodinach se larvy v mise procedi hustym sitkem, proplachnou vodou

P
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a poloZenim dna sitka na polStarek z buniciny se vysusi. Nehybné larvy se ihned patologicky
zpracuji nebo zamrazi, Zivé se uloZi v uzaviratelné nadobé do chladni¢ky k pozdéjSimu
zpracovani.

Z drobného ovoce je moiné ziskat larvy také vloZenim
ovoce do neprodySného PE sacku s jezdcem a vystaveni
teploté cca 30 °C (obr. 16). V dlsledku nedostatku kysliku za
vysoké teploty larvy opoustéji plody a lezou po sténdch sacku.
Ovoce se ze sacku vysype a larvy vyplachnou vodou do sitka.
Dale se postupuje jako v predchozim pripadé. K ziskani
dospélych octomilek japonskych lze pouzit nékolik metod

Obr. 16. Maliny v neprodySném PE L, L, . o
sacku jako zdroj larev octomilky efektivnich v dobé nejvyssi abundance, tj. od srpna do fijna.

japonské. Pokud je zndmo silné ohnisko na malindch nebo ostruzinach,

je moiné exhaustorem za svitani dobre lovit imaga na
plodech. KdyZz pomine nocni chladova strnulost hmyzu, je metoda neefektivni. Podobné pfri
stmivani a tésné po setméni se daji smykat nebo lovit exhaustorem hlavné samci D. suzukii,
kumulujici se na koncich letorostl a listd. Nejefektivnéji se imaga ziskavaji sklepdvanim do
entomologické sitky z plodenstvi bezu cerného, maliniku
a ostruziniku nebo z trst plodd tfesni a visni. Mavani sitkou nad
periférii koruny (vétvi) tésné pred zapadem slunce poskytuje
nejlepsi vysledky lovu. Ve stejné dobé je mozné lovit octomilky
stejné jako lesknacka na stfeSe automobilu exhaustorem.
K pfilakani se pouzije navnada z octa a Cerveného vina, &
pfipravenda dle popisu v jiz dfive vydané metodice >

. - , i L. Obr. 17 K odchytu octomilek se
(Ourednickova et al., 2024). Ze sitky se vychytavaji exhaustorem pouiiva  exhaustor  (vlevo).
a po narkotizaci CO presypavaji do transportnich nadob (obr. K imobilizaci imag se pouzije COs,
17). Osvédcily se PET kelimky s vickem perforovanym velkymi pfivadény hadickou z tlakové
otvory, pod které se vklada sifovina. Zivotnost octomilek se POMPY do exhaustoru.
zvySuje vloZenim ukrojku jablka. K absorpci Stavy, vytékajici
z ovoce se dno naplni sddrou nebo vrstvou hydrogelu (obr. 18).

K ziskani imag octomilky japonské, zejména ke studiu dynamiky infekci patogeny, je
mozné pouzit monitorovaci
lapaky z200-250 ml PET
kelimkt, opatfenych bocnimi
vletovymi otvory
s hmozdinkami a dnem
pokrytych ztuhlou sadrou (obr.
18). Navnadou se nasyti sadra.
ProtoZe ta zpocdtku reaguje
s kyselinou % navnadé,

Obr. 18 Konstrukce lapaku: pfidani ukrojku jablka jako vyZivy imag
ulovenych octomilek, drevitd vata k ochrané imag pred utopenim ve
vysrazené vodé na sténdach lapaku. doporuCuje se po jejim

zatvrdnuti a vysuSeni ji zalit
octem, potom znovu vysusit a teprve potom nasaknout ndvnadou, mnozZstvim, které se 100%
vsakne a nevytvari na povrchu kapalny film. Selektivitu ndvnady ve sméru k octomilce
japonské je mozné zvysit pridanim hiebickové silice (eugenolu) v koncentraci 0,01% ndavnady.
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Pfi kontrole se cely lapak sejme, uzavie do PE sacku s jezdcem, do kterého se vpousti vsunutou
hadickou CO; z tlakové lahve pro imobilizaci ulovku (obr. 17).

V laboratofi se premisti ulovky do plastovych Petriho
misek, na jejichZ dno se poloZi tenky platek jablka (¢im
nezralejsi, tim lepsi — nizsi obsah cukrli omezuje rozvoj plisni).
Vzorky se exponuji 10—14 dni. Poté se Zivi jedinci volné vypusti
a kadavery patologicky zpracuji. Kondenzaci vody odparené
z ovoce na vicku misky zabranime udrZzovanim stdlé teploty.

Specialné ke studiu infekce entomopatogenni houbou
Entomophthora muscae je predchozi technika modifikovana.
Do stejného PET lapaku se pred ztuhnutim sadry zapichne
drevéna Spejle, a kromé nasyceni sadry ndvnadou, se do lapdku
vlozi ukrojek jablka. Protoze tyto lapaky se exponuji od konce

Obr. 19 Instalovany lapak (vlevo), srpna do konce fijna, zpUsobuji nizsi no¢ni teploty kondenzaci
kadavery octomilek, \nqni pary na sténach kelimku. Aby se ulovené octomilky
kumulovanych na 3pejli, se B . .. B L B
sporulujici entomopatogenni ¥ kondenzatu neutopily, vloZi se do kelimku drevita vata, které
houbou (vpravo nahote), uloveny davajiimaga prednost pied sténamilapdku (obr. 19). Lapdaky se
samecek o. japonské (uprostred) exponuji 2-3 dny. Pfed sejmutim se vstupni otvory zaslepi
a zaslepeni  vletovych otvord . , ‘v s
olastickou hmotou (dole). plastickou hmotou (plastelina, sklenarsky tmel), aby se
zabranilo uniku ulovk, a hlavné
vstupu necilovych druh v laboratofi. Cely lapak se sejme a v
pokojovych podminkach exponuje 10—14 dni. Charakteristické
kaddvery se soustfeduji na 3Spejli, ze které je po expozici
pinzetou sejmeme a patologicky zpracujeme. Delsi expozice je
nelcelnd a vede k sekundarnim saprofytickym infekcim. Zivé
jedince po této dobé muiZeme povazovat za neinfikované.
Dosavadni vyzkum relaci mezi o. japonskou
a entomopatogenni houbou E. muscae prokazal interspecificky

¥ . - . ., . Obr. 20 Rozdéleni ulovku
pfenos patogena, ale stdle nedoreSenou otdzkou zUstava octomilek do vice nadob.

infek¢nost a virulence lokdalnich sérotypld a konspecificky

transfer v populaci o. japonské, stejné jako mezisezonni konspecificky transfer. Podle vysledku
vyzkumného projektu NAZV QK22020019 v c¢astech zamérenych na tohoto patogena bylo
prokdzano Siroké rozsifeni na necilovych druzich octomilek i jinych dvoukfidlych. Zaroven se
vSak ukazalo, Ze k infekcim o. japonské dochazi predevsim (ne-li vyhradné) pfenosem z jinych
druh(, a to predevsim na konci léta. K dalSimu vyzkumu patogena, jeho pfirodnich zdrojd,
jejich vyznamu v pfenosu na o. japonskou, popf. i jejich vyuZiti k fizenému prenosu, je tedy
nezbytné zabyvat se jim i u jinych octomilek.

Zdroje octomilek a houby se nachazeji ve skladkach matolin z letniho ovoce, na
kompostech a v kontejnerech na bioodpad. Ziskani biologického materidlu je jednoduché.
Staci mavani entomologickou sitkou nad bioodpadem, resp. nad kontejnerem. Vhodnym
terminem je druhd polovina ¢ervna a od konce srpna do za¢atku fijna. Ulovek se rozdéli do
vice nadob, ale pocet na jeden kelimek by se mél pohybovat mezi 50-100 jedinci (obr. 20).
Vétsi mnoiZstvi vede k Uhynu octomilek jiz béhem prepravy a mnoizstvi takto vzniklych

kadaver( je nezpracovatelné.
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Z Celedi vrtulovitych je sledovano pét druhl, z nichZ jeden (vrtule tfesnova) je autochtonni
a je bran v Gvahu jako potencidlni zdroj vzajemné prenosnych patogenli a model pro praci
s vrtuli viSiovou. Ziskavani larev vrtule tfesnové (Rhagoletis cerasi) (obr. 21) a vrtule visSfiové
(Rhagoletis cingulata) je mozné provadét tfremi technikami:

1. Vyluhovanim tfesni nebo visni hypertonickym solnym
roztokem postupem, uvedenym u octomilky japonské.
Vrtule tfeSfnovd se ziskava z trfeSni béhem 4. — 8.
tresnového tydne sladkych odrdd visni a svétlych
ptacnic. Vrtule viSfiova se ziskava od poloviny Cervence
z tfeSni 7. — 8. tfeSiového tydne visni a tmavych ptacnic.
Je nutné pocitat s tim, Ze ve vzorcich na vrtuli viSfiovou
jsou u nas doposud nalezy tohoto druhu sporadické
a naprostd vétsSina larev patfi vrtuli tfesSnové. V pripadé
Obr. 21 Larva vrtule tfeSnoveé pozitivniho patologického nélezu je nutnd determinace
larvy genetickou metodou. Plody se sklizeji i se stopkou,
aby se zabranilo vytékani stavy.
2. Misto vyluhovani nasypeme plody bez odstopkovani do suchého sita a za svitani vybirdame
z misy larvy, které plody opustily a patraji po misté k zakukleni. Larvy je nutné jen kratkodobé
ulozit v4 °C lépe v - 20 °C, protoze zakratko se svlékaji do puparia a kukli se. U vi$ni ¢asto
dochazi pres vsechny snahy o vytékani stavy do misy s larvami. V tomto pfipadé doporucujeme
larvy oplachnout v sitku vodou a vysusit bunicéinou.
3. Pod treSen nebo visen se rozloZi plachta, na kterou vypadavaji z plodl larvy. Ty je nutné po

rozednéni sbirat a okamzité zchladit nebo zmrazit.

Obr. 22 Plastové kybliky pro transport plodd pro odchyt larev vrtuli (vpravo). Ofechy obsahujici larvy vrtule maji
cernou, mokvajici rubinu (uprostred). Plody rakytniku napadené larvami vrtule rakytnikové (vlevo).

Plody se prepravuji v plastovych otevienych kyblicich nebo karténovych krabic¢kach (obr.
22 vlevo). U visni, kde ¢asto dochazi k vytékani stavy z plod(i se doporucuje dno nadoby vyloZit
absorpénim materidlem (bunicina, hydrogel, piliny) a pfed pfenesenim na sito odstopkovat
plody. Kratkodobé se ziskané larvy uchovavaji v 4 °C, pro pozdéjsi zpracovani se mohou larvy
zamrazit.

Larvy vrtule ofechové (Rhagoletis completa) se ziskavaji stejné jako larvy tresriovych vrtuli
podle bodu 2) a 3). Podobné jako larvy octomilky japonské, pokud jsou ofechy uzaviené po
dobu 2-4 hod. do neprodysného PE sacku s jezdcem, zacnou po otevieni sacku opoustét

rubinu. Larvy, které dokoncily vyvoj, maji pozitivni geotaxi a prolézaji na dno sacku, popfr.
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pokud jsou ofechy na sité, propadaji do misy. Mladsi larvy naopak vykazuji negativni geotaxi
a maji tendenci lézt smérem vzhlru a unikaji ze sacku i misy a pokud jsou uchovavany
v pokojovych podminkach, hynou. Diky pfitomnosti vétsiho poctu larev v kazdém orechu je
snadné jejich ziskdni vybirdnim pinzetou z chodeb v rubiné po jejim rozfiznuti (obr. 22
uprostred).

Larvy vrtule rakytnikové se ziskavaji technikami uvedenymi u tfeSfiovych vrtuli pod body
2) a 3). Pfitomnost larev vrtule se snadno poznd podle zmény
barvy a konzistence plodd (obr. 22 vpravo). Larvy vrtule = % _
velkohlavé (Ceratitis capitata) je mozné izolovat z plodu p' ‘
stejné jako u tfeSnovych vrtuli podle bodu 2) a 3). U tfesni a L 8 1S
visni je mozna zaména s treSnovymi druhy vrtuli. V pfipadé
pozitivniho patologického ndlezu je nutna determinace larev
molekuldrné genetickou metodou. U velkoplodého ovoce
(Svestky, meruriky, broskve, jadroviny) je mozné metodu

v _vv

izolace suchym sitem Obr. 23 Imago vrtule tfesnové

modifikovat pouzitim

prepravnich bedynek na ovoce misto sita. Misto mis se
pouzije tac se zvySenym okrajem adekvatni velikosti, nebo
se kolem bedynky zhotovi bariéra z pasl kartonu,
fixovanych na vnéjsim obvodu lepici pdskou, pod které
Obr. 24 Jeden z typl McPhailova lapédku larvy po vypadnuti z bedynky zalézaji.

(vlevo). Imago vrtule prilepené pouze Diky pfitomnosti vétiiho poctu JV ‘

W)
sl '

koncetinami k lapaku(vpravo). . , ;.. ;s
larev je také snadné jejich ziskani

vybirdnim pinzetou z chodeb ve vétsich plodech po jejich rozfiznuti.
Nebezpeci zdmény s larvami octomilek je minimadlni, protoZe larvy jsou
vzajemné snadno rozliSitelné. Zdména je mozna s larvami vrtule ofechové ‘8 y ;
na nektarinkach v blizkosti napadenych ofechovych sad( nebo aleji. % ’ 3
K ziskdvani imag vrtule tfesSiové a vrtule orfechové pro patologicka ‘ ‘ . >

25 Dosp;Iec

vySetieni je nejefektivnéjSi metoda sklepavani do entomologické sitky op,.
v mistech rdstu plodd v dobé, kdy samicky kladou vajicka (obr. 23). Ze sitky ostnohtbetky
se imaga vychytavaji exhaustorem a k pfenosu do prepravnich nddobek se laergz::ké naﬁxoéi:z
narkotizuji CO,. Jako pfepravni nadobky se osvédcily kelimky na odbér lepoveé desce.
koprologickych vzork(, perforované pod vickem malymi otvarky pro
vymeénu plynl nebo PP zkumavky. Imaga jsou citlivd na nedostatek vody. Proto se doporucuje
na dno kelimku nalit vrstvicku sadry, ktera se zvlh¢uje vodou nebo suspenzi prevarenych
kvasnic v cukrové vodé. Ve zkumavkach se nechd sadra zatvrdnout v Sikmé poloze (podobné
jako Sikmy agar). V téchto nadobkach je mozné udrzovat vrtule i dlouhodobé pfi laboratorni
teploté, a to aZz do jejich Uhynu nebo objevu plisni na sadie. Oba zminéné druhy se daji nasdvat
exhaustorem primo z plodu, pokud je to ¢asové rentabilni s ohledem na populaéni hustotu.
U v. ofechové jsou jinak ostrazitd imaga snadno polapitelna exhaustorem v dobé, kdy je jejich
pozornost odvedena pro né esencidlnimi ¢innostmi, jako je boj samcl o samici nebo pareni.
Imaga vsech zminénych vrtuli jsou ldkana Zlutou barvou a vétSinou i atraktanty. K jejich
ziskavani pro patologicka vysetieni je tedy mozné vyuzit Zzluté zbarvené lapaky, ale efektivnost
odchytu je nejnizsi ze vSech zminénych metod. Specialné pro vrtule je uréen McPhailtv lapak
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v riznych modifikacich (obr. 24). Jako atraktant se u vrtule tfesriové pouzije uhli¢itan amonny,
hydrogenuhli¢itan amonny nebo octan amonny.

Naopak Zluté optické lapaky jsou velice ucinné, ale typy, které jsou natfeny viskdznim
polymerem jsou pro patologicka vySetfeni nevhodné. Lep prosycuje uloveny hmyz, s Ulovkem
se obtizné manipuluje a méni strukturu tkani a bunék.

Presto existuji vyjimky. Na odchyt vrtule ofechové v silné napadenych ohniscich Ize pouzit
upravené lapaky REBELL amarillo, exponované na dobu 15-30 min na spodni vétve ofech( za
jasného dne a bezvétfi mezi 10.—17. hodinou od konce ¢ervence do konce srpna. Modifikace
spociva v tom, Ze pred pouZitim se Spachtli setfe lep na minimalni vrstvu (vyrobcem nanesena
vrstva lepu je pfilis silna a vede k pfilepeni imag télem a prosyceni polymerem), na kterou se
imaga pfichycuji pouze nohama (obr. 24).

Podobné se daji pouzit u vrtule viSiové a v. rakytnikové Zluté lepové desky s tuhym,
termicky nanasenym lepem. Exponuji se v dobé letu imag a kontroluji po 1-2 jasnych, teplych
dnech. Dospélci se lepi koncetinami, télo zUstava volné a uloveni jedinci Ziji. V obou ptipadech
se ulovky opatrné z lapaku sejmou pinzetou a ukladaji ve zkumavce. Vétsina jedincl je pfi
snimani poranéna odtrZzenim nohou a/nebo kfidel a brzy hynou. Proto se Ulovky zpracovavaiji
co nejdfive nebo zamrazi.

1.4. Sbér zastupcu radu polokridli (Hemiptera)

U podfadu mSicosavi (Sternorrhyncha) patfi mezi nejvyznamnéjsi patogeny
entomopatogenni houby. U puklic a Stitenek (nadceled Coccoidea) nebo msic (ncel.
Aphidoidea) se provadi vizualni kontroly kolonii na
zivnych rostlinach. Kadavery ocividné napadené
houbami se sejmou preparaéni jehlou do
mikrozkumavek nebo zkumavek, ve kterych se
prepravuji a nasledné podchlazené nebo zamrazené
uchovavaji k patologickému zpracovani.

Z podifddu kfisG (Auchenorrhyncha) se
ostnohibetka americkd (Stictocephala bisonia)
ziskava sklepavanim nebo smykdnim. Nymfy se JgL*8 T8 ¥
vyskytuji na vojtésce nebo kopfivach, imaga Obr. 26 Kolonie nymf a imag voskovky
predevSsim na cerném rybizu, maliniku, ofesaku zavlecené na kopfivach.
kralovském, tfesnich a révé vinné. Sbiraji se exhaustorem s nasavaci trubickou vétSiho
praméru. Transportuji a uchovavaji se v nadobkach provzdusnénych perforaci stén nebo vicka.
Do nadobky se vklada list orfesdku (nebo rybizu, tfesné, meruniky apod., ale ty rychleji
vysychaji) nebo kousky koptivového stonku. Pokud list zavadd, nahradi se novym.

Dospélé ostnohfbetky nalétaji na Zluté optické lapaky, na které se zpravidla lepi
prodlouzenym Stitem, takZe organy ulozené v hlavé, hrudi a zadecku nejsou prosyceny lepem
a uloveny hmyz je patologicky zpracovatelny (obr. 25). V jesté lepSim stavu jsou jedinci uloveni
do suchych feromonovych lapak( na knézici mramorovanou. Zivi jedinci jsou zeleni, kadavery
rychle zezloutnou nebo hnédnou. Ulovky nejsou pfili§ pocetné, ale koresponduji s poctem
imag ziskanych pfi 100 sklepnuti.
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Voskovka zavlecena (Metcalfa pruinosa) se ziskava sklepavanim do sitky, a to jak nymfy,
tak imaga. Nymfy se nejéastéji vyskytuji na koprivé dvoudomé kukliku méstském a pajasanu
Zldznatém, imaga na trnovniku akatu, javorech a oresaku kralovském (obr. 26). Obé stadia
dobfe skacou a snaii se
uniknout ze  sklepavadla.
Ulovky ze sitky se vyklepou do
zipovaciho sacku, ze kterého se
vyklepou nebo vybiraji po
narkotizaci CO,. Transport
RS idalsi udrzovaci chov se
Obr. 27 Nymfa a imago kné&¥ice zeleninové o provadi v papirovych miskach

s PET vickem, perforovanych
pro vymeénu plynl (polévkové misky), do kterych se vlozi ustfizky stonk( koptivy dvoudomé
i s listy. Nymfy se daji z pocetnych kolonii rukou sklepavat ze Zivné rostliny pfimo do misky,
nebo se do misky opatrné odstfihuji lity s kolonii.

Z podradu plostic (Heteroptera) je zakladni metodou sbéru sklepdvani nymf i imag do
sklepavadla nebo sitky. U druh(, které jsou z ovocnarského hlediska v popredi zajmu, se
provadi na Zivnych rostlindch, na kterych dochazi k agregaci jedincl. U knéZice zeleninové
(Nezara viridula) k takovym rostlindm patfi bez Cerny (Sambucus nigra) a bez chebdi
(Sambucus ebulus) ve stadiu zelenych,
fialovych i zralych peckovicek (obr. 27).
Sklepava se z vrcholovych plodenstvi.
Ulovek se pinzetou prenese do vhodné
provzdusnéné nddoby, do které
pfedem nastfihdme nékolik vétvicek
plodenstvi bezu. Ve stejnych nadobach
je mozné knézice transportovat, i ddle
v laboratornich podminkach chovat. gusnatém lusku jerlinu japonského (Sophora japonica) a imago
Nymfy tohoto na naice javoru (Acer sp.).
druhu se daji
dobre ziskavat oklepanim z plodi zelenych az zrajicich raj¢at, které
preferuji pfed ostatnimi rostlinami. K patologickému vySetfeni jsou
dobre pouzitelné ulovky do feromonového lapaku. Diky tomu, Ze
kromé sexualniho feromonu se soucasti atraktantu i kairomon,
vyskytuji se v lapdacich i nymfy knéZice mramorované (obr. 28, 29).

Oba druhy knézZic vykazuji hypsotaxi a naletuji spolu se
sluné¢kem vychodnim na stény vhodnych budov. Kromé sakralnich

Obr. 29 Lapdk na kné&7ici budov jsou preferovany také budovy Cerpacich stanic s velkymi

mramorovanou parkovisti kamiéon( a v intravildnech mést panelové domy. Oba druhy

také naletuji na svételné lapace, které v lokalitdach s vysokou

abundanci patfi k vyznamnym zdrojim materidlu pro patologickd vysetifeni, zejména pro
monitoring dynamiky nakaz. Casto se také seskupuji kolem svétel na sténach domi.
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Dalsi neplvodni druh plostice, udavany jako

prileZitostny Skidce broskvi, je blanatka lipova (Oxycarenus
lavaterae) (obr. 30). Patologické vzorky (nymfy i imaga) Ize
snadno ziskat sklepavanim z plodnych vétvi lip (Tilia spp.).
Jedinci sklepnuti ze stromu se presypou do pfipravené
provzdusnéné nadobky, naplnéné lipovymi ofisky.
Vybérové se mohou ze sklepavadla sbirat exhaustorem, ze
kterého se snadno vyklepdavaji do prepravni nddobky. Ve
stejné nddobce se daji plostice uchovavat delsi dobu pfi
laboratornich podminkach a mlze v nich probihat i dalsi
vyvoj nymf. V pfipadé potreby se dopliiuje/vyménuje
potrava.
Od konce srpna do fijna se blanatky seskupuji na kmenech lip nebo na budovach ¢i jinych
stromech, odkud se snadno pinzetou shrnuji do pfipravené nadobky. Zpocatku prevazuji
nymfy, s postupem casu jsou stdle vice zastoupena imaga. V zimnich mésicich se na stejnych
mistech daji pfezimujici imaga sbirat v hibernakulich u paty stromu. Sbiraji se do nddobek se
suchym listim nebo zmackanym papirem a uchovavaji se v chladnicce.

Obr. 30 Blanatka lipova na lipé

o vz

1.5. Sbér druht radu blanokfidli (Hymenoptera)

Patologicky material se ziskdva podobné jako je tomu u motyld. Volné Zijici housenice
Siropasych blanokfidlych (podrad Symphyta) se sklepavaji do sklepavadla nebo do sitky
a pinzetou se vybiraji do provzdusnénych kelimku. Vedle list(i Zivné rostliny se housenicim do
nadobky vkladd také savd bunicina, kterd odsava vyvrhovany obranny exkret (smés chymu
a slinnych exkret(l). Pokud se housenice ddle v kelimku chovaji, je nutné doplfovani potravy,
vyména buniciny a zaroven odstranovani exkrementl (ty je mozné patologicky vysetfovat,
protoZe casto obsahuji patogeny,
vymésované spolu s trusem).
Kratkodobé se housenice
uchovavaji v chladnicce pfi 4 °C,
dlouhodobé v zamrazeném stavu -
20 °C.

Mnoho druhlG této skupiny
hmyzu klade skupiny vajicek nebo
je klade jednotlivé, ale v malych ; ‘
prostorovych rozestupech. | g AT

Housenice se pak  vyskytuji Obr.31Holozir larev pali¢natky P. guadrimaculatus na hlohu (vlevo).
Housenice pali¢natky na kmeni stromu (vpravo).

_

v pocetnych skupindch nebo
dokonce vytvareji hnizda opredena
hedvdbim. Svoji pfitomnost mohou signalizovat zietelnymi holoziry (obr. 31). V téchto
pripadech se material sbird ru¢né pinzetou a hnizda se odstfihuji i se zapredenou ¢asti Zzivné
rostliny. Jednotlivé housenice se ukladaji do vyse popsanych kelimk(, hnizda se vkladaji do
papirovych sackul, vsunutych do sackt z HDPE k zabranéni vysychani.
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Béhem sbéru se separované ukladaji do zkumavek nalezené kadavery, které byvaji pevné
pfichyceny na listech a vétvickdch Zivné rostliny, ale vyplati se patrat po nich
i v nezatravnénych ploskach pod korunou a u paty kment, kde se
Casto vyskytuji a kupi.

Pali¢natka Palaeocymbex quadrimaculatus zplsobuje holoZiry
na tresnich, visnich a hlozich. Po dokonéeni vyvoje housenice
slézaji po kmenech do detritu, kde v hustém kokonu prezimuji
a kukli se. Tato pali¢natka byva silné napadana zatim blize
neuréenym virem, ktery housenice usmrcuje v dobé migrace do
detritu. Gumovité kadavery pak tvofi u paty kmene hromadky.

Druhy s krypticky Zijicimi karpofagnimi housenicemi se sbiraji
stejnym zplsobem, jak je popsano u kryptickych housenek motyl(. Druhy s podobnym
zplUsobem Zivota jako ma pilatka zZlutonohd (Hoplocampa flava) se daji z napadenych plodi
ziskat vybranim pinzetou po rozfiznuti plodu nebo se plody nasypou do hrubého sita
a housenice opoustéjici plody a propadaji do misy s vinitou lepenkou na dné (obr. 32).

Zvlastni pozornost si zasluhuje neptvodni druh, tmavka Svestkova (Eurytoma schreineri),
kterd se stala obdavanym sklidcem Svestek a ohroZuje i meruriky. K patologickému vysetifeni
larev se vzorky odebiraji na lokalitach, kde v ¢ervenci doslo k vadnuti a opadavani plodu (obr.
33). Plody napadené tmavkou jsou mumifikované, mirné nafouklé, bez stopky. Pokud maji
mumifikované plody stopku, jsou ploché a ¢asto v chuchvalcich,
jedna se o monilidzu.

Prestoze vzorky plod( se daji odebirat od cervence do
konce bfezna nasledujiciho roku, doporucujeme provadét je az
i @‘ v pribéhu brezna. Larvy jsou dobfe ukryty v mumifikované

duZiné azdfevnatélé pecce. Az po dlouhodobém kontaktu

é e. ' s vlhkou pldou je umoznéno patogendm pronikani do pecky

k larvé. Pfi vzorkovani se fidime vzhledem opadanych plodd.

br. 33 Plody a pecky Svestky z3arukou vyskytu larev tmavky jsou mumifikované plody (obr.

napadenetmaVkou Svestkovou. 35, horni fada) a to i takové, které maji prasklou

mumifikovanou duzinu nebo jsou na pecce jen jeji zbytky. Vyjimecné se larvy nachazeji

v ,,novych peckdch”, které byly zbaveny duZiny pozienim nebo hnilobou (obr. 35, spodni fada).

U starych pecek, charakteristickych tmavsi barvou a zpravidla i rizné velkou kontaminaci

padnimi ¢asticemi, vyloucime pecky s dirkou (z téch se jiz vylihla imaga) a pecky které pfi
stisknuti mezi prsty jsou houbovité mékké (starsi nez 2 roky) a puklé ve Svech.

Obr. 2 Larva  pilatky
Zlutonohé v plodu Svestky.
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Sebrané plody a pecky se v prodysnych
obalech (papirové krabicky nebo tubusy)
piepravi do laboratore a uloZi az do zpracovani
v 4 °C. Krypticky (uvniti pecek) Zijici larvy se
ziskaji  louskdanim mumifikovanych plodU
a pecek svérakem (jiné zplsoby louskani byvaji
destruktivni a dochazi pfi ném k vyznamnému
poranéni larev) (obr. 34).

Ziskané larvy se premisti do komurek
v celuldzovych sendvicich, jak bylo popsano
v Casti o propagaci patogenU krypticky Zijicich
larev broukli a exponuji v laboratornich
podminkach. PribéZnymi kontrolami se zjistuje stav vyvoje larev. K vysSetfeni se berou pouze
kadavery a larvy, které sice nejevi symptomy infekce, ale nereaguji na podrazdéni pinzetou.
Kukly Ize pokladat za zdravé a jakmile skonci kukleni, vyloudi se i zZivé larvy, reagujici na
podrazdéni, které predstavuji zdravou ¢ast populace s prolongovanou diapauzou.

Imaga se ziskavaji sklepavanim ze Svestek v ohniscich vyskytu béhem kvétna. Upfesnéni
optimalniho terminu je mozné provést instalaci a kontrolami Zlutych optickych lapaka. Ze sitky
nebo sklepavadla se sbiraji exhaustorem. Narkotizace neni tfeba, imaga se dobte vyklepavaji
do transportnich nadob. Jako pfepravni nadobky se osvédcily kelimky na odbér koprologickych
vzork(, perforované pod vickem malymi otvirky pro vyménu plynd. Do kelimkl se vlozi
nastfihany filtracni papir, jen mirné zvlhéeny vodou. Pfi laboratornich podminkach tmavky
neziji dlouho, proto se doporucuje vzorky ihned zpracovat, zchladit nebo zmrazit.

Obr. 34 Svérak pro louskani pecek
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2. VySetireni hmyzu v laboratofri

Entomopatogeny infikovany hmyz najdeme prakticky v jakémkoliv prostiedi — v padé, ve
vodé, na povrchu rostlin apod. Odliseni napadenych jedincl od nenakaZenych v ptirodé zavisi
na vnéjsi identifikaci priznak(l napadeni a pfitomnosti viditelnych znakl infekce. Napadeni
jedinci ¢asto vykazuji viditelné pfiznaky infekce, jako je zména postaveni téla, zména barvy,
projevy patogena viditelné skrz kutikulu, popf. pfimo viditelné napf. mycelium hub na povrchu
napadeného jedince, ztratu aktivity a zdjmu o potravu, letargii, neobvyklou pozici na rostling,
kfehky integument, mumifikaci v pfipadé larev atd.

Pokud sbirame uhynulé jedince, uchovdvdame je pred vySetfenim v laboratofi
v uzavienych vzorkovnicich. Pokud jsou jedinci stale aktivni a Zivi, pfeneseme je do laboratore,
kde je udrZujeme pfi Zivoté a postupné odebirame uhynulé jedince pro vySetfeni na
pfitomnost entomopatogent. Entomopatogen je organizmus, ktery, na rozdil od parazit(,
zplsobuje vétsinou rychly dhyn napadeného jedince. Mezi entomopatogeny patfi celad rada
tzv. mikrobidlnich kontrolnich agens (MCA — microbial control agents), mezi které se fadi napfr.
viry, bakterie, houby a nematodi.

Vétsina infekci mikroorganizmy ¢i nematody probihd inaparentné (skryté) uvnitf hostitell
a pro detekci patogenl je potifeba mikroskopické techniky, aby bylo moiné jednotlivého
entomopatogena presné urcit. Nékteré priznaky jsou spolecné pro skupiny entomopatogend,
napft. zbarveni nebo chovani napadeného hostitele, ale ¢asto mohou byt stejné nebo podobné
pfiznaky vysledkem pusobeni jinych faktord, napf. fyziologickych poruch vyvolanych
nedostatkem nebo nekvalitni potravou, otravou pesticidy apod.

Pro vSechny kroky izolace a identifikace entomopatogent, stejné jako pro molekularni
analyzy, je zasadnim poZzadavkem dodrZovani zasad spravné laboratorni praxe. Pracujeme ve
sterilnim a Cistém prostiedi, pred kazdou praci sterilizujeme nastroje, nadobi, roztoky (pokud
je to mozné) a pracovni plochu tak, aby nedoslo ke kontaminaci nasich vzorku. Prestoze drtiva
vétsSina entomopatogen( je pro Clovéka nesSkodn3, je potfeba zachovdvat urcitou opatrnost
pfi praci s nakazenym hmyzem. Néktefi roztoci (napf. r. Pyemotes) zplisobuji koZzni dermatitidy
u Clovéka, nékteré houbové patogeny (Candida spp., Aspergillus sp.) mohou v urcitych
pripadech byt pro ¢lovéka zdravi Skodlivé, stejné jako je tomu v pfipadé nékterych ricketsii.

2. 1. Priprava vzorku pro identifikaci/izolaci entomopatogena

Detailni vyzkum a izolace entomopatogenll vyZaduje preparaci hostitelského organizmu.
Prvnim krokem k ziskani cisté kultury patogena je povrchova sterilizace infikovaného
kadaveru, ale pouze v pfipadé, Ze se jedna o patogena, ktery napada vnitini tkané hostitele.
V pfipadé izolace entomopatogennich hub, které ve formé mycelia porlstaji hostitelskou
kutikulu neni tato povrchova sterilizace vhodna (viz déle).

Povrchova sterilizace infikovaného hostitele

Pokud potifebujeme ziskat Cistou nebo sterilni kulturu (napf. pro inokulaci do média nebo
pro prenosnd dalsi hostitele), je povrchova sterilizace dlilezitou a nezbytnou soucasti celého
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procesu identifikace a izolace (obr. 35). Povrchova sterilizace je i dlleZitou soucasti
molekularni detekce patogen(, protoZe zabranuje kontaminaci cizi DNA, ktera by mohla
zkreslovat vysledné molekuldarni analyzy, at uz PCR nebo nasledné sekvenovani
amplifikovanych sekvenci.

Postup:

1. Jedince ponofime na nékolik
sekund do 70% etanolu

2. Rychle oplachneme ve sterilni
destilované vodé

3. Ponofime do 0,5% roztoku Sava
(popf. jiného roztoku obsahujiciho
NaClO) po dobu 1 min. Pokud je objekt
vétsi, napf. C¢meldk, pouzijeme 1%

roztok Sava.
Obr. 35 Priprava na povrchovou sterilizaci vzorkl 4. Opldchneme dvakrat po sobé ve
sterilni destilované vodé.

5. Osusime na sterilnim filtraCnim
papiru.

Nékdy se do roztoku Sava pridava smacedlo Tween 80, které zvySuje pronikani dezinfekce.
Povrchova sterilizace malych nebo drobnych druhl hmyzu jako jsou molice nebo tfasnénky
muze zahubit patogeny, které chceme detekovat uvnitf téchto hostitell. V takovém pripadé
je nutné vysSe uvedeny postup modifikovat tak, aby se minimalizoval dopad povrchové
sterilizace na preziti entomopatogena uvnitf hostitele — bud’ sterilizaci vyloucit uplné, popf.
nenechdvat delsi dobu v jednotlivych roztocich, ale objekt pouze kratce ponofit a ihned
postupovat dalSim krokem povrchové sterilizace.

Pitva infikovaného hostitele

V pfipadé generalizované nakazy nebo na konci infekce u bakterii nebo vird jsou viechny
tkdné hostitele dezintegrované a pitva jednotlivych organli neni mozna. V téchto ptipadech je
celé télo hostitele vyplnéno bakteriemi nebo viry nebo houbovym myceliem a vzorky
entomopatogen( se daji odebirat pfimo po proniknuti do télni dutiny pres kutikulu hostitele.
Jind situace je v pripadé, Ze je infekce lokalizovdna pouze v nékterém orgdnu. Vétsina infekci
se vyskytuje v travici soustavé jako vstupni brané infekce u celé fady entomopatogent; nékdy
také v tukovém télese larev. V tomto pfipadé je pitva hostitele a vySetfeni organli nezbytna
pro izolaci a identifikaci patogena. Opét zaleZi na velikosti a stadiu pitvaného jedince. Dospéli
¢melaci nebo vcely se pitvaji v miskach v odpovidajicim objemu Ringerova roztoku (popf. ve
sterilni vodé), msice, malé a stfedni housenky, dospélce vrtuli nebo tmavky se pitvaji na
podloZznim sklicku. Pokud mame Zivé jedince, napf. housenky k udrzeni v laboratofi,
jednoduchym vysetfenim trusu nize uvedenym zplsobem se daji identifikovat patogeni
vyskytujici se v jejich travici soustavé.
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1. Na podloZni sklicko kdpneme Ringerav roztok.
Do kapky poloZime pitvaného jedince. V pfipadé larev roztrhneme kutikulu a vyjmeme
travici soustavu. Z kutikuly poté izolujeme tukové téleso.

3. Jednotlivé tkané prohlizime pod mikroskopem; mizZeme pouzit fazovy kontrast.

Barveni entomopatogent na podloznim sklicku

Celd fada entomopatogenll se identifikuje pomoci barvenych preparatd. Jednd se
o techniku pouzivanou od za¢atku vyzkumu patogennich agens. Tkan s patogeny se rozetre na
sklicko do co nejtenci vrstvy, necha se zaschnout, fixuje se a barvi se barvivem. Pro jednotlivé
skupiny mikroorganizmu existuji rizné techniky barveni, vétSina entomopatogenu je ale dobfe
barvitelnd a nasledné rozliSitelna pomoci Giemsy — Romanowského barveni.

Cast napadené tkané se roztahne preparaéni jehlou na podloznim sklicku tak, aby roztér
byl na jednom misté hustsSi. Takto pfipraveny roztér se necha zaschnout, na zaschly roztér
kapneme metanol (tim se roztér fixuje) a po opétovném ususeni se roztér barvi roztokem
Giemsa — Romanowského po dobu 20 min. Po oplachnuti vodou a ususeni se preparat prohlizi
ve svételném mikroskopu. Pro zhotoveni trvalych preparatd se roztéry mohou zalévat do
rdznych médii, napf. Histoclad (Clay Adams, USA).

Elektronovy mikroskop

Pro detailnéjsi identifikaci patogent jsou nutné pokrocilejsi techniky, bud” mikroskopické
nebo molekuldrni. Pro pfipravu vzork( pro elektronovou mikroskopii je prvnim krokem fixace
Casti tkané. Postup fixace se nelisi pro TEM (transmisni elektronovy mikroskop) a SEM
(skenovaci elektronovy mikroskop). Fixace probiha ve 2,5% glutaraldehydu, obvykle pfes noc
pfi 4 °C. Déle se vzorky promyvaji, vysusuji a v ptipadé TEM se zalévaji do pryskyftice, v pfipadé
SEM se vzorky pozlacuji. Podrobnéjsi popis procesu ptipravy vzorkl je uveden v kapitole 8.
Dnes se vétsina téchto postupl déje na specializovanych pracovistich formou sluzby.

Priprava inokula

V souladu s Kochovymi postulaty musi byt identifikovany potencidlni entomopatogen
schopen vyvolat infekci v novém hostiteli. Patogen musi byt izolovan z nakazeného jedince
a musi byt kultivovatelny na umélém médiu (fakultativni parazit) nebo ve vnimavém hostiteli
(v pfipadé obligatornich parazitd — viry, rickettsie, nematodi). Patogen musi po preneseni
(inokulaci) do zdravych jedincl stejného nebo pfibuzného druhu vyvolat infekci se stejnymi
pfiznaky, jaké byly pozorovany u plvodniho hostitele. Z tohoto hostitele musi byt patogen
znovu izolovatelny a kultivovatelny na umélém médiu se stejnymi charakteristikami, jako mél
po izolaci z plivodniho hostitele.

Postupy identifikace, izolace a pfipravy inokula se lisi u jednotlivych skupin patogend,
nicméné pro uUspésnou identifikaci a zavedeni pripadného entomopatogenniho agens do
ochrany proti skldclm je i priprava inokula, zvlasté s ohledem na testovani virulence
prislusného patogena, ¢asto vyslednou fazi determinace a identifikace patogena u hmyziho
hostitele.
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Priloha
Roztoky

e 70% etanol
e 0,5% roztok SAVO (chlornan sodny)
e Ringeruv roztok (Ringer’s solutin)
9 g NaCl
0,4 g KCI
0,4 g CaCl,
0,2 g NaH.CO3
doplnime do 1L sterilni destilované vody

e Giemsa — Romanowsky barvici roztok

1 dil roztoku Giemsa — Romanowski: 20 dild vody
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3. Detekce a izolace entomopatogennich virt

Celd tada viru, které se vyskytuji u hmyzu, reguluje populace mnoha jeho druh hmyzu,
véetné druhd hospodarsky vyznamnych Skddcu. V popredi vyzkumu hmyzu jsou zejména viry,
které zpUsobuji epizootie a reguluji populace hostitell. Tento zajem trva nékolik desitek let
a pocatek vyzkumu entomopatogennich vir(i, majicich vyuZziti v ochrané rostlin, saha hluboko
do minulého stoleti.

Infekéni virové ¢astice mnoha druhd hmyzich virli jsou zapustény do okluznich télisek.
Okluzni télisko je bilkovinnd hmota (protein), kterd obaluje viriony (jeden aZ desitky, podle
druhu viru) a chrani virové castice ve vnéjSim prostfedi. Tyto okluze se vyskytuji naptiklad
u bakuloviri, entomopoxvir(i a cypovird a na rozdil od virovych castic jsou viditelné ve
svételném mikroskopu.

V pocatcich hmyzi patologie byly virové infekce |
identifikovany podle pfiznakd u hostiteld (napf.
Wipfelkrankheit neboli ,,vrSkovani“ — housenky zavésené na
vyvySenych mistech — obr. 36). Pozdéji se kidentifikaci
zaCala vyuzivat elektronova mikroskopie. V poslednich
letech, podobné jako ujinych skupin organizmi, se
identifikace entomopatogennich virli provadi molekularnimi
metodami.

Rozdéleni entomopatogennich virl kopiruje klasické

Obr. 36  Kadavery  housenek

} ) StétconoSe trnkového usmrcenych
Baltimorovo schéma na DNA a RNA viry. Neni uelem tohoto virem jaderné polyedrie.

textu podrobnéji popisovat rozdéleni, systém a zastupce

jednotlivych skupin hmyzich vir(i. Zajemctm o tuto problematiku doporucujeme napf. texty v
monografiich zabyvajicich se hmyzi patologii (napf. Kaya a Vega, 2012; Rowley a kol., 2022;
Hajek a Shapiro, 2018). Rozdéleni entomopatogennich vir(i je dostupné i online na strankach
ICTV (International Committee on Taxonomy of Viruses - https://ictv.global/).

Z hlediska vyzkumu entomopatogennich virll jako moznych pfipravkl( na ochranu rostlin
na bdazi mikroorganizm( jsou nejduleZitéjsi skupinou DNA viry. Jejich kultivace je jednodussi,
stejné jako skladovani a uchovavani, na rozdil od celé rady RNA vir(.

DNA hmyzi viry jsou vétSinou okludované virové ¢astice v proteinové okluzi, které jsou
dobre viditelné ve svételném mikroskopu. Okludované viry patfi do celedi Baculoviridae
a podle morfologie okluze se déli na polyedrické viry a granuloviry. Tyto viry napadaji zastupce
fadu Lepidoptera, Hymenoptera a Diptera. Ve vSech pfipadech se tyto viry vyskytuji
u larvalnich stadii. Mezi vnéjsi pfiznaky infekce virem patfi zména barvy kutikuly. VétSinou jsou
napadeni jedinci svétlejsi, larvy odmitaji pfijimat potravu, jsou letargické, pomalé, nebo bez
pohybu. Pfed smrti ¢asto vylézaji na povrch rostlin a umiraji v zavésené poloze (obr. 38). Po
uhynu velmi snadno praska kutikula, vnitfni tkané jsou v disledku infekce virem a nasledné
bakteridlni septikémii dezintegrované a z télni dutiny se vyfine masa okluznich télisek (obr.
37).

Vnittni ptiznaky infekce jsou patrné az po pitvé napadenych jedinc(, a to pouze v dobé na
zacatku infekce, popf. v jejim pribéhu. Na konci infekce Zadné organy nejsou identifikovatelné
v dusledku dezintegrace tkani. Nakazené strevo (u radd Hymenoptera a Diptera) je svétlé az

30


https://ictv.global/

bilé, u larev radu Lepidoptera byva generalizovana nakaza tukového télesa, a v obou pripadech
jsou ve svételném mikroskopu vidét okluzni téliska rliznych tvar( a velikosti podle druhu viru.

Viry z podceledi Entomopoxvirinae patfi do celedi
Poxviridae. Napadaji zastupce rada Lepidoptera, Coleoptera
a Diptera. Charakteristickym znakem téchto vird je zména
barvy nakazenych hostiteld (bilé nebo svétle modré
zbarveni), snizeny pfijem potravy a extrémni dlouhovékost
nakaZenych jedincl. VétSinou je napadené tukové téleso,
které se na konci infekce rozpadd a je vyplnéno okluzemi.
U lykoZrouta smrkového je pfi infekci virl z této podceledi

Obr. 37 Krehky integumet kadaveru napadena travici soustava a okluze jsou uvolfiované do
housenky obaleCe  jable¢ného, y
lumenu stfeva.

usmrcené virem granuldzy (Cydia ) R ) ) . . 5
pomonella GV), se trha i pii Zastupci Celedi Iridoviridae napadaji celou fadu

sebejemnéjsi manipulaci. vyznamnych  8kGdcG  nebo  pfenaSe¢d  nemoci.

Charakteristickym znakem infekce je ¢ervené, zelené, modré
nebo oranZové zbarveni infikovanych jedinc(, ktefi hynou dfive nez neinfikovani hostitelé. Viry
se replikuji v tukovém télese, hemocytech a v epidermis. Netvofi inkluze a virové ¢éstice se
daji pozorovat pouze v elektronovém mikroskopu
(obr. 39).

Vétsina infekci zplsobenych RNA viry probiha
bez viditelnych pfiznakll na Zivoté hostitele.
Vyjimkou jsou zastupci z Celedi Iflaviridae,
zpUsobujici tzv. flacherie u housenek bource
morusového (Iflavirus flackerie). Napadeni jedinci
tmavnou, jejich vyvoj je pferusen a hynou v larvalni @
fazi vyvoje. Podobny ucinek ma napfr. pytlickovity
virus plodu, zndmy pod nazvem Sacbrood virus . s
(Iflavirus sacbroodi) u vcel. Dalsi zastupci vira z Celedi Obr. 38 Okluzni te|ISka bakuloviru v tukovém
Iflaviridae zpGsobuji deformace riiznych organti nap¥. t€lese prastevnicka amerického obarvené

. . , . . Giemsou - Romanowského barvenim.

u véel virus deformovanych kridel (Iflavirus

aladeformis). RNA viry napadaji rGzné tkané, ale

¢asto nezpUlsobuji epizootie a jejich vliv na hostitele nemusi byt nutné patogenni. Tyto viry se
pak daji identifikovat pomoci elektronové transmisni mikroskopie nebo pomoci metod NGS,
popf. klasickymi RT — PCR metodami pomoci specifickych primera.

Nasledujici popis identifikace vir( se bude tykat pouze okludovanych virG — bakulovir(
(z Celedi Baculoviridae) a entomopoxvirli (z podceledi Entomopoxvirinae). Pro pozorovani
téchto virl ve svételném mikroskopu potiebujeme pfripravit prepardty infikované tkané
hostitele. Pitva a pfiprava infikovanych hostitel(i byla popsana vyse (viz kap. 2).

1. Na odmasténé podlozni sklicko se rozetfe tkan z vypitvaného hostitele. Tkané se
roztdhnou preparacni jehlou, popf. skalpelem do co nejtenci vrstvy tak, aby byly co
nejpresnéji zachovany jaderné a cytoplazmatické detaily.
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2. Rozetfenad tkan na sklicku se necha zaschnout.

Po zaschnuti se tkan fixuje, fixaéni ¢inidlo zdavisi na typu barvy, kterd bude pouZita pro
barveni preparatl. Nejcastéji pro bézné pouziti se roztéry tkani fixuji metanolem.

4. Poté se preparat barvi roztokem Giemsa — Romanowsky.

5. Jadra jsou obarvena Cervené, cytoplazma je zbarvena modre, od tmavé do svétle
modré, podle intenzity a doby barveni. Okluzni téliska jsou bezbarva, ale s dobfe
odlisitelnymi okraji (obr. 38).

Dulezitou metodou pro identifikaci a detekci vird je elektronovd mikroskopie, zejména
transmisni. Malé neokludujici DNA a vSechny RNA viry nejsou ve svételném mikroskopu
viditelné, ale jsou rozliSitelné elektronovym mikroskopem. Postup pfipravy vzorkd je
podrobné popsan v kap. 8.

3.1. Izolace viru z nakazeného hmyzu

Pro pokusy s viry nebo na analyzu a identifikaci viri potfebujeme casto jejich Cistou
suspenzi. Pro RNA viry neni izolace a purifikace jednoduchd a c¢asto ani dost dobre
proveditelna, protoZe se v hostitelich vyskytuji v nizkych koncentracich a ¢asto nemame
zpUsob, jak virové Castice RNA virQ izolovat a purifikovat. Pak je jednou moznosti izolace
celkové RNA z hostitele a metody sekvenovani transkriptomu. Naproti tomu DNA okludované
viry se daji z hostitele izolovat ¢asto v dostateéném mnozstvi s odpovidajici Cistotou pro dalsi
analyzy.

Obecné je izolace entomopatogennich vird zaloZzena na nasledujicich krocich:

Homogenizace hostitele a filtrace

Homogenizace infikovanych hostitelll se provadi v Ringerové roztoku nebo PBS pufru. Pufry
usnadnuji dezintegraci membran bunék a uvolnéni virovych ¢astic nebo okluznich télisek.
Homogenizovana suspenze casto obsahuje ¢asti hostitele (hlavové kapsule, ¢asti stfev nebo
kutikuly), a proto se homogenat filtruje pres tkaninu - napf. gazu, aby se odstranily vétsi ¢asti
tkani.

Centrifugace
Prefiltrovany homogenat obsahuje napfiklad
tukové kapénky a bakterie, proto nasleduje
centrifugace. Okluzni téliska jsou vétsi nez
bakterie a ve svételném mikroskopu se daji
odlisit od tukovych kapének. Proces
centrifugace zavisi na typu viru, ¢as a metoda
centrifugace se podle toho liSi. Na
neokludované viry pouzijeme gradientovou
centrifugaci a specialni odstredivky, ale pro
= ® potreby okludovanych vir(l postaci béiné
Obn:. 3.9. Iridow'ru_s — virové Eésitic’e v tukovém téltese laboratorni vybaveni a postupy. Ped
cvrcka; fotografie z transmisniho elektronového
mikroskopu (TEM) purifikaci viru pfipravime vSechny potfebné
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roztoky ze sterilni vody, sterilni nastroje a laboratorni vybaveni, které budou pouzity béhem
purifikace. Pocet krok(i promyvani zavisi na stupni znecisténi homogenatu.

Purifikace okluznich télisek vira

1. Infikované larvy se napf. ve sklenéném homogenizatoru s pufrem zhomogenizuji. Malé
larvy (prvni instary, drobny hmyz) homogenizujeme celé, vétsi jedince pred
homogenizaci vypitvdme a pouzijme pouze ¢ast infikované tkané
Suspenze se prefiltruje pres gdzu

3. Homogenat se poté centrifuguje 5 min pfi 10 000 RPM pfi laboratorni teploté
Supernatant se odstrani, pelet se resuspenduje v homogeniza¢nim pufru a opakuje se
krok 3.

5. Kroky 3 a 4 se mohou nékolikrat zopakovat, podle Cistoty homogenatu, ktera zavisi na
velikosti tkané, popf. hostitele, ze kterého virus izolujeme

6. Pelet obsahujici okluzni téliska se nakonec resuspenduje v homogeniza¢nim pufru
nebo destilované sterilni vodé.

7. Suspenze se mlZe uchovavat v lednici ve 4 °C nebo v mrazaku v -20 °C.

3.2. DNA izolace u okludovanych virt

Béhem desitek let se pro identifikaci entomopatogennich virl pouzivaly r{zné
molekuldrni a biochemické metody, napf. sérologické (ELISA), (RT - ) PCR, PCR — RFLP za vyufZiti
restrikénich endonukledz apod. V posledni dobé je ale stale vice v popredi detekce virQ
zaloZena na sekvenovani genomu. At uz se jedna o sekvenaci genomu pouze samotnych virQ
(napf. bakulovirl) nebo celogenomového sekvenovani hostitele a nasledné bioinformatické
analyzy ziskanych dat. V ptipadé DNA virQ se izoluje DNA, v pripadé RNA virll je sekvenovani
Casto jedind metoda, kterd zachyti virovou infekci v hostiteli. Postup detekce RNA vir(
metodou NGS byl zpracovan podrobné v pfipadé detekce mykovira u hub, princip metody je
ale stejny a postup je aplikovatelny i na identifikaci RNA vird u hmyzu (Tonka a kol., 2021).
Levnéjsi metodou identifikace RNA vir( je metoda RT-PCR, kterd je pomoci specifickych
primerG identifikovat sekvence virll v hostiteli. Tato metoda je ale na rozdil od NGS
sekvenovani vhodna pouze k identifikaci vird, u kterych jsou znamé sekvence a jsou na né
navrzeny specifické primery.

PFiprava virovych castic pro izolaci DNA

Prvnim krokem je uvolnéni virovych ¢astic z proteinové okluze a nasledné uvolnéni virové
DNA z virionu. DNA se nasledné izoluje podle manualu vyrobce komercnich kit, popfr.
klasickou fenol — chloroformovou extrakci.

1. Uvolnéni virovych castic z okluze — okluzni téliska se rozpusti v 500 ul sterilni
destilované vody a vysledna suspenze se inkubuje s 0,05 objemem 1 M roztoku
uhli¢itanu sodného (NaxCOs3) 30—60 minut pfi 37 °C. Suspenze musi byt na konci
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inkubace ¢ira — musi se rozpustit protein. Pokud ¢ira neni, pfida se uhli¢itan a prodlouzi
se Cas inkubace tak, aby se rozpustily vSechny proteinové inkluze. Kontrola
rozpusténych proteinl probihd ve svételném mikroskopu.

2. Kroztoku se prida RNaza a vzorek se inkubuje 10 minut pfi 37 °C.
Nasleduje proces izolace DNA.

3.3. In vivo mnozeni viru

V nékterych pfipadech budeme k identifikaci a dalSim infekénim pokusim potifebovat
virovy infekéni material. Proto je nékdy nutné si potfebné mnoiZstvi viru namnotzit in vivo.
Vétsinou se jedna o DNA viry, které se daji v laboratofi jednoduse mnoZit a uchovavat na
plavodnim hostiteli. Neni to Uplné pripad RNA virQ, které se ve vétsiné pfipadd neprojevuji
viditelnymi pfiznaky, ale identifikace téchto vir(l je zaloZena na molekuldarnich nebo
mikroskopickych analyzach. Pfenos RNA virl mezi hostiteli neni ¢asto zndm a chov jejich
hostitell mlze byt ndrocny casové i technologicky.

Nékteré viry se daji kultivovat v tkanovych hmyzich kulturdch, ale tento proces je slozité;si
a ekonomicky ndro¢néjsi nez propagace viru in vivo. Navic v pfipadé, Ze se jedna o tkanovou
kulturu z nepfilis béznych druhG hmyzu, je in vitro kultivace obtiznd, a ne vidy Uspésna.
Vzhledem k tomu, Ze vétSina entomopatogennich virli je hostitelsky specificka (jeden virus
infikuje jeden hostitelsky druh), tak in vivo propagace virovych ¢astic by méla probihat na
plvodnim hostitelském druhu, popt. na blizce pfibuzném, pokud je na ném mozné virus
mnozit. Na druhou stranu, mnozZeni viru na neptivodnim hostiteli mGze skoncit selekci jiného
viru/kmene, nez byl virus ptvodni.

V pfipadé chovu hmyzu pro mnozZeni entomopatogennich vir(, at uz pro védecké potreby
¢i pro komercni vyuziti v ochrané rostlin, je potfeba dodrzovat urcita opatieni zabranujici
nahodné infekci R eI g
chované populace. Cisty '
chov hostitele musi byt
oddélen od virem
infikovanych hostiteld,
nejlépe prostorové. Je
nutné dodrzovat zasady
spravné laboratorni
praxe jako je sterilizace
laboratorniho vybaveni
a nastroja, stejné jako
chovnych  kleci nebo Obr. 40 Primyslova (nebo spise manufakturni) produkce viru jaderné polyedrie
bekyné velkohlavé in vivo.

nadob. Kontrola chovu by
se méla provadét denng,
stejné jako je nutné oddélovat potravu pro Cisty chov a chov s infekénim virem. Pfipadny
prenos viru nebo jiného entomopatogenniho agens do Cistého chovu hostitele mlze mit za
nasledek kolaps celé laboratorni populace hostitelského druhu (obr. 40).
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Postup pfi propagaci viru zalezi na typu viru, obecné pro drtivou vétsinu DNA vir( (bakuloviry,
entomopoxviry, iridoviry) je postup nasledujici:

1. Cerstvé vylihlé larvy hostitele se chovaji pfiblizné do stadia 4. nebo 5. instaru v pFipadé
housenek, v pfipadé napf. iridoviru u cvréka domaciho se mohou virem infikovat pfimo
dospélci.

2. Takto stard hostitelska stadia se prenesou na oddélené misto, kde bude probihat
infekce virem. Na povrch malého kousku potravy, popf. kousek umélé pady se nakape
suspenze virQ. Koncentrace virovych ¢astic zavisi na vlastnostech vir(l a stafi hostitele.
Idealini je situace, kdy je kazdy jedince infikovan virem zvlast. Je potreba se presvédcit,
Ze hostitel zkonzumoval celou ¢ast infikované potravy, coz je vétSinou béhem 24 hodin.

3. Alternativou k infekci, popsané v bodu 2, je infekce ponofenim jedince do suspenze
virQ. Ponoreny hostitel polykd suspenzi a tim se infikuje. Nevyhodou je, Ze infekéni
virus je nasledné pritomny i na povrchu hostitel(.

4. Virem nakaZené larvy se prenesou na viruprostou umélou pldu nebo potravu.
Infikovani jedinci mohou byt chovani spole¢né. Infekce trva nékolik dni v zavislosti na
teploté a vlastnostech viru do doby, kdy se objevi pfiznaky infekce.

5. Infikovani jedinci jsou odebirani a takto infikované larvy/dospélci se uchovavaji vcelku
pfi - 20 °C do doby izolace Cisté virové kultury.

3.4. Testy virulence viru

Pro potfeby vyuZiti viru v ramci programu biologické ochrany je nutné znat biologické
vlastnosti patogena, jako jsou patogenita a virulence. Termin patogenita popisuje potencidlni
schopnost patogena zpUlisobit infekci, virulence je charakteristika, ktera se da méfit. Virulence
vyjadfuje stupen patogenity, v rdmci davkovych biopokusl se vyjadfuje terminy jako letdlni
davka (LD), letdIni koncentrace (LC) nebo letdlni ¢as (LT), potfebné k usmrceni urcité casti
populace.

ProtozZe je dllezZité v testech virulence znat presnou davku, resp. koncentraci viru, ktera
vyvold urcity méfitelny efekt (v prfipadé LD je nutné znat presné, jakd je iniciacni
zkonzumovana davka viru), existuji inokulaéni metody, které se v téchto biopokusech
pouzivaji. Jedna se o podani suspenze viru v kapce (vétSinou vody, ¢asto je suspenze viru ve
vodé obarvend potravinarskym barvivem, aby byla viditelnd pod kutikulou larev) cerstvé
vylihlym larvam, popf. larvam ve stadiu L2. Poté jsou larvy preneseny na puddu a chovany do
doby uhynu nebo kukleni. Davka viru je vyjadrena poctem virovych ¢astic na ml.

Druhym zpusobem je povrchova kontaminace umélé pady, kdy je presny obsah suspenze
viru napipetovan na pudu. Larvy se na takto kontaminované p(idé nechaji po urcity cas, a pak
jsou preneseny na Cistou pldu, kde jsou chovany. Davka viru je pak vyjadrena poctem ¢dstic
na mm?>.

Alternativou k tomuto zpUsobu inokulace je poskytnuti virové suspenze na maly kousek
umélé diety (plug), ktery je konzumovan individualnimi jedinci. Po zkonzumovani infikované
potravy jsou hostitelé chovani na umélé pideé bez viru. Davka viru je pak vyjadrena jako pocet
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Castic na larvu. V pripadé, Ze neni k dispozici semisynteticka

o — dieta, se da po vhodné upravé pouzit i pfirodni plug. Po

Obr. 41 Entomopoxvirus lykozrouta Neonatalnich jedincich. To je mozné u viry, jejichz virulence

vsaknuti inokula se granule umisti napf. do mikrozkumavky
a do kazdé se da jeden dospélec/larva testovaného druhu
hmyzu (obr. 41).

Vék hostiteld pro biopokusy je u kazdého hostitele
variabilni a velmi zdavisly na virulenci jednotlivych vird.
Virulentnéjsi kmeny vird neni moiné testovat na

A
N

smrkového naneseny na granule neni vysoka a infekce preZivajicich neonatalnich larev

(plug) smrkového Ivka.

pretrvava do vysSich instarld. Prabéh infekce zavisi ina

teploté, typu a kvalité potravy, fyziologickém stavu hostitel( apod. Jako kontrola se pouziva
vétSinou sterilni destilovana voda v objemu stejném, v jakém je inokulaéni davka virové
suspenze.

. Redici fadou se ptipravi suspenze viru o riiznych koncentracich okluznich télisek (OB) -

napf. 1 x 102, 1 x 103, 1 x 10%, 1 x 10°> OB/ml.

Pro testovani kazdé koncentrace se pouzije 30-35 larev (hostiteld obecné) a stejny
pocet larev pro kontrolni skupinu.

Pro infekci a inokulaci se pouZije jedna z vySe uvedenych metod. Kontrolni skupina se
inokuluje stejnym zpUsobem, pouze sterilni destilovanou vodou bez viru.

Prvni den po inokulaci se odstrani mrtvi jedinci, ktefi uhynuli jinym zplsobem nez na
infekci virem — (nevhodné zachazeni, Spatny fyziologicky stav jedince apod.).
Infikované larvy se chovaji v 25 °C v temperovanych inkubatorech, kde se ideaIné daji
nastavit vihkost a délka dne.

Mortalita hostitell se odecitd po 7 a 14 dnech, véetné kontrolni skupiny.

Pro spravné statistické vyhodnoceni a urceni presné davky (LD, LC) je nutné pokus
minimalné trikrat opakovat ve stejnych podminkach a poctech.

Nejbéznéjsi metodou vyhodnocovani davkovych/koncentracnich pokust je probitova analyza.
Nicméné v soucasné dobé se pouzivaji i generalizované modely, které jsou soucasti vSech
dostupnych statistickych program.

Priloha

1x PBS (Phosphate buffered saline)

o NazHPO4 1,15 g
e KH2P040,2g

e NaCl8,0g

e KCIO2g

V 800 ml destilované vody se rozpusti vSechny soli, vysledny pufr ma pH 8. Takto upraveny
pufr se doplni do 1000 ml destilovanou vodou.
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4. l1zolace a identifikace entomopatogennich bakterii

Bakterie, které jsou patogenni pro hmyz, nachazime ve
vSech prostfedich — vodé, pGdé, na povrchu rostlin apod.
NejzndméjSi entomopatogenni bakterie (EPB) jsou
grampozitivni bakterie z tfidy Bacilli (Bacillaceae,
Firmicutes). K jejich izolaci, identifikaci a kultivaci se
v zasadé pouzivaji béiné mikrobiologické techniky,
zavedené do bakteriologie pred desitkami let.

V soucasnosti pfi identifikaci bakterii hraji hlavni roli \ T
molekuldrné biologické postupy. Mezi nejznaméjsi EPB Qpr. 42 ‘Kadé\,r 6usenky palky
patfi napt. Lysinibacillus sphaericus (dfive Bacillus podzimni infikovany entomopatogenni
sphaericus) a Bacillus thuringiensis. PFestose byla vétgina Pakterii  Bacillus thuringiensis  ssp.
téchto bakterii izolovana z hmyzich hostitelll, béZné se vyskytuji i v pidé, kde mohou pfichazet
do kontaktu s hostitelskymi organizmy. Vzhledem k tomu, Ze Zivé organizmy nejsou v prostredi
rozloZzeny rovnomérné, je pfi hledani novych, pfipadné jiz zndmych a v biologické ochrané
otestovanych bakterialnich kmen( nezbytné provadét jejich izolaci nejen z plidy a kadaver(
hmyzu, ale také napfiklad z povrchu rostlin a dalSich potencidlnich mikrohabitat(. Na druhou
stranu, pokud hledame kmen jiz popsaného druhu, musime hledat v prostfedi, kde se dana
populace hmyzu vyskytuje. Tak napt. L. sphaericus, ktery se bézné pouziva jako prostredek
proti larvam komar(, se bude hledat ve vodnim prostredi, naproti tomu B. thuringiensis, ktery
se primarné pouziva v ochrané proti Zravym skddcidm, budeme hledat u larvalnich stadii
terestrickych druh hmyzu (obr. 42).

Na druhou stranu patogenni kmen k jednomu druhu hmyzu mulzZe byt izolovan jako
nepatogenni kmen u jiného druhu hmyzu. Proto neexistuji jasna pravidla, jak izolovat nové
kmeny/druhy bakterii, nicméné obecné se da postupovat nasledovné:

Kazdy podezrely vzorek nebo vzorek substratu je tfeba sbirat a uchovavat samostatné ve
sterilni nadobé. Pouziti zipovacich sackd neni idealni, protoZe nejsou sterilni a mize u nich
dojit ke kontaminaci vzorku. Vhodné jsou napfiklad sterilni mikrozkumavky, epruvety nebo
jiné uzaviratelné sterilni nadoby. DodrZeni sterilnich podminek pfi manipulaci se vzorkem je
zasadni pro zajisténi izolace cilovych bakterii. Zaroven je vSak nutné mit na paméti, Zze vzorky
mohou byt kontaminovany bakteriemi patogennimi pro ¢lovéka. P¥i manipulaci a izolaci je
proto nezbytné zachovavat pravidla bezpeénosti prace s potencidlné infekénim materialem.

4.1. Izolace entomopatogennich bakterii pro identifikaci

1. lzolace bakterii probiha podle toho, z jakého vzorku bakterie izolujeme.

e lzolace bakterii z pidy — odebrany vzorek pldy se rozdéli na nékolik ¢asti, pricemz
kazda ¢ast je vlozena do samostatné sterilni zkumavky obsahujici 10 ml sterilni
vody. Smés se okamzité intenzivné promicha pomoci vortexu za ucelem uvolnéni
mikroorganizmu z pUdnich ¢astic.

e lzolace bakterii z kadaverti hmyzu — pokud je hmyz maly, cely jedinec se vloZi do
mikrozkumavky a pfida se 1 ml sterilni vody. Pokud je kadaver vétsi, rozdéli se
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pinzetou na nékolik kouskl o hmotnosti cca 0,3 g a da se do 1 ml sterilni vody
v mikrozkumavce.

e Tkan se zhomogenizuje v pufru (PBS), mlzZe se pridat Tween 80 pro snazsi a lepsi
homogenizaci vzorku.

¢ lzolace bakterii z vody — pfes membranovy filtr o velikosti 22 um se vzorek protlaci
do sterilni zkumavky. Filtrat se dale zpracovava.

2. Zhomogenizovany, popf. prefiltrovany vzorek se zahfeje na vodni |azni, v pfipadé
mikrozkumavek v termobloku na 80 °C a pak se rychle zchladi na ledu. Tento krok
zahubi bakterie netvofici spory a vegetativni, tedy nesporoformni stadia bakterii
r. Bacillus.

3. Poté se necha zkumavka stat nékolik minut, aby pevna ¢ast homogenatu klesla ke dnu
zkumavky a ze supernatantu se odebere 100 pl, ktery se dale nafedi na koncentraci na
107 a na 1072 (PBS pufr) a pfenese se na béZny mikrobiologicky agar. Miska s agarem
a suspenzi se nechd inkubovat 24 hodin ve 30 °C.

4. Pokud po 24 hodindach rostou bakterialni kolonie na agaru, sterilni klickou se odebere
¢ast kolonie do 10 ml tekutého média (LB napr.) a necha se 48 hodin pfi 30 °C pfi 250
otackach/min trepat.

Po 48 hodindach se kontroluje Cistota bakterii pod mikroskopem.

6. Zkazdé zkumavky se klickou pfenda kultura z tekutého média na misky s agarem a na
24-48 hodin se daji inkubovat. Takto ziskana Cista kultura je zdkladem pro identifikaci,
kultivaci a biopokusy s nové izolovanym kmenem/druhem bakterie.

4.2. Kvantifikace izolovanych entomopatogennich bakterii

Patogenita bakterii mGze byt urCovana riznymi metodami, pficemz prvnim krokem pfi
testovani jejich entomopatogenniho potencidlu byva kvantifikace testovanych kmena. Jednou
z béiné pouzivanych metod je ptrimé pocitani bunék ¢i spor pomoci pocitaci komurky. Na
podlozni skli¢cko se aplikuje kapka suspenze obsahujici bakterie nebo spory, ktera se nasledné
vyhodnocuje pod svételnym mikroskopem. Pocet pozorovanych bunék (spor) se stanovi podle
navodu k pouziti konkrétni komlrky. Na zdkladé znamého objemu komurky a pouzitého
fedéni se vypocita koncentrace bunék (spor) v 1 ml plvodni suspenze. Tato metoda vSak
neumozniuje rozlisit mezi Zivymi a mrtvymi bunkami ¢i sporami.

Druhou pouzivanou metodou je pocitani Zivotaschopnych bunék na agarovych plotnach.
Vychazi se z teorie, Ze z jedné bakterie/spory/buriky vznikne nova kolonie.

1. Naredime si plvodni vzorek bakterii fedici fadou.

2. Pro kazdou koncentraci v fedici radé se ptipravi potfebny pocet zkumavek s 0,9 ml
sterilni vody. Pokud posledni v Fedici Fadé bude koncentrace suspenze 1078, bude
potreba 8 zkumavek.

3. Z plvodni suspenze (viz vySe) o zndmé koncentraci se napipetuje objem 0,1 ml
suspenze s bakteriemi do prvni pfipravené zkumavky s 0,9 ml sterilni vody. Vzorek se
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promicha a nasledné se odebere 0,1 ml z promichaného fedéného vzorku, ktery se
prenese do dalsi zkumavky s 0,9 ml sterilni vody.

Stejnym zplisobem se pokracuje az do posledni fedici zkumavky. Takto je pfipravena
fedici Fada s koncentraci bunék bakterii od 107! do 1078 bunék/bakterii na ml.

Na predem pfipravené agarové plotny (napf. LB agar) se pipetuje 0,1 ml suspenze
z kazdé redici zkumavky. Nasledné se suspenze rovnhomeérné rozetfe po povrchu agaru
pomoci sterilni sklenéné hokejky.

Misky se inkubuji 24—48 hodin ve 30 °C.

Po inkubaci se spocitaji pocty kolonii na miskach, spolehlivé vysledky poskytuji misky,
na kterych vyrostlo 30-150 kolonii (CFU — colony forming unit — kolonii tvofici
jednotka). Pocet bunék/spor v ml ptvodni kultury se spocita podle vzorce:

pocetkolonii
objemvzorkuvmlpipetovanéhonamisku

CFU/ml = X fedicifaktor

napfr.

CFU/ml = 10%2 x 10% = 1.12 x 10°

Pro pozorovani bakterii ve svételném mikroskopu se pfipravuji barvené preparaty, které
se prohliZeji ve svételném mikroskopu v olejové imerzi (obr. 44). Roztéry bakterii, popf.
infikovanych hostitelskych tkani se daji barvit metodou Giemsa — Romanowsky (viz kap. 2.1),
ale nejcastéjSim barvenim pro pozorovani bakterii, jejich tvaru, popf. typu je barveni
Gramovo. Ndsledujici postup je uréen pro rozliSeni gram — pozitivnich a gram — negativnich
bakterii.

Po izolaci bakterii z hostitele/prostfedi se klickou odebere ¢ast kolonie z agaru/média
na podlozni sklicko do kapky sterilni vody a krycim sklickem se rozetfe do tenké vrstvy.
Roztér se necha zaschnout a poté se fixuje protazenim skli¢ka s bakteriemi nad hoficim
plynovym kahanem.

Na takto fixované sklicko se kapne roztok krystalické violeti a necha se puUsobit
1 minutu.

Poté se sklicko oplachne v destilované vodé a na oplachnuté sklicko se kapne Lugollv
roztok, ktery se nechd pusobit 1 minutu. Nasledné se roztok ze sklicka slije.

Sklicko se oplachne etanolem, ktery mize plsobit maximdlné 25 sekund a nasledné se
sklicko oplachne vodou.

Na sklicko s roztérem bakterii se kdpne roztok safraninu a necha se cca 30 sekund
pUsobit.

Po oplachnuti vodou se preparat ususi a prohlizi pod mikroskopem v imerznim oleji.
Gram — pozitivni bakterie jsou tmavé fialové, gram — negativni bakterie jsou razové.

V soucasné dobé probiha identifikace bakterii pomoci analyzy DNA. Tvar, morfologie
bakterii a aspekty bakteridlni infekce v hostitelskych tkanich se studuji pomoci technik
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elektronové mikroskopie (obr. 43).

Pro izolaci DNA se odeberou jednotlivé kolonie
z agarovych ploten. Cast kolonie se klickou nebo
lancetkou pfenese do mikrozkumavky,
zhomogenizuje v tekutém dusiku bud pomoci mlynku
a kovovych kuli¢cek nebo manualnim
homogenizatorem. Takto rozdrcené bakterie se
resuspenduji v 100 pul sterilni destilované vody nebo
b T, TR pfislusném pufru podle metody extrakce DNA. Pro
Obr. 43 Bakterie r. Enterococcus izolovana z extrakci se pouZivaji vidy Cerstvé narostlé kolonie
kadaveru larev prastevnicka americkeho. bunék nebo spor. Pokud se izoluje DNA z bakterii

kultivovanych v tekutém médiu, odebere se do
mikrozkumavky 1 ml bunécné suspenze, zkumavka se 2 minuty centrifuguje pfi maximalni
rychlosti. Po odstranéni supernatantu se dale pokracuje podle vySe uvedeného postupu.

Pro studium bakterii a vlivu infekce na hostitele se pouZivd transmisni elektronovy
mikroskop (TEM). NakaZeny jedinec se vypitvda a kousek nakaZené tkané se fixuje
v glutaraldehydu a dale se vzorek zpracovava rutinnimi postupy ptipravy vzorku pro EM. Pro
Uspésny a robustni infekéni biopokus je potfeba predem si stanovit nékteré skutecnosti.
Pfedné je potfeba si stanovit koncentraci inokula tak, aby nebyla pfili§ nizkda, popt. pfilis
vysoka, protoze v takovém pripadé by byly vysledky zkreslené. Dal$im kritériem ovliviiujicim
infekéni pokusy s bakteriemi je stafi a vyvojovy stupen larev, na kterych bude probihat pokus.
Mladé larvy jsou citlivéjsi i na nizké koncentrace bakterii v inokulu, naopak starsi larvy budou
potfebovat k vyvolani infekce koncentrovanéjsi inokulum, tj. vy$si davku bakterii. Dulezity je
i vybér kontrolni skupiny, které mlze byt poskytnuta pouze destilovana sterilni voda. Pfesné;si
experimenty jsou dosahovany pfi pokusech, kdy je infekéni ddvka podavana na umélych
padach. Pfirodni potrava mize byt zdrojem
nezadouci variability pfi hodnoceni biopokusu.

Vsechny tyto souvislosti v duasledku ovliviuji
vysledek a stanoveni davek nutnych pro infekci :
a pozdéjsi pouZiti v pfipadé finalizace preparatu [ “ 4
ajeho pouziti v polnich/pfirodnich aplikacich. '
V testech, kde mortalita v kontrole prekro¢i 20 % [ i3
mrtvych jedincd, je nutné testy opakovat. Infekéni
davku o znamém objemu (a tudiz i zndmou
koncentraci) aplikujeme na povrch potravy, popft.
mulzZeme smichat uméle pripravenou krmnou smés
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Obr. 44 Bakterie v tukovém télese larvy vrtule
se suspenzi spor bakterii. Idedlni je, aby kazdy ofechové obarvené na roztéru Giemsou —
testovany jedinec byl individualn& nakrmen stejn& Romanowsky.

velkou ddvkou se stejné velkym objemem inokula -

pfi iniciaci infekce mGzeme jedince chovat individudlné a az po pozfeni potravy s davkou
prendame larvy do spolecné nadoby.

Pokud testujeme infekci na listech, popt. jinych ¢astech rostlin, abychom simulovali
pripadné polni podminky, nakapeme na list, popf. vyiez listu o stejné velikosti kapicku (cca
100 pl) suspenze bakterii o znamé koncentraci, kterou mizZzeme podle velikosti listu nebo
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listového vyrezu sterilni jehlou rozprosttit po celém povrchu tak, abychom zajistili konstantni
davku po celém povrchu listu. Jinou metodou je ponoreni listu nebo jeho ¢asti do suspenze
bakterii, list nechdme oschnout a poskytneme jako potravu larvdm. Nevyhodou je, Ze
koncentrace bakterii se mlze na plose lisit.

Inokulum pro biopokusy a testy bakterialni aktivity se pfipravuje stejnym zplsobem jako
jind entomopatogenni agens. Pro testy aktivity pouzivdme inokulum pfipravené vzdy z Cerstvé
kultivovanych bakterii, suspendovanych ve sterilni vodé, popf. v pufru (napf. PBS, viz kap. 3.1).
Potfebné koncentrace pro pokusné Ucely se pfipravuji fedici fadou, kazda testovana
koncentrace by méla byt nejméné 3x replikovana. Jako kontrolu pouZivdme sterilni
destilovanou vodu, popf. pufr, ve kterém jsou bakterie rozpustény. Biopokusy s bakteriemi
konci vétSinou do jednoho tydne, kdy se odecita mortalita testovanych larev. Testy provadime
pfi 25 °C, v inkubatorech s regulovanym svételnym rezimem. Pro kazdou replikaci je nutné
zajistit stejné podminky pokusu.

Prilohy
LB médium
e Trypton 10 g/l
e Kvasnicny extrakt 5 g/l
e Chlorid sodny (NaCl) 5 g/I
e pH7,0%0,2

LB agar

e Trypton 10 g/l

e Kvasnicny extrakt5 g

e Chlorid sodny (NaCl)5 g
e Agar-agarl5g

e pH7,0x0,2

Roztok krystalické violeti
e 2 g C;5H30CIN3 - gentianova (krystalova) violet ve 20 ml 95% ethanolu

$tavelan amonny
e 0,8 g (NH4)2C204 v 80 ml destilované vody

Lugollv roztok

e 1lgjodu

o 2gKI

e 300 ml destilované vody

Roztok safraninu
e -10ml2,5% roztoku safraninu v 95 % ethanolu a 100 ml destilované vody
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5. Izolace a identifikace entomopatogennich hub

Vice nez 100 let jsou entomopatogenni houby (EPF) dilezitou soucasti biologickych metod
ochrany proti hmyzim Sk{dclm. Zastupci fiSe houby (Fungi) se vyskytuji po celém svété
v rliznych ekosytémech, ale v terestrickych ekosystémech jsou zastoupeny nejvice. Jsou
jednou z nejéastéjSich pfricin infekci vyskytujicich se v pfirodé. Pokud napadaji hmyz, jsou
oznacovany jako entomopatogenni houby. EPF predstavuji velmi diverzifikovanou
a taxonomicky Sirokou skupinu, zahrnujici fadu druhd napadajicich hmyz a dalsi ¢lenovce.
Vzhledem k této rozmanitosti neni moziné v rdmci jedné ¢asti metodiky popsat jednotny
postup identifikace a determinace vSech téchto patogenl. Houby, jakoZzto fylogeneticky
i biologicky vysoce variabilni skupina organizm(, se vyznacuji slozitymi Zivotnimi cykly, ve
kterych se stfidaji pohlavni a nepohlavni stadia. Tato stadia mohou mit odliSnou morfologii,
ekologii i spektrum napadanych hostitell (obr. 45).

Soucasné taxonomické studie, zalozené
na molekularnich metodach, vnasi nové
svétlo do klasifikace této rozmanité fiSe. Na
zakladé sekvenacnich dat jsou pohlavni
teleo a nepohlavni — anamorfy jednoho
druhu, velmi ¢asto popsané jako dva rGzné
druhy, dnes na zakladé ziskanych informaci
spojovany dohromady. Tim se sice méni lety
zazitd klasifikace hub, na druhou stranu
nové postupy vnaseji do taxonomie
presnéjsi  informace o fylogenetickych
vztazich mezi rody/skupinami v rdmci fise
houby. Zajemce o posledni poznatky
o klasifikaci a taxonomii hub odkazujeme na literaturu, zabyvajici se systémy hub (Hibbet
a kol., 2007; Spatafora a kol., 2017).

Vzhledem k vyse uvedenému se zde budeme zabyvat pouze identifikaci nejbéznéji se
vyskytujicich EPF, jako jsou houby v oddéleni Hypocreales. Anamorfy téchto druhi tvori
vlaknita mycélia s nepohlavné se mnozicimi konidiemi vyruastajicimi na konidioforech. Hlavnim
typem prenosu je infekce pres kutikulu. Konidie se pfichyti na povrchu kutikuly a za¢nou klicit
dovnitf hostitele, kde napadaji rozli¢né tkané ve formé hyf. Uhyn hostitele je zplsoben
kombinaci produkce toxinu houbou, spotifebovanim Zivin a postizenim orgdn(i. Po smrti
hostitele hyfy kli¢i z kadaver( a za vhodnych podminek tvofi konidie na povrchu uhynulého
hostitele. Pfi nevhodnych podminkach houba nekli¢i, ale kadaver zahubeny houbou z(stava
v mumifikované formé. Kliceni nastava az po prenosu kaddveru do vhodnych podminek,
s odpovidajici vlhkosti a teplotou.

EPF ze skupiny Hypocreales jsou fakultativni patogeni a nékdy je slozité urdit, jestli nami
nalezeny kadaver porostly myceliem uhynul na infekci EPF nebo je houbova infekce
sekunddarni a rozvinula se az po smrti jedince. VétSina téchto hub ma Siroké hostitelské
spektrum, jsou snadno kultivovatelné na umélych piddach a jsou proto vhodnymi adepty na
pouziti v biologické ochrané proti rliznym skidclm, véetné skiidcl ovoce a vinné révy.

Obr. 45 Anamrfa Lecanicillium lecanii na N2 puklice
Svestkové.
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5.1. I1zolace EPF

Vétsina téchto hub se izoluje z mrtvych kadavert nebo z pady. I1zolace z ptdy (nebo i napf.
z fyloplanu, kde se ¢asto tyto houby vyskytuji) je ponékud obtiznéjSi a vyzaduje citlivé;jsi
metody, zejména s ohledem na mozné kontaminace nami poZadovanych vzorkd.

Izolace EPF z hostitelskych kadavert

Nejjednodussi metodou izolace EPF je odebrat houbu pfimo z mrtvého hostitele
porostlého sporulujicim myceliem. Pokud EPF nesporuluje, ddme kaddaver inkubovat do vihké
komrky pfi 20-25 °C, kde m{iZe nastat po nékolika hodindch aZ dnech sporulace, popft. dalsi
rast mycélia nebo konidii. V pfipadé, Ze je rlist houby pomaly nebo nedostatecny, nebo je
izolace obtizna, je nezbytné prenést houbu na dalsi hostitele, abychom ziskali vice materialu.
Pti izolaci EPF se povrchova sterilizace napadenych hostitelli nedoporucuje.

Pro izolaci vétSiny EPF se bézné pouziva PDA médium (potato dextrose agar) s pfidavkem
antibiotik, napf. streptomycinem nebo penicilinem v koncentraci do 0,1 %. Inokulace se
provadi sterilni jehlou pfenesenim houbového materidlu na povrch média, které se nasledné
inkubuje za vhodnych podminek. Ve vétsiné pfipadu je vSak nutné pouZiti selektivnich médii,
jejichz hlavnim cilem je potlaceni bakteridlni kontaminace. Do média se proto ptidavaji rizné
antibiotické latky, jako jsou tetracyklin, chloramfenikol nebo streptomycin, které inhibuji rast
bakterii. Je vSak dulezité mit na paméti, Ze nékteré druhy hub mohou byt na pfitomnost
antibiotik citlivé, coz maze ovlivnit jejich rist nebo morfologii.

F

Obr. 46 Drosophila spp. infikované houbou Entomophthora muscae (vlevo). Larvy zlatohlavka zlatého
v kompostu infikovaného houbou Metarhizium anisopliae (vpravo).

Daleko slozitéjsi je situace s inhibici houbovych kontaminaci, zejména pfi izolaci EPF
z ptdy. Houby r. Trichoderma, Mucor, Aspergillus rostou daleko rychleji na agaru nez vétsina
EPF. Pro tyto ucely se poutzivaji agary obohacené o fungicid dodine (N - dodecylguanidin
monoacetat 650 pg/ml agaru), ktery se pouzivd pro izolaci napf. Beauveria bassiana
a Metarhizium spp. z pady a mrtvych hmyzich hostitel(. Dodine potlacuje rast Penicillium spp.,
Trichoderma spp. a Mucor spp, ale podporuje rlist Beauveria spp. a Metarhizium spp.
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Identifikace vétSiny EPF vyZaduje pouZiti mikroskopu. Na druhou stranu, celd fada
houbovych entomopatogent je lehce zaraditelna do druhu/rodu na zakladé vnéjsich znakl na
napadeném hostiteli (napf. B. bassiana, Metarhizium anisopliae, Entomophthora muscae =
obr. 46) a k identifikaci staci pouziti stereomikroskopu. Pro pfesnou identifikaci je ale potfeba
kazdy izolat prevést do cCisté kultury, jak pro potfeby identifikace pomoci molekularnich
technik, tak i pro biotesty s izolovanou EPF. Cista kultura mdzZe byt i zdkladem biopfipravku na
ochranu rostlin, ktery musi byt pfesné identifikovan.

Izolace EPF z puidy

Mnoho druh(l entomopatogennich hub se vyskytuje v
padé ve formé saprofytll, nebo pretrvdva jako infekéni
spory uvolnéné z kaddver( infikovanych hostitel(. Tyto
spory predstavuji zasobarnu infekéniho materidlu (tzv.
infekéni pool) pro nové hostitele (obr. 47). Odbér pldnich
vzork(l nevyzaduje specializované vybaveni — vzorky se
odebiraji z hloubky do 10 cm svrchni organické vrstvy.
Samoziejmosti je sterilizace odbérového nacini mezi
jednotlivymi vzorky, aby se zabranilo kfizové kontaminaci. :
Stejné tak musi byt sterilni i nadoby, zkumavky nebo ©Obr- 47 Imago listokaza zahradniho
vzorkovnice pouzivané k transportu a uchovani vzork(. ibnﬁkova.né.. houbou Beauveria

rongniartii.
PfestoZe spory entomopatogennich hub ¢asto pretrvavaji
v pldé dlouhodobé a zlstavaji infekéné aktivni, je doporuceno uchovavat odebrané vzorky pfi
teploté 4 °C a zpracovat je co nejdfive po odbéru.

Velmi rychlou a efektivni technikou je ptima izolace hub z pldy na selektivnim médiu.
Smichame 10 g pudy s 90 ml destilované sterilni vody, ¢asto obohacené o Tween 80 nebo jiny
detergent, nasledné vzorek zhomogenizujeme a dame inkubovat na 20-60 minut na tfepacku.
Poté z homogenatu odebereme 100-200 pl suspenze a rozprostfeme je na pfrislusny agar
(resp. médium) a ddme inkubovat do 25 °C na 3-7 dnU do termostatu. Narostlé kolonie
individudlné dale pfeneseme na novou pldu. Pokud je koncentrace hub na agaru pfili$ velka,

odebereme mensi mnozstvi, nez je 100 ul z homogenatu. Kdyz je
naopak koncentrace hub ve vzorku nizsi, coz je velmi ¢asty pfipad,

‘e " na agar na misce dame vice nez 200 ul homogenatu.
. Y N Pro nepfimou izolaci entomopatogennich hub z pldy se
‘.""} ’° y" *‘f’f pouzivaji tzv. hmyzi pasti. VétSina entomopatogennich
o ’ Hypocreales jsou saprofyti, ale pokud mohou infikovat Zivého

Ji : -‘ hmyziho hostitele, napadaji jeho. Pro izolaci hub z pldy se
" pouzivaji housenky zavijeCe voskového Galleria mellonella, ale
Zoebrsjriizozyoss‘{(:\?k'st'ZI;Y/T:CZ:: také larvy potemnika moucného, Tenebrio molitor. Do vétsi
barvené metodou Giemsa — hadoby ddme vzorky pldy, navlhéime ji na povrchu a larvy
Romanowsky. prfidame k substratu. Nechame 14 dni inkubovat nejcastéji pfi
laboratorni teploté. Pokud se béhem 14 dn( vyskytnou v nddobé
s pidou houbami napadené kaddavery, odebirame jednotlivé larvy a kontrolujeme pfitomnost
¢i nepfitomnost entomopatogenni houby. Podle velikosti nddoby s pldou davame k padnim
44
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vzorkdim 5 az 15 larev. K eliminaci infekce entomopatogennimi nematody se doporucuje ptdu
pfed zvlhéenim nechat vyschnout.

5.2. Purifikace €isté kultury EPF

Po izolaci entomopatogennich hub jednou z vySe uvedenych metod je potfeba zjistit, zda-
li se podatilo vyizolovat Cistou kulturu stejného genotypu. Kolonie na agaru nemusi pochazet
z jedné propagule, takze je nutné zjistit, jestli se jedna o jeden genotyp, nebo je vyizolovana
kolonie smési rliznych genotypd, resp. druhu.

1. Z kolonie narostlé na agaru se klickou odebere ¢ast mycélia do sterilni destilované
vody. Koncentrace suspenze musi byt velmi nizkd, aby bylo zaru¢eno, Ze kazda kolonie
na agaru vyroste z jedné propagule. Koncentrace suspenze konidii se zkontroluje
v mikroskopu.

2. V pripadech, kdy se genotypizace izolovanych kolonii EPF provadi na zakladé ristu hyf,
jednd se o metodicky jednodussi pfistup nez izolace Cisté kultury z jediné propagule.
Mycelium nebo suspenze konidii se inokuluje do
stftedu Petriho misky obsahujici agar. Pro podporu
smérového rUstu hyf, ktery usnadnuje naslednou
izolaci Cistych kultur, je vhodné pouZit médium s
nizkym obsahem Zivin. Nedostatek Zivin stimuluje
rast hyf smérem od inokula do periferie. RUst hyf se
monitoruje pod mikroskopem a sterilnim ndstrojem

se odebira okrajova ¢ast kolonie s aktivné rostoucimi S B
Obr. 49 Spory houby

Metschnikowia sp. ze stfeva vrtule
subkultivaci. tfe$fiové.

hyfami, kterd slouZi jako inokulum pro dalsi

5.3. Identifikace EPF pomoci molekularnich metod

V soucasné dobé je identifikace EPF zaloZena na molekularni analyze izolované DNA
z kolonii narostlych na umélych padach. Pro identifikaci druht/kment/populaci hub byla
navrzena celd fada primer( a sekvenovani houbové DNA je dnes zcela béZznou soucasti kazdé
identifikace nového druhu ¢i kmene jiz dfive popsanych EPF. Soucasti identifikace EPF je
i izolace a kultivace Cistych kultur, které nejsou mixem rlznych genotypl jedné houby (viz
predchozi text).

Problémem pfiizolaci nukleovych kyselin z hub je bunécnad sténa, kterd odolava celé radé
chemickych cinidel. Proto pfi extrakci DNA z hub je dlleZita spravna a co mozna uplnd
destrukce a homogenizace bunééné stény. V téchto pripadech se pouzivd k homogenizaci
tkané napfr. tekuty dusik nebo pisek, ktery se pridava k lyzaénim roztokiim v mikrozkumavkach,
kde napomadha k mechanickému rozruseni bunécné stény pomoci plastovych tycinek.
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6. Identifikace parazitickych protist

Paraziti hmyzu, dfive oznacovani jako Protista, jsou fazeny v soufasném systému
klasifikace organizmui do nékolika odliSnych skupin. Interakce mezi tzv. protisty a hmyzem
zahrnuji celou fadu vztahl od komenzalismu, pfes mutualizmus az po vztahy striktné
parazitické, kdy jsou zastupci protist pro své hostitele patogenni. Do této skupiny
mikroorganizmU patti i paraziti ¢clovéka, pfenaseni komary nebo jinymi zastupci dvoukfidlych,
nicméné ti nejsou pro hmyz patogenni, a tudiz nejsou pro tuto metodiku relevantni.

RGzné skupiny protist se vyskytuji v riznych formach uvnitf svych hostiteld v larvalnim
stddiu a ve staddiu dospélcl. Obecné je nejcastéjSim prvoky napadenym orgdnem u hmyzu
nékterd (popf. celd) ¢ast travici soustavy, véetné Malpighickych Zlaz, jako je tomu u améb
a bicikovcl. Zastupci Apicomplexa se vyskytuji vétSinou ve stfevech hostitel, Malpighickych
trubicich nebo tukovém télese ve formach intracelularnich a epicelularnich. Mikrosporidie se
vyskytuji pouze uvniti bunék (intraceluldrné) a jsou nejenom hostitelsky, ale i tkanové
specifické, tzn. Ze se mohou vyskytovat v jakékoliv tkani, nejenom v travici soustavé, tukovém
télese, ale i pohlavnich organech apod. Mikrosporidie jsou také nejprozkoumanéjsi a nejvice
studovanou skupinou ”protist” u hmyzu, a proto vétsina metodickych postupt je odvozena od
studia mikrosporidii u hmyzich hostiteld.

Mikrosporidie jsou obligatni intraceluldrni paraziti celé fady hostitel(, od hmyzu pres dalsi
¢lenovce az po obratlovce, vcéetné clovéka. Jsou uzplsobeny svym Zivotnim cyklem
hostitelskym burikdm, na kterych jsou zdavislé metabolicky. Dfive se mikrosporidie fadily do
samostatného kmene v ramci prvoku, dnes jsou fazeny mezi houby, popf¥. do blizkosti hub, se
kterymi maji spolecného predka (Wijayawardene, 2021).

Charakteristickym znakem mikrosporidii je tvorba infekénich spor, vybavenych unikatnim
vystfelovacim apardtem, dopravujicim zdrodek patogena do nové burky. Jsou nejbéznéjSim
a nejcastéjsSim patogenem hmyzu, s desitkami popsanych druhd za cca 170 let vyzkumu
hmyzich parazit(. Obecné zpUsobuji smrt svych hmyzich hostitel(, redukuji délku vyvojovych
stadii a/nebo plodnost. Casto se vyskytuji v chovech hmyzu. U nékterych hostiteli
s prihlednou kutikulou mohou byt infekce mikrosporidiemi pozorovdny na zméné barev
tkané, kdy infikované tkané jsou svétlejsi nebo bilé, na rozdil od neinfikovanych jedincl. Pri
pitvé podezrelych jedinch se po roztrZeni kutikuly objevi zvétSend infikovana tkan, casto
mlécné zabarvenad v dlisledku masy spor mikrosporidii vychazejicich z rozpadajicich se bunék.

Tvar spor je rlizny, vétsSinou ovalny, vejcity, hrustickovity, ¢asto dvou rtznych velikosti,
kdy tzv. environmentdlni spory, vétSinou vétsi slouzi k pfenosu mezi hostiteli, zatimco mensi
spory, Casto tenkosténné, jsou uréeny pro prenos uvnitf hostitele. Spory jsou uvolfiovany do
prostredi vykaly, popf. regurgitaci potravy v pfipadé infekce travici soustavy, v pfipadé infekce
tukového télesa jsou spory uvolfiiovany po rozpadu kadaveru hostitele. Nékteré mikrosporidie
jsou prenaseny transovarialné ve vajickach na dalsi generaci.

Environmentalni spory jsou vétSinou tlustosténné, jejich funkci je prenos na nového
hostitele, tlustd sténa zabranuje vysychani a dlouhodobéjsSimu prechovavani ve vnéjsim
prostiedi, aniz by doslo ke ztraté infekéniho potencidlu spory. Spory jsou velmi odolné
k vnéjsim podminkam, vydrzi ¢asteéné vyschnuti tkané hostitele. Pfi uchovavani pfi - 20 °C sice
Zivotaschopnost spor klesa rychleji, nicméné schopnost infekce si zachovavaji po dobu
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nékolika mésicd a mohou byt timto zplsobem udrZzovany delsi dobu.

Pitva napadenych hostiteld probihd stejné jako v pfipadé identifikace jinych
entomopatogen(. Na podloZnim sklicku rozetfeme na sucho ¢ast tkané. Po zaschnuti fixujeme
tkdn metanolem a barvime nejcastéji roztokem Giemsa — Romanowsky. Identifikace
mikrosporidii je dnes zaloZena na molekuldrni analyze, kterd dopliuje morfologické
charakteristiky ziskané vétSinou pozorovanim vyvojovych stadii a morfologie spor
v transmisnim elektronovém mikroskopu. Molekularni data jsou zaloZzena na amplifikaci rRNA
genu, ktery je pouzivan pro fylogenetické analyzy a vztahy mezi druhy, nicméné v soucasné
dobé se k druhové identifikaci a analyze fylogenetickych vztahl pouZzivaji metody amplifikace
vice gend, které presnéji charakterizuji vztahy mezi organizmy.

6.1. Obecna identifikace protist (véetné mikrosporidii)

Stejné jako u jinych entomopatogent je zakladnim a prvnim krokem k identifikaci prvok(
a mikrosporidii pitva hmyziho hostitele a inspekce tkani ve svételném mikroskopu. A stejné
jako i u jinych entomopatogenl je pro vySetfeni vyhodnéjsi pitva Zivych, popf. kratce
uhynulych nakazenych jedincl. Jednak mame v téchto ptipadech moznost identifikovat
napadenou tkan, coZ v pfipadé postupujici infekce a ndsledné bakteridlni septikémie nelze
presné urcit, a jednak se mlzeme pokusit o izolaci infekéniho inokula pro nasledné laboratorni
testy vztahu hostitel — patogen. U protist a mikrosporidii, napadajicich hmyz, se daji trvala
stadia ve formé spor (mikrosporidie) nebo cyst (ameby, gregariny, kokcidie) pozorovat a ziskat
i z kadaver(, nicméné vyvojova stadia jednotlivych paraziti nejsou vtomto pripadé zachovana
a identifikace takového materidlu je znacné ztizena. DalSim krokem je studium struktur
jednotlivych stadii a vyvojového cyklu v transmisnim elektronovém mikroskopu a molekularni
analyza ziskaného materialu.

Spory mikrosporidii napf. pro infekéni pokusy se daji pomérné dobre izolovat
z nakazenych hostitelll. Stejné jako v pripadé jinych entomopatogent je celd télni dutina
hostitele vyplnéna masou spor, které se daji lehce izolovat. Homogenizaci infikovaného
hmyziho hostitele a naslednou nékolikandasobnou centrifugaci ziskdme pomérné cCistou
kulturu infekénich spor. Jednou z alternativ je i centrifugace v gradientu (napt. Ludox nebo
sacharézovy gradient), nicméné k této metodé je potieba specialni centrifuga, kterd neni ve
vSech laboratofich béZiné dostupnd. Takto vycisténou kulturu spor pouzivame k infekénim
pokusiim, kdy spory poddvame hostiteli per os s potravou, pfipadné injikujeme sporovou
suspenzi pfimo do télni dutiny hostitele. Spory se daji uchovavat v lednici pfi 4 °C, popf.
v mrazaku pfi - 20 °C. K suspenzi spor muzeme pridat kryoprotektanty, napf. 50% glycerol,
nicméné zmrazovani a rozmrazovani snizuje Zivotaschopnost spor, takze je praktické spory
skladovat v malych alikvétach. Nékteré spory miZzeme uchovavat ve zmrazenych kadaverech
hostitelll. Takto uchovavané spory se pouzivaji k infek¢nim pokustim.

Vzhledem k hostitelské specificité mikrosporidii je nutné pro kazdou mikrosporidii mit
svého hostitele. Nékteré mikrosporidie Ize chovat na ndhradnich hostitelich (napf.
Vairimorpha plodiae/ephestie z Plodia interpunctella/Ephestia kuhniella) jako je G. mellonella,
ale ve vétsiné pripad(i to neni mozné. Proto je ekologické hledisko hostitelského organizmu
v pfipadé studia mikrosporidii daleZité pro pochopeni a studium vztah( hostitel - patogen.
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7. lzolace a identifikace entomopatogennich hlistic (Nematoda)

Na zakladé charakteristik, které odlisuji entomopatogenni hlistice od ostatnich zastupct
kmene i fadu hadatek (Rhabditida), zavedli ve své monografii Mracek a Weiser (1988) pro tyto
entomopatogeny cCesky ndzev hlistovky, aby je odlisili od druh( fytopatogennich a volné
Zijicich. Nicméné v dalSim textu se budeme drZet terminu nematodi a entomopatogenni
nematodi (EPN).

Systematicky EPN zahrnuji dvé vyhranéné celedi, Steinernematidae a Heterorhabditidae
(obr. 48). Jsou to obligatni parazité ¢lenovcu, prevazné hmyzu, zijici v ptidé i uvniti nepldnich
hostitell. Kromé diakritickych morfologickych, anatomickych i biochemickych znakl je
spojuje, ale také rozliSuje, vyvojovy cyklus, taxonomicka prislusnost symbiotickych bakterii
a hostitelské spektrum.

Obecné vyvojovy cyklus probihd od vajicek,
kladenych uvnitf hostitele hermafroditickymi nebo
partenogenetickymi samicemi cel.
Heterorhabditidae, nebo samecky oplodnénymi
samickami Cel. Steinernematidae, pres Ctyfi juvenilni
larvalni stadia (J1-J4). Jediné tzv. invazni larvy (J3=1J)
jsou schopny napadnout a proniknout do nového
hostitele i prezivat mimo néj. V ptipadé slabsiho
napadeni hostitele muze cely vyvojovy cyklus
probéhnout uvnitf ného, aniz by ho opoustély invazni gpr 48 samice, samec a invazni larva
larvy, a to i vicekrat podle velikosti hostitele (obvykle Heterorhabditis bacteriophora.
2-3x). V téchto pfipadech probihd vyvoj podle
nékterych autor( bez J2 a J3. Prvni generace dospélych nematod( je abnormalné velka,
a proto se ji fika ,obfi generace”, zatimco nasledujici jsou znatelné mensi a oznacuji se za
»,hormalni generace”. Jakmile jsou zasoby Zivin z kadaveru vyCerpany, invazni larvy J3 hostitele
opoustéji a vyhledavaji nového, zatimco dospélci a larvy, které nestacily dokonéit vyvoj do
stddia J3 hynou. Invazni larvy jsou schopny ve vihké pldé preZivat az 6 mésici v pasmech
mirného klimatu a kolem 3 mésicl v subtropech a tropech.

EPN, stejné jako jini nematodi, maji podélnou svalovinu, a proto se pohybuji vinénim téla
jako hadi a k pohybu potfebuji tekutinu, at uz hemolymfu hostitele, nebo ve vnéjsim prostredi
vodu, byt jen v podobé mikrofilmu na puddnich ¢asticich. Zastupci Cel. Steinernematidae
pronikaji do hostitele pfirozenymi otvory (Ustni Ustroji, spirakula, fitni otvor, poranéni), larvy
Cel. Heterorhabditidae penetruji hostitele (zavrtavaji se) pres tenky integument, nejcasté;i
pres intersegmentalni membrany. Po vniknuti do hostitele invazni larvy J3 kontaminuji jeho
bfisni dutinu symbiotickou (pro nematody, pro hmyz patogenni) bakterii tak, Ze ji regurgituji
ze svého streva jicnem, pokracuji ve vyvoji do J4 a dospélych jedincl, ktefi se dale mnoii.
Hostitel obvykle za 24-48 hod po napadeni invaznimi larvami na hyne septikemii. Vyvojovy
cyklus trva pouhé 3-4 dny, nové vyvinuté invazni larvy opoustéji kadavery hostitele za 7-10
dni po napadeni.

Zadné vyvojové stadium EPN zpravidla neni samo o sobé pro hostitele virulentni a vlastni
invaze larev ho nezabiji, prestoze vymésuji rizné substance, které k tomu postupné prispivaji
a mortalitou hostitell se projevi jen pfi velmi silné infekci z axenickych kultur (bez bakterii).
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Vlastnimi virulentnimi patogeny jsou entomopatogenni bakterie z ¢eledi Enterobacteriaceae,
pro které je vyZiva tkanémi a télnimi tekutinami hmyzu esencidlni, ale samy nedokazi do
hemocoelu hostitelli proniknout a ani po pozfeni hostitelem infekci nevyvolavaji. To dokazi
jediné prostfednictvim invaznich larev EPN, které jsou pro né tedy vektorem a , dofasnym
bydlistém®“. Tuto vazbu mlizeme nazyvat intrasomalni forézi. Po proniknuti do hemolymfy
hmyzu se larvy nematodl mnozi, zplsobuji septikemii umocnénou tim, Ze otviraji cestu
k mnoZeni dalSich mikrobl, ale zaroven se larvy konkurenci bakterii brani uvoliovanim
metabolitl s antibiotickymi, fungicidnimi a nematocidnimi ucinky. Svymi exotoxiny potlacuji
imunitu a zabijeji hostitele, jehoZ rozklad zptistupniuje bakteriim Ziviny a nematodim
usnadniuje pohyb v téle hostitele. Nakonec, po namnoZeni, se bakterie stavaji potravou larev
nematodd, které se k nim v této fazi symbidzy chovaji jako mikrofagni. Zivi se jimi viechna
pohybliva stadia, vyjma J2, které sice bakterie ,hltaji“ ale netravi pred svlékanim do stadia J3,
které potravu viibec nepfijimaji. Jsou , kontejnerem”, v kterém jsou bakterie prepravovany do
konecného hostitele.

Kazdy druh nematodu Zije v symbiodze s jedinym druhem bakterie, ale jeden druh bakterie
muze byt symbiontem pro vice druh( EPN stejné celedi, napf. rod Xenorhabdus je specificky
pro r. Steinernema podobné rod bakterie Photorhabdus je specificky pro nematody
r. Heterorhabditis. V soucasnosti je reprezentovdn jedinym symbiotickym druhem
Photorhabdus luminescens, ktery kromé jiného, zplsobuje také modrou bioluminiscenci
kadaverd hostitele.

Ve své podstaté patfi EPN k malo specifickym patogenim/parazitim, ale nékteré druhy
vykazuji vyssiinfekénost i patogenitu pro konkrétni taxony hostitel(. V ptirodnich podminkach
dochazi k infekci pouze u druh(, které alespon kratkou dobu ve stadiu larvy nebo imaga
pfichdzeji do kontaktu s pldou, kterd je habitatem nematodd obecné, ale nékolik druht
pravidelné napada i podkorni hmyz nebo stadia hmyzu, kterd se zdrZuji pod borkou.
Nejcastéjsi jsou infekce zastupct radu motyll (Lepidoptera) a broukt (Coleoptera), méné jsou
zastoupeny frady dvoukfidlych (Diptera), blanokfidlych (Hymenoptera), trasnokridlych
(Thysanoptera), svab( (Blattodea), rovnokfidlych (Orthoptera), blech (Siphonaptera)
a podradu plostic (Heteroptera).

7.1. Ovocnarsky vyznamni zastupci hlistic

Celed' Steinernematidae je zastoupend cca 54 druhy rodu Steinernema. Zastupci jsou
gonochorni (jednopohlavni, tj. maji oddélené samci a samici jedince). Invazni larvy infikuji
hostitele symbiotickymi bakteriemi a pokraéuji ve vyvoji do posledniho larvalniho stadia J4.
Tyto larvy dospivaji v samce a samice obti generace. Po spateni samice kladou vajicka, ze
kterych se lihnou J1, pokracujici ve vyvoji pres J2-J4 v dospélce normalni generace.

K nejvyznamnéjsim druhim celedi patfi Steinernema carpocapsae. Patfi k mensim
druhim. Odolava dobre i podminkdm mimopUdnich habitat. Invazni larvy na pohyblivé
hostitele ¢ihaji a Uutoci na né ze zalohy (,ambusher” typ). V Evropé je pUvodni, stejné jako ve
zbytku svéta, az na Orientalni a Etiopskou oblast. Hostiteli jsou housenky motyl(, napft.
obalece jable¢ného, nesytky jable¢né nebo n. rybizové. Steinernema.feltiae patfi
k chladnomilnéjsim druhlm s teplotnim rozpétim mnozZeni v intervalu 12-25 °C a optimem
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kolem 18 °C. lJ jsou aktivni i pfi teplotach pod 10 °C.
Invazni  larvy  hostitele  aktivné  vyhleddvaji
»Cruiser” typ) i prepadaji ze zdlohy (,,ambusher” typ).
Tento druh je ,specialistou” na dvoukfidlé, hlavné
z Celedi smutnicovitych (Sciaridae) a tiplicovitych
(Tipulidae), ale rada popsanych biotypl stejné tak
dobre napada housenky motyld nebo larvy broukd,

ees

i i housenice pilatky jable¢né avpadé Zijici stadia
Obr. 49 Vodni past s larvami tmavky tr3snének.

Svestkové . . . X ,
Steinernema weiseri byla popsana z CR, ale vyskyt

byl potvrzen i na Slovensku, v Némecku, Velké Britanii
a Turecku. Patfi mezi chladnomilnéjsi druhy s optimem mezi 20-25 °C. Infikuje osenice
(Agrotis spp.), obalece ofechového (Cydia splendana), prvni dva instary drvoplené obecného
(Cossus cossus), housenice pilatky Zluté (Hoplocampa flava) a podle nalezd pod jablonémi ve
stromoradich patrné také pidalky (Geometridae).

Celed Heterorhabditidae je monogenerickd, s jedinym rodem Heterorhabditis a 11
uznanymi druhy. Vyvoj je od predchozich vyrazné odlisSny pfedevsim v tom, Ze druhy jsou
heterogonické, stfidajici hermafroditni a gonochorni generace ve svém vyvoji. Invazni larvy po
vniknuti do hostitele a jejich infekci symbiotickou bakterii pokracuji ve vyvoji do J4 a dospélce,
ktery ma samdi i samici rozmnozovaci organy zaroven (homogamni hermafroditi) a je schopen
samooplozeni (autogamie). Vykladenim oplodnénych vajicek prechazi vyvoj do gonochorni
generace s J1 — J4 a dospélymi, oddélenymi samci a samicemi. Z vaji¢ek pokracuje vyvoj na
uroven J3, ktera podle vyZivovacich podminek dokonéi vyvoj az po gonochorni dospélce, nebo
opusti kadaver jako invazni larva. V Evropé jsou plvodni tfi druhy. Aktivné vyhledavaji
hostitele.

Heterorhabditis megidis je velky holarkticky druh,
osidlujici mirné a chladnéjsi oblasti arealu. Aktivni je jiz od
10 °C. Infikuje predevsim puadni larvy nosatcovitych
a listorohych  broukl. Heterorhabditis downesi je
chladnomilnéjsi evropsky druh znamy spise z larev nosatcu
Skodicich v jehli¢natych lesich, ale infikuje ilalokonosce
smensi  Ucinnosti nez predchozi. Heterorhabditis
bacteriophora je kosmopolitné rozsifeny, teplomilny druh,
ktery na Balkdné vystupuje az do vySek nad 1100 m n. m. Obr. 50 Vylézani invaznich larev
Jeho Gcinnost se snizuje pfi poklesu teploty pady pod 20 °C. zgzizvéek z kadaveru larvy zobonosky
Preferuje piscité pady. Snasi i vapnité pldy a nizsi vihkost,
nicméné infekéni larvy presto prezivaji jen kratce po
aplikaci. Jejich pomérné Sirokd ekologicka valence se uplatfiuje pres hostitele. Je dost
polyfagni a Gcinny na larvy fady druhl broukt, motyll, dvoukfidlych a blanokfidlych.
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7.2. Izolace EPN z ptdnich vzorki

EPN se izoluji zejména z pudy. PGdni vzorky o znamé hmotnosti a objemu se odebiraji stejnym
zplUsobem, jako v pfipadé jinych entomopatogen( vyskytujicich se v pudé. PGda pro izolaci
EPN se odebira do hloubky 15 cm, vzorek pidy by mél mit minimalné 1 kg. Pldu odebirdme
na vétsi plose (napf. 4 m?), kde ndhodné odebereme 3 vzorky, které se v plastikovém
zipovacim sacku smichaji do vysledné hmotnosti vzorku. Vzorky v sac¢ku se uchovavaji v chladu
pfi transportu do laboratore.

Metody izolace EPN jsou zaloZeny na metodach izolace fytopatogennich hadatek a vyuZivaji
pozitivni tropizmus nematodd k vodé, resp. vlhkosti. Zde je popsand metoda izolace dle
Baermanna (1917), ktera pouziva sklenénou nalevku:

e na sklenénou nalevku ve stojanku se nasadi gumova hadicka, ktera se stdhne kovovou
sponkou

e do nalevky se vlozi filtracni papir, popf. jemné sitko a vzorek pudy

e na takto pripraveny material se lije voda do doby, nez dosahne k pidnimu vzorku

e nematodi migruji z pddy smérem do vody a snadno se odebiraji povolenim kovové
svorky na hadic¢ce do pfedem pfipravené nadoby — kadinky, misky apod.

Izolovani jedinci (zejména larvy) nematod( se uchovavaji v destilované vodé pfi 4 °C, kde
vydrzi nékolik tydn( v Zivém stavu a s neomezenou schopnosti nové infekce. Destilovana voda
se dd nahradit Ringrovym roztokem nebo M9 pufrem. Pro dlouhodobéjsi uchovavani se
doporucuje nechat larvy skladovat v molitanovych kuli¢ckdch ¢i ¢astech molitanu v dobre
uzaviratelnych nadobach. Molitan udrzuje dlouhodobé vihkost, nehrozi, Ze se larvy utopi ve
vodé. Takto pfipravené vzorky s nematody se uchovavaji dlouhodobé ve 4 °C. V pravidelnych
intervalech (jednou za dva mésice) se larvami infikuji Zivi hostitelé, aby byla zachovana
a otestovana Zivotaschopnost izolovanych kmentd/druhd EPN. Takto uchovavani nematodi
jsou schopni infekce celé roky.

7.3. 1zolace EPN z hostitelskych organizmu

K izolaci hlistovek se pouZivaji tzv. vodni pasti. Do vétsi Petriho misky se vlozi miska mensi
dnem vzhuru. Prekryje se filtratnim papirem a do spodni misky se nalije voda, kterd se vsakne
do papiru a vytvofi na ném jemny film. Na papir se polozi kadavery hmyzu, podezrelého
z infekce hlistovkami. Miska se zakryje vickem a exponuje pfi teploté 18-25 °C. Béhem 7-10
dniinfikované hostitele opoustéji J3 hlistovek, tvofice kolem rozpadlého kadaveru bélavy zakal
milionl invaznich larev. Pfi zvétSeni je v ,,zakalu” vidét intenzivni hadovity pohyb. Larvy se
stfickou z papiru oplachnou a pipetou prenesou do zkumavky, naplnéné ustfizky polyuretanu
(molitan). V podchlazeném stavu je lze uchovavat i nékolik let beze ztraty infekénosti pro
hostitele.

Ve skutecnosti je vSak obtiZzné nachazet v pfirodé zachovalé infikované hostitele k typické
izolaci hlistovek vodni pasti. Proto se Casto pouzivd metoda tzv. ,Galleriovych pasti“. Ta
spociva vtom, Ze se housenky zavijeCe voskového (Gelleria melonella) vystavi pldnim
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vzorkdim v Petriho miskach, pri které dojde k infekci ve vzorku se vyskytujicimi hlistovkami.
Jakmile hostitelské housenky uhynou, vychytdvaji se hlistice metodou vodni pasti. Vysledkem
je obvykle smés druhi, ze které muizeme odhadnout druhovou diverzitu v ekosystému,
dominanci, popsat nové druhy atd. Ale ta hlavni informace, z ¢eho se nematody dostaly do
pudy a proti cemu se daji pouzit, unika.

Stejné jako i u jinych entomopatogen( i u EPN se v posledni dobé v uréovani druht
a taxonomickém zarazeni kmen( a pro vyzkum fylogenetickych vztah( pouzivaji molekularni
metody. Izolace DNA probiha z larev izolovanych z hmyzich hostiteld.

Izolace EPN z hmyzich hostitel(
1. Z vodni pasti se odeberou larvy do centrifugacni zkumavky. Centrifugujeme 1 minutu
pfi 3000 otackach pti laboratorni teploté.
2. Odebere se supernatant, pelet larev se naredi sterilni destilovanou vodou a opét se
centrifuguje 1 minutu pfi 3000 otackach pfti laboratorni teploté.
3. Krok 2 se opakuje jesté 2x. Vysledny pelet larev, ktery je zbaven destilované vody, se
pouZije na izolaci DNA nebo RNA.

Prilohy
M9 pufr
e 15gKH,PO4
e 30gNa;HPO,
e 25gNaCl
e 5ml1MMgSOs

e do 1l destilované vody

Ringertiv roztok

e 9gNaCl
e 0,4gKcl
e 0,4gCaCl;

e 0,2 g NaH>COs
e do 1l destilované vody
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8. Techniky vysSetreni spole¢né pro skupiny entomopatogenu

Pokud se liSi primarni postupy pfi sbéru, izolaci a identifikaci jednotlivych skupin
entomopatogen( (vird, bakterii, hub a protist), techniky identifikace molekuldarnimi metodami
a pfiprava vzork( pro elektronovou mikroskopii jsou pro vSsechny skupiny uvedenych patogent
stejné. Proto jsou tyto metody uvedené zvlast v jedné kapitole, a nejsou probirany
v jednotlivych kapitolach s popisujicich izolaci a identifikaci jednotlivych patogennich skupin.

8.1. I1zolace DNA

Metod izolace DNA je dnes celd rada, at uz se jednd o izolaci DNA na kolonkach (kity od
raznych vyrobcl) nebo izolace klasické pomoci rlznych chemikalii - napf. CTAB nebo
fenol/chloroform. Pro potfeby sekvenovani celého genomu (WGS) se izoluje DNA pfimo z Cisté
kultury patogena, pokud je to mozné, na druhou stranu izolace celkové DNA z komplexu
hostitel/patogen je také moZna a v nékterych pripadech i jednodussi. Genom se pak muze
sekvenovat metodami metagenomickymi a ziskané sekvence se vyhodnocuji
bioinformatickymi metodami (Tonka a kol., 2021). Nejbéznéjsi a nejpouzivanéjsi metodou je
ale PCR identifikace patogen(i pomoci univerzalnich primer(.

Izolace DNA pomoci kitu

Kolonkova metoda izolace DNA pomoci kitu je jednoduchou a rychlou metodou ziskani
¢isté a kvalitni DNA, s minimem kontaminaci, na druhou stranu vétsinou i v nizsi koncentraci.
Metoda izolace pres kolonky je v zasadé ve vSech dostupnych komerénich kitech podobna
a podrobny popis izolace v jednotlivych krocich je soucasti kita.

Izolace DNA metodou CTAB

Tato metoda slouzi k extrakci vétsSiho mnozstvi pomérné Cisté DNA. Chemicky je metoda
zaloZena na schopnosti CTAB (cetyltrimetylamoniumbromid) vytvaret komplex s nukleovymi
kyselinami a pusobit jako detergencni Cinidlo, které uvolfiuje DNA z membran a proteind.

1. Pro homogenizaci analyzovaného vzorku lze pouzit tekuty dusik. Pokud se dusik
nepouziva, vzorek o hmotnosti zhruba 100 mg vlozime do sterilni 1,5 ml
mikrocentrifugacni zkumavky. Pro lepsi drceni tkané (zvlasté napt. pro mikrosporidie,
sporulujici bakterie nebo EPF) pfidame sterilni kifemicity pisek.

e Alternativou k manualni homogenizaci pomoci plastovych ty¢inek mize byt
homogenizaéni mlynek, do kterého se vlozi mikrozkumavka s kovovymi kulickami
se vzorkem tkané. Po automatické homogenizaci se pfrida extrakéni pufr
a postupuje se dale podle navodu.

2. Ke vzorku se pfida 500 pl predehratého pufru 2x CTAB s 1% 2-merkaptoetanolem
(ktery se pred samotnou izolaci predehreje na 65 °C), pletivo/tkan se rozdrti pomoci
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10.

11.

plastové tyCinky a promicha s pufrem ve kterém homogenizujeme tkan. Smés se nechd
inkubovat pfi 65 °C pfiblizné 45 minut. BEhem inkubace se vzorek kazdych 15 min lehce
promicha (napf. na vortexu).

Pridd se 500 ul smési chloroform - IAA (IAA - izoamylalkohol) a vzorek se 1 minutu
protfepdva na vortexu nejvyssi rychlosti. Poté se vzorek centrifuguje 5 minut
maximalni rychlosti pfi laboratorni teploté.

. Do novych mikrocentrifugacnich zkumavek se odpipetuje vodna faze (- supernatant).

Prida se 500 ul smési chloroform: IAA, vzorek se opét 1 min protfepava a nasledné
centrifuguje 5 minut maximalni rychlosti pfi laboratorni teploté.

. Do novych mikrocentrifugacnich zkumavek se prepipetuje supernatant, ke kterému se

prida 2/3 objemu isopropanolu. 2 — 3x se zkumavka lehce promicha a da na 30 min -
inkubovat pfi 20 °C. VytéZznost DNA se zvysi prodlouzenim inkubace smésiv -20 °C—na
24-48 hod. Vzorek se po inkubaci centrifuguje 5 min ve 4 °C maximalni rychlosti. DNA
se zachyti na dné mikrocentrifugacni zkumavky, supernatant se odstrani.

K peletu se pfidd 300 ul 1x TE pufru a vzorek se 30—60 min inkubuje pfi 37 °C.

K rozpusténé DNA se prida 1/10 objemu 3 M octanu sodného a 600 ul ledového 96%
ethanolu. Smés se 2—3x lehce promichd a vloZi se do - 20 °C) minimalné na 20 min,
optimalné opét pres noc (vétsi vytéZznost DNA).

. Poté se vzorky 10 minut centrifuguji maximalni rychlosti pfi 4 °C. DNA vytvofi pelet na

dné mikrocentrifugaéni zkumavky a pipetou se opatrné odstrani supernatant (aby
nedoslo k odstranéni i peletu DNA).

. K peletu se prida 1000 ul ledového 70% ethanolu, vzorek se 2—3x lehce promicha

a centrifuguje se 2 minuty maximalni rychlosti pti teploté 4 °C. Okamzité se odstrani
vSechen supernatant. Pro dokonalé precisténi se muze krok €. 9 opakovat.

Vzorky se nechaji inkubovat 10 min pti laboratorni teploté, aby se odpafil zbytek
etanolu. Pelet nesmi vyschnout zcela, sniZila by se jeho rozpustnost. Alternativou je
inkubace vzorku 5 minut pfi 70 °C. Mikrozkumavka musi byt oteviend, aby se etanol
odpatil.

Podle mnozstvi peletu (DNA) se ptida 20—200 ul 1x TE pufru nebo sterilni destilované
vody. Pro dokonalé precisténi se pridd 1 pl RNAzy A (podle objemu, ve kterém jsme
rozpustili pelet DNA) a necha se 30 minut inkubovat ve 37 °C.

Prilohy

2x CTAB extrakéni pufr

e 2% CTAB (Cetrimoniumbromid/cetyltrimethylamoniumbromid)
e 100 mM Tris - HCI, pH 8,0

e 50mM EDTA

e 1,4M NaCl

TE (TRIS/EDTA) pufr
e 1M Tris - HCL, pH 8,0
e 10 mM EDTA
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1% 2 - merkaptoetanol (2 - sulfanylethan - 1 - ol)
chloroform - IAA (24 : 1) (I1AA isoamylalkohol)
isopropanol

70% etanol

96% etanol

Rnaza A 2 mg/ml

3 M octan sodny

Izolace DNA fenol - chloroformovou metodou

Izolace pomoci fenol - chloroformu je klasickd metoda izolace DNA. Na rozdil od izolace
kitem je pracnéjsi a trva delsi dobu, ale poskytuje vétsi mnozstvi DNA. Nevyhodou je pouziti
fenolu, ktery je zdravi nebezpecnou latkou, proto je nutné veskeré manipulace s fenolem
provadét v digestoti, popf. velmi dobre vétrané mistnosti. Stejné jako v pfipadé izolace kitem,
nebo pomoci metody CTAB, je prvnim krokem homogenizace vzorku. V tomto pfipadé se muize
jednat o ¢ast infikované tkané, nebo v pripadé malych, drobnych, druh hmyzu (mSice, Cervci,
vrtule) o ¢ast nebo celého jedince. K homogenizovanému zlyzovanému vzorku se pfida fenol,
popt. smés fenolu a chloroformu, které vysrazi ze vzorku proteiny. Vzorek se separuje na dvé
poloviny, horni vodna faze obsahuje DNA, spodni organicka faze je smési fenolu nebo fenolu
a chloroformu. Proteiny jsou vysrazené na rozhrani obou fazi. Opakovanym pfidavanim fenol
- chloroformu k vodné fazi s DNA dochazi k precistovani vzorku od proteind.

Prvnim krokem v izolaci je homogenizace tkané. Ta se provadi bud v tekutém dusiku
v tfeci misce pfislusné velikosti, pokud nemdme k dispozici tekuty dusik, homogenizaci
provadime v lyza¢nim roztoku v mikrozkumavce pomoci plastovych tycinek.

1. Vzorek o hmotnosti 100 mg se zhomogenizuje a pfida se extrakéni (lyzacni pufr)
v objemu 500 pl.

2. Homogenat v extrakénim pufru se inkubuje 3—12 h, popf. pfes noc v termobloku pfi
56 °C. Zalezi na typu a velikosti tkané ve vzorku. Doba inkubace se fidi velikosti vzorku
a typem tkané — kratsi dobu budeme potfebovat na homogenizaci napf. stfeva, delsi
dobu na homogenizaci chitinem impregnovanych casti — kutikula, ¢asti téla apod.
Vzorek se béhem inkubace v extrakénim pufru promichava na vortexu, ale pouze
jemné (pfi malé rychlosti), aby nedoslo k mechanickému poskozeni vidken DNA.

3. Po inkubaci se vzorek v mikrozkumavce centrifuguje pfi 12 000 otackach 3 min pfi
laboratorni teploté.

4. Do nové zkumavky se odebere vodna faze a prida se stejny objem fenolu (pH= 8) nebo
smési fenol : chloroform. Smés se promicha pomoci vortexu 1 min a poté se
centrifuguje 5 min pfi 14 000 otackach pfi laboratorni teploté.

5. Vrchnivodna faze s extrahovanou DNA se odebere do nové mikrozkumavky (nesmi se
nabrat ¢ast proteinové vrstvy) a k vodné fazi se prida stejny objem smési fenol :
chloroform. Nasledné se smés 1 min promichava a nasledné centrifuguje 5 min pfi 14
000 otackach pfi laboratorni teploté. Tento krok se opakuje do té doby, kdy se na
rozhrani vodné a organické faze neobjevuje vrstva proteind, vétSinou dvakrat.
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6.

10.

K vodné fazi se prida stejny objem smési fenol : chloroform : isoamylalkohol, vzorek se
promicha a centrifuguje 5 min pfi 14 000 otackach pfi laboratorni teploté. Ve vodné
fazi, ktera se odebere do nové zkumavky nesmi byt pred precipitaci DNA Zadné zbytky
fenolu.

K vodné fazi v nové zkumavce se prida 1/10 objemu 3 M octanu sodného a 2,5 objemu
96% etanolu. Smés se promicha otacenim zkumavky v ruce. Roztok se centrifuguje pfi
14 000 otackach 5 min ve 4 °C a poté se odstrani supernatant.

Vzorek se necha 10 minut vysusit, aby se odstranil zbytkovy etanol, ktery by mohl
v ndslednych analyzach ovliviiovat vysledky.

K precipitdtu se prida elucni pufr (TE pufr) nebo destilovana sterilni voda v objemu
odpovidajicimu mnoZstvi precipitatu na dné zkumavky, vétSinou 100-300 pl.

Pelet se rozpusti pfi 37 °C po dobu 30—45 minut, popf. se zkumavka s rozpousténou
DNA muze dat pres noc do 4 °C.

Prilohy

Lyzacnich pufrd je cela fada s rGznym sloZzenim jednotlivych komponent. Zde uvadime
sloZzeni nami pouzivaného a osvédcéeného lyzaéniho pufru:

1 M Nadl 10 ml
1MTris-HCl, pH=8 1ml
50 mM EDTA 10 ml
10% SDS 5 ml
destilovana voda 74 ml

Pfed pouZzitim pfiddme k lyza¢nimu pufru Proteindzu K v koncentraci 100 pg/ml.

fenol, pH8.0

fenol - chloform (1 : 1)

fenol - chloroform - IAA (25:24 : 1)
1x TE pufr (viz pfedchozi kapitola)
3 M octan sodny

96% etanol

70% etanol

Identifikace patogenti pomoci metody PCR

PCR (polymerase chain reaction — polymerazova retézova reakce) je metoda zalozend na

amplifikaci useku vyizolované DNA pomoci kratkych nukleotidovych sekvenci tzv. primer( (cca
20 bp). Amplifikované PCR produkty Ize nasledné sekvenovat a porovnat s databazi BLAST.
Takto se daji ve velmi kratké dobé identifikovat jednotlivé druhy entomopatogen(, a na
zakladé PCR ziskanych sekvenci se také daji vysvétlit plivod a fylogenetické zarazeni patogen.

Tato metoda je zaloZzena na amplifikaci region( odpovidajicich jednotlivym primertm.

Nejprve probéhne PCR reakce za pritomnosti specifickych univerzalnich primert. Po PCR
analyze jsou amplifikované fragmenty purifikovany a sekvenovany. Na zakladé sekvenacni
analyzy je pak mozné identifikovat jednotlivé druhy entomopatogen(. Analyza sekvenci mGze
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poskytnout data pro konstrukci fylogenetickych strom(, data pro identifikaci patogen(
a hodnoceni homogenity souboru jednotlivych druht/roda.

Vétsina dnes pouzivanych univerzalnich primert k identifikaci urcitych skupin organizm
je léty provérena a obecné pfijimana. Kazdy primer je navrieny na jiny Usek sekvence DNA
raznych organizm( tak, aby se daly jednotlivé organizmy jednoduse diverzifikovat a urcit. Po
amplifikaci usek DNA v PCR reakci se tyto amplikony sekvenuji, aby se zjistila podobnost
s organizmy, pro které jsou primery uréené. Seznam ndmi pouzivanych primeru v identifikaci
entomopatogennich organizmi je uveden v Tabulce 1.

V momenté, kdy mame k dispozici PCR amplikon entomopatogena, nechame vzorek
osekvenovat (napf. SEQme s.r.o., Dobfi§). Osekvenovany usek DNA porovndvame se
sekvencemi v nukleotidové databazi NCBI (nt) pomoci algoritmu BLAST (blastn)
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

Tab. 1. Univerzalni primery pouzivané k identifikaci hostitelskych organizm( a jednotlivych
skupin entomopatogen(.

. \ Teplota Cilovy
Smer Primer Sekvence (5'->3") Gen annealingu organizmus Reference
F LCO1490 GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG ..
R HCO2198 TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA COl 51 hmyz a rozto€i Fowler et al., 1994
F ITS1 TCCGTAGGTGAACCTGCGG . .
R ITS4 TOCTCCGCTTATTGATATGE ITS 57 houby + dalsi White et al., 1990
F LROR GTACCCGCTGAACTTAAGC LsuU 52 houby. kvasink Elya et al., 2018
R LR5 ATCCTGAGGGAAACTTC y: Y vilgalys and Hester, 1990
F 5518f CACCAGGTTGATTCTGCC hmyz, kvasinky, . :
R <51492r GGTTACCTTGTTACGACTT rRNA 45 mikrosporidie Weiss and Vossbrinck, 1998
F 27F AGAGTTTGATCCTGGCTCAG rRNA 54 bakterie Salter et al., 2014
Metoda PCR

Nami popisované PCR reakce probihaji ve stejném objemu, se stejnym zastoupenim vsech
reagencii. LiSi se pouze v sekvencich primeru a teplotnich profilech, které se pro amplifikaci
jednotlivych primertd pouzivaji. VSechny zde popsané primery i profily jsou pouzivané rutinné
v identifikaci jednotlivych organizmu, nejenom entomopatogend.

PCR reakce probiha v objemu 20 pl:
Schéma pipetovani:

e 10 ul GoTaq PCR master mixu (Promega Corp.)

e 1 pl DNA (koncentrace 50 ng v reakci)

e 0.5 ul forwardového primeru (chybi koncentrace)
e 0.5 ul reverzniho primeru (chybi koncentrace)

e 8 ul PCR vody (do objemu 20 pl)

Amplifikace probiha v termocyklerech (napr. Biometra;Analytik Jena). PCR produkty jsou
separovany na 2% agarozovém gelu v 1xTBE pufru pomoci vyhodnocovaciho zafizeni, jehoz
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soucasti je kamerovy systém, UV transiluminator a vyhodnocovaci software. Pomoci tohoto
programového vybaveni je mozné pomoci velikostniho markeru a pozitivni kontroly potvrdit
(stanovit) velikost PCR produktu. Uspé&sné amplifikované fragmenty jsou sekvenovany.

Prilohy

5x TBE pufr (zdsobni roztok)
Tris54 g

50 mM EDTA 20 ml

kys. borita 27,5 g

destilovana vodado 11

Purifikace PCR produktu

Po PCR reakci se v reakéni smési nachazi i zbytky nukleotidl a primer(, které negativné
ovliviiuji sekvenovani. PCR produkty se pred sekvenaci purifikuji kitem ExoSap - IT (napft.
Applied Biosystems™). Pomoci enzymatickych reakci — exonukléazami a alkalickymi
fosfatdazami, pridanymi do PCR smési, dojde k odstranéni primer( a zbytkd nukleotidd.
Uvedeny postup byl doporuen vyrobcem (Applied Biosystems™), sloZeni roztok( neni
uvedeno.

1. Z PCR reakce se prepipetuje 10 ul vzorku do nové mikrozkumavky (objem 0,2 ml).

2. Ke vzorku se pfidaji 2 ul ExoSapu — pipetuje se do vicka mikrozkumavky vzhledem
ktomu, Ze smés enzym( je velmi husta a viskézni. Po uzavieni mikrozkumavky se
vzorek kratce centrifuguje, aby se smés enzymi dostala do reakce.

3. Takto pfipravena smés se inkubuje 30 min pfi 37 °C v termobloku nebo termocykleru.
Po uvedené dobé se enzymy ve smési inaktivuji inkubaci vzorku 20 min pfi 80 °C.

4. Po ochlazeni smésina 4 °C (napf. na ledu) se k PCR reakci pfidd 5 ul primera (ve finalni
koncentraci 5 uM), forward nebo reverzniho. Takto upraveny vzorek se posild do
externi laboratore k sekvenovani.

8.2. I1zolace RNA

RNA je méné stabilni nez DNA a jeji izolace vyZaduje opatfeni, které zabrani degradaci
RNA béhem izolace. Misto, kde se bude izolovat RNA by mélo byt vysterilizovano specialnimi
chemikaliemi (RNAse free) nebo UV svétlem. Stejné jako pfiizolaci DNA, viechny ndstroje musi
byt sterilni, vZdy je nutné nosit rukavice a Casto je ménit, aby se zabranilo kontaktu s RNA.
Izolace by méla probihat na ledu, aby se omezila enzymatickd aktivita. Pokud dojde ke
kontaminaci nastrojU, laboratorniho skla nebo roztokd, je tfeba je vyménit. VSechny nastroje
a laboratorni sklo a plasty, potfebné pro izolaci RNA, je nutné bezpodminecné sterilizovat
v autokldvu, stejné jako v pripadé DNA.

RNA se izoluje ve formé celkové RNA z nakazeného hostitele. Jednou z metod je izolace

RNA za poufZiti TRIzolu, ktery indukuje lyzi bunék a inhibuje RNAzy. Je zdravi nebezpeénou
58



latkou, a je tedy na misté opatrnost pfi jeho pouziti, protoZe denaturuje DNA a proteiny.
Izolace RNA pomoci Cinidla Trizol

Trizol (obchodni nazev TRI Reagent) je chemické Cinidlo (nebo roztok) zaloZzené na smési
guanidin thiokyandtu a fenolu. Touto izolaéni metodou je mozné dosdahnout vyssi koncentrace

vvvvv

jsou zdravotni rizika spojena s manipulaci s fenolem a chloroformem a také pomérné casové
naro¢nd doba izolace. PFfi praci s Trizolem dodriujeme bezpecnostni pravidla. Je dobré
pouzivat dvoje nitrilové rukavice a chranit se tak proti pfimému kontaktu s chemickou latkou,
véetné nddob a nastroji, které s ni priSly do styku. Samozifejmosti prace se zdravim
poskozujicimi slou¢eninami, obsahujicimi fenol, chloroform, thiokyanat apod., je prace
v dobfe odvétrané mistnosti nebo v digestofi.

Na izolaci pouzivdme biologicky material v ¢istém stavu, Cerstvy nebo hluboko zamrazeny
(- 80 °C).

1. Mala ¢ast tkané (0,1 — 10 mg) se vlozZi do mikrocentrifugaéni zkumavky o objemu 1,5
ml. Do zkumavky se pfidd na 60 °C predehiaty 1 ml TRl Reagent a celd suspenze se
homogenizuje tyCinkou. Homogenizace se dda alternativné provadét mechanicky
pomoci mlynkl s vysokou frekvenci. V takovém pfipadé se pouzivaji mikrozkumavky
s kulatym dnem o objemu 2 ml se safe—lock uzavérem. Pfed homogenizaci se do
zkumavky pridavaji kulicky, které pomahaji rozbit homogenizovanou tkan. Kulic¢ky
sklenéné nechdame ve vzorku, kulicky kovové se po sterilizaci daji pouZit opakované.

2. Homogenizovany vzorek se necha inkubovat 5 minut pfi laboratorni teploté. Po
homogenizaci se vzorek centrifuguje pti 3000 otackach 20 minut pfi teploté 4 °C.

3. Po centrifugaci se odebere supernatant do nové mikrozkumavky a pridad se 200 pl
chloroformu. Vzorek se 15 s vortexuje a 5 min inkubuje pfi laboratorni teploté
a nasledné ve 4 °C 15 minut pfi 12000 ot.

4. Do nové zkumavky se opatrné odebere Cista vodna vrchni faze supernatantu a opakuje
se krok 3. Vodna faze se prevede do nové mikrozkumavky a pfida se 500 pl ledového
izopropanolu a 500 ul 1,2 M NaCl. Vzorek se promicha a nechd inkubovat pfi
laboratorni teploté 10 minut a opét se vzorek centrifuguje 10 minut pfi 12 000
otackach ve 4 °C.

5. Odstrani se supernatant a RNA pelet se promyje pfidanim 1 ml 75% ethanolu. Vzorek
se promicha na vortexu a centrifuguje se 5 minut pfi 8 500 otackach ve 4 °C.

6. Supernatant se odstrani a opakuje se krok 5. V této fazi izolace mohou byt vzorky RNA
ve formé peletu v etanolu skladovany nejméné tyden v 4 °C, nebo nékolik mésicu
v mrazicim zafizeni pfi - 20 °C.

7. Po centrifugaci a peclivém odstranéni veskerého supernatantu mikropipetou se necha
RNA pelet 5-10 min susit (stat pfi laboratorni teploté), aby se odstranily zbytky
etanolu, ktery by mohl ovlivnit naslednou kvalitu rozpousténi nukleové kyseliny. Pelet
RNA nesmi byt susen delsi dobu, protoZe se zvysujici se dobou suseni klesa rozpustnost
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RNA.

8. K castecné vysusenému peletu RNA, zbaveného zbytkového etanolu, se pfida 20 pl
RNA - free vody, pfipadné 1 ul inhibitoru RNAz, a vzorek se necha inkubovat 10 minut
v termobloku nastaveném na 60 °C.

9. Extrahovand celkova RNA se pouziva hned k dals$im analyzam nebo se vzorek muze
uchovavat v hlubokomrazicim zafizeni v -80 °C.

Izolace RNA pomoci komeréniho kitu

Nicméné v soucasné dobé je daleko jednodussi pouzit celou fadu komercnich kitd na
izolaci celkové RNA, které pouzivaji kolonkovou metodu. Dodrzovani spravné laboratorni
praxe pro izolaci RNA je stejné jako v pfipadé izolace pomoci TRIzolu, ale kolonkova izolace je
rychlejsi, jednodussi a méné zdravi Skodliva. Kvalita vysledné RNA je vyssi a Iépe pouZitelna
pro dalsi analyzy.

K izolaci celkové RNA se pouZziva celd fada kitl vyuZivajicich specifickou vazbu RNA na
kolonkach. Postupy a metody izolace RNA jsou soucasti kitl. Vysledna RNA je Cista, stabilni,
nicméné vytéznost RNA je v porovnani s izolaci pomoci TRIzolu mensi.

Takto pfipravena izolovana RNA je vhodna pro NGS sekvenovani ve specializovanych
laboratofich.

Reverzni transkripce izolované celkové RNA
RT-PCR je alternativni metoda detekce

Vyizolovana RNA PCR reakce probiha na templatu DNA, analyza je zaloZzena na replikaci DNA
a klicovym enzymem je DNA polymeraza. Proto je nutné izolovanou celkovou RNA prepsat
procesem reverzni transkripce na cDNA, kterd slouzi jako templat pro PCR s pfislusnymi
primery (napf. univerzdlnimi, viz vySe). Existuje celd fada komercnich kit pro reverzni
transkripci. Jednd se v zdsadé o jednu reakci kombinujici reverzni transkripci a PCR, kterd
probihd v termocyklerech, stejné jako klasicka PCR. Proces reverzni transkripce probihd podle
manualu vyrobce kitu.

Reverzni transkripce se pfipravi pomoci kitu, nap¥. kitem ImProm-Il Reverse Transcription
System (Promega, Madison, USA)

1. Naledu smichame 0,5 ul forward primeru, 0,5 ul reverse primeru, 3 ul celkové RNAa 1
ul vody bez nukledz.

2. Smés nechame denaturovat pfi 70 °C 5 minut, poté okamzité premistime zpét na led
a nechame inkubovat alespon 5 minut.

3. Pripravime reakéni mix pro reverzni transkripci dle pokyn( vyrobce
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4. Cely namichany objem reakéniho mixu priddame k denaturované celkové RNA
s prislusSnymi F i R primery.

5. Vzorek vloZzime do termobloku a nastavime teplotni profil reakce nasledovné

25 °C -5 minut
42 °C - 60 minut
70 °C - 15 minut

6. Vysledkem reakce je cDNA, kterou mlizeme pouzit pro dalsi analyzy, popf. zamrazit pfi
-80 °C do doby pouziti.

8.3. Priprava vzorkl pro elektronovou mikroskopii

Elektronové mikroskopy jsou v zdsadé
dvou typl: transmisni  elektronovy
mikroskop (TEM), ktery se pouZziva pro studia
ultrastruktur stadii patogentd v bunkach (ze
kterych jsou poté odvozené napf. Zivotni
cykly), a slouzi k pozorovani vnitinich detailt
organizml a tkani, a skenovaci (scanning)
elektronovy mikroskop (SEM), ktery se
pouziva ke studiu povrchu a vnéjsich struktur
organizmu, bakterii, jedno
a mnohobunéénych  organizmi.  Fixace

Obr. 51 Endosymbiotické houby ve stfevé voskovky 2@ dehydratace jsou pro oba mikroskopy
zavlecené pozorované v TEM. stejné, lisi se ve findlni fazi pripravy vzorkd.

Na TEM se vzorky fixuji v glutaraldehydu, po fixaci se v soucasné dobé vétSinou vzorky
predavaji specializovanym laboratofim k dalSimu zpracovani. FixaZ je pripravovana
zaméstnanci laboratorfe elektronové mikroskopie (LEM) a skladovédna v alikvétach v
mikrozkumavkach pfi - 20 °C. Pfed pouZitim je nutné fixaZz rozmrazit. Polotenké fezy barvené
toluidinovou modfi se prohlizeji ve svételném mikroskopu, ultratenké fezy barvené uranyl
acetatem se prohlizeji v TEM (obr. 51). Vzorky pro TEM i SEM se pfipravuji v externi laboratofi
(napf. LEM  Parazitologicky ustav. AVCR -  https://www.bc.cas.cz/servisni -
pracoviste/laborator - elektronove - mikroskopie/).

Nasledujici postup popisuje pfipravu biologickych vzork( pro transmisni elektronovou
mikroskopii (TEM). Konkrétni protokol se mlze mirné lisit v zdavislosti na standardnich
pracovnich postupech dané laboratore, typu zkoumané tkané a stupni jeji zachovalosti. Nize
uvedeny popis vsak predstavuje obecné pouzivany ramcovy postup pripravy vzorkd pro TEM
analyzu.
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1. Cast infikované tkané se fixuje pres
noc pfi 4 °C v 2,5% glutaraldehydu
v0,1 M kakodylatovém pufru.
Nékdy se k pufru pfidava 1%
sachardza, ktera zvysSuje osmolaritu
a lepsi pronikdni fixa¢niho roztoku
do tkani.

2. Po promytiv 0,1 M PBS pufru (s 4%
glukdézou) se vzorky postfixuji
v pufrovaném 2% 0sO4 dvé hodiny
pfi 4 °C.

3. Pak se vzorek ddle promyva 0,1 M

Obr. 52 Fyzogastrickd samice roztoCe Pyemotes sp.
PBS pufrem a vzestupnou jzolovaného z larev tmavky $vestkové.

etanolovou radou (25, 59, 70, 80,
96, 100%) a acetonem se vzorky prevedou do pryskyfice (napf. EPON). V kazidé

koncentraci se vzorky promyvaji 2 x 10 minut.

4. Po zaliti do pryskyfice a ztvrdnuti se krdji polotenké rezy, které se barvi toluidinovou
modfi. Ty se prohliZeji ve svételném mikroskopu pro pfipravu ultratenkych rez(.

5. Ultratenké fezy se kontrastuji citrdtem olova a octanem uranylu a prohlizi v TEM.

Vzorky pro SEM se pfipravuji podobné.

1. Cely objekt, popf. ¢ast tkdné, ktery budeme chtit pozorovat v mikroskopu fixujeme
pres noc pfi 4 °Cv 2,5% glutaraldehydu v 0,1 M kakodylatovém pufru.

2. Po fixaci nasleduje odvodnéni vzestupnou etanolovou fadou (25, 59, 70, 80, 96, 100%)
a po promyti acetonem se vzorky susi metodou kritického bodu pomoci CO..

3. Po vysuseni se vzorky lepi na kovové terciky a pokryvaji se zlatem (pozlacuji se)
a prohlizeji se na skenovacim elektronovém mikroskopu.
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SROVNANI NOVOSTI POSTUPU

Tato metodika vznikla na zakladé dlouholetych zkuSenosti a systematického studia
patogennich organizmd hmyzu, realizovaného v ramci rGznorodych vyzkumnych projekt(
a ukoll. V ramci jejiho vyvoje byly integrovany poznatky, metody a ptistupy z rliznych oblasti
vyzkumu entomopatogent, a to jak z terénnich Setfeni, tak i z laboratornich experimentd,
mikroskopickych technik, molekuldrnich analyz a bioinformatického zpracovani sekvenacnich
dat.

Vyznamnou ¢ast vyvoje metodiky tvofily aktivity feSené v ramci projektu QK22020019
»Inovace integrované a ekologické produkce ovoce a révy vinné v ndvaznosti na nové se Sifici
druhy Skodlivych organizmi”. Metodika predstavuje prvni uceleny ndvod k diagnostice
entomopatogennich agens, ktery je prakticky vyuzitelny nejen v oblasti vyzkumu, ale i pro
pracovniky statni spravy, ochrany rostlin, aplikované ekologie a dalSich souvisejicich profesi.

Soucasné metodika zaplfiuje vyznamnou mezeru v oblasti identifikace a managementu
patogenu invaznich druhG hmyzu, a to jak v systémech péstovani ovoce a révy vinné, tak
i v SirSim kontextu ochrany Zivotniho prostfedi, kde dosud podobny souhrnny a prakticky
zaméreny dokument chybél.

Popisované metody poskytuji vysokou diagnostickou pfesnost, zejména molekularné -
analytické pristupy k identifikaci hmyzich patogenl. Metodika ddle obsahuje i praktické
navody pro izolaci a kultivaci patogen(, coz umoznuje jeji vyuZiti i subjekty z komeréni sféry,
napfiklad pfi vyvoji alternativnich pripravkd na ochranu rostlin (POR).

Vzhledem k tomu, 7e dosud nebyla v Ceské republice publikovana jednotna metodika
shrnujici diagnostické pristupy k identifikaci patogend u hmyzu, lze tuto praci povazovat za
inovativni a pfinosnou nejen z hlediska védeckého, ale i z hlediska praktického vyuziti.

POPIS UPLATNENI METODIKY

Tato metodika je uréena pro odborna pracovisté zabyvajici se entomologii, ochranou
rostlin a diagnostikou novych i stavajicich patogennich organizm( s potencidlem vyuziti
v biologické ochrané proti Skidclim hospodarskych plodin. Uplatnéni najde rovnéz
v systémech integrované produkce ovoce, zeleniny a révy vinné, stejné jako pti ochrané proti
Skodlivym organizmim v lesnich ekosystémech.

Predpokladanymi uzivateli vysledku jsou predevSim organy statni spravy a verejné
instituce zajistujici dohled nad ochranou rostlin (nap¥. Ministerstvo zemédélstvi, Ministerstvo
fivotniho prostiedi, UKZUZ, referenéni a diagnostické laboratore), déle vyzkumné Ustavy
a odbornad pracovisté zamérena na zemédélstvi, lesnictvi a biologickou ochranu rostlin.

Metodika pfrispiva k plnéni poZzadavkl vyplyvajicich z evropské legislativy, zejména
Narizeni Evropského parlamentu a Rady (EU) ¢. 1143/2014 o prevenci a fizeni zavlékani a Sifeni
invaznich neplvodnich druh( a nafizeni Rady (ES) ¢. 708/2007 o vyuZivani nepavodnich
a mistné se nevyskytujicich druhd v akvakulture.

Praktické uplatnéni metodiky se predpoklada rovnéz v akreditovanych diagnostickych
laboratotich, vyzkumnych udstavech zfizovanych Ministerstvem zemédélstvi (napf. pro
péstitele ovoce, révy vinné, chmele, zeleniny ¢i okrasnych rostlin), a dale ve specializovanych
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pracovistich medicinské a veterinarni entomologie (napf. krajské hygienické stanice, statni
veterinarni Ustavy).

Metodiku Ize rovnéz vyuzit ve vyuce na stfednich a vysokych Skolach, zejména v ramci
pfedmétl zamérenych na rostlinolékarstvi, zemédélskou entomologii, diagnostiku patogenut
a parazitl ¢i metody ochrany rostlin. Detailné popsané postupy mohou byt aplikovany i v ramci
vyvoje novych biologickych pfipravkd na ochranu rostlin zaloZzenych na mikroorganizmech,
a to jak v ramci statniho, tak i soukromého aplikovaného vyzkumu a vyvoje.

Metodika bude volné dostupnd na webovych strankdch Fakulty zemédélské
a technologické Jihoceské univerzity v Ceskych Budé&jovicich (https://www.fzt.jcu.cz)
a Vyzkumného a slechtitelského Ustavu ovocnarského Holovousy (https://www.vsuo.cz).

EKONOMICKE ASPEKTY

Snizovani vynosl ovocnych, zeleninovych a dalSich hospodarskych plodin v disledku
pUsobeni invaznich druh( predstavuje jeden z vyznamnych ekonomickych dopadu
biologickych invazi. Zavlékani novych druh je ¢asto spojeno také s introdukci fytopatogennich
agens do novych geografickych oblasti. Tim dochazi nejen k nartstu ndkladd na ochranu proti
novym Skddcim, ale rovnéz ke zvySeni vydajli spojenych s prevenci a potlacovanim vyskytu
nové zavlecenych rostlinnych patogend.

Omezeni negativnich ekonomickych dopadu invaznich druhd, a to jak hmyzich skGdcd, tak
s nimi spojenych fytopatogen(, je v systému péstovani ovoce, zeleniny i dalSich plodin
prioritou. Postupy popsané v této metodice mohou vyznamné pfispét jak k identifikaci novych
entomopatogennich mikroorganizmd s potencidlem vyuZiti v biologické ochrané, tak i k
véasné detekci fytopatogend, prenasenych nebo vazanych na invazni Skidce. Vcasna
identifikace umoziuje zabranit rozvoji fytopatogennich epifytii ¢i epizootii a tim vyznamné
snizovat ekonomické ztraty spojené s naslednou eradikaci a ochranou.

VétsSina metod popsanych v této publikaci je technicky i finanéné nendro¢nd — zakladni
i materidlové zdzemi je potifeba u pokrocilych technik, jako je transmisni elektronova
mikroskopie ¢i molekuldrné — geneticka analyza. | pres vyssi naklady jsou tyto metody ve
srovnani s vydaji spojenymi s vyskytem a Sifenim invaznich $kiddci a patogen(, véetné naklad(
na jejich monitoring, potlaceni a dlouhodobou ochranu porost(l, ekonomicky opodstatnéné.

Zaroven muze identifikace novych entomopatogennich agens a parazitd vyznamné
prispét k vyvoji a zavedeni novych biologickych pripravka vyuzitelnych v ochrané rostlin, a tim
i k rozvoji biotechnologického sektoru a firem zamérenych na produkci biologickych
prostfedkl ochrany rostlin.
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