VYUZITIE ENTOMOPATOGENNEJ HUBY BEAUVERIA BASSIANA
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Uvod

Rozsiahle kalamitné premnozenie podkorneho hmyzu (Kunca et al. 2008, Kunca, Zusrik 2008a) vyvolava
nazory, Ze sucasné metddy boja st nedostatocne u€inné. Aj preto sa ponukajui nové rieSenia, ktoré maja aspon
teoretické predpoklady, aby velmi dobre fungovali. Jednym z takychto naddejnych metdd ochrany je aj vyuzitie
entomopatogénnej huby Beauveria bassiana (Balsamo) Vuillemin.

Ide o mikroskopicku hubu, ktora sa vyskytuje ako saprofyt v pdde bezne v prirodnom prostredi strednej Eu-
ropy. Dokaze vSak spdsobovat aj ochorenie niektorych skupin hmyzu, ktoré je charakteristické bielym hustym
vankusikovitym mycéliom a nazyva sa ,white muscadine disease®, t. j. biele bobulovité ochorenie. Pohlavné
Stadium bolo popisané az v roku 2001, nazyva sa Cordyceps bassiana Z.Z. Li, C.R. Li, B. Huang & M.Z. Fan
a vyskytuje sa v prirodnych podmienkach avsak len vo vychodnej Azii. Jej entomopatogénne ti¢inky v$ak boli
objavené uz v roku 1835, eSte predtym ako bola pomenovana (Kunca, ZUBrik 2008b, ZUBRIK a kol. 2008).

KedZe ide predovsetkym o podnu hubu, skiimali sa od pociatku jej patogénne tcinky v prvom rade na p6d-
nych hmyzich $kodcov. Neskorsie vyskumy ukézali, Ze mnoho pédnych hmyzich $kodcov mé vyvinuta priro-
dzent vysokt mieru tolerancie a teda nedochadza k vzniku patogénneho vztahu. To v8ak neplati pre hmyzich
Skodcov na listoch, a preto vyskum a komeréné vyuzitie huby je v si¢asnosti smerované predovsetkym proti
listoZravym a cicavym druhom hmyzu.

Sposob infekcie

Infekénym Stadiom huby st spory, ktoré maju prirodzent odolnost voci prirodnym podmienkam. Ked spory
huby pridu do kontaktu s hmyzom, vykli¢ia, enzymami rozpustia kutikulu a preniknt priamo cez porusenu
kutikulu do vnutra tela, kde rychlo kolonizuji méakké pletivd. Napadnuty hmyz zomiera kvoli destrukcii tkaniv
pocas spotrebovavania zivin mycéliom, niekedy vSak aj kvoli toxinom (napr. beauvericin) vyprodukovanymi hu-
bou, ktoré zoslabuju imunitny systém hostitela a ten zomiera na iné ochorenia. Aby huba ovladla mikkeé tkani-
va napadnutého hmyzu aj po jeho smrti, za¢ina produkovat aj antibiotika (napr. oosporein), ktorymi vyraduje
z konkuren¢ného boja ¢revné baktéria hmyzu. Vysledkom je, Ze celd dutina hmyzu je vyplnena hubovou hmo-
tou.

Ak st vonkajsie podmienky vhodné (napr. 92 % vlhkost vzduchu a viac), huba prenika spét na povrch tela
napadnutého hmyzu cez méksie Casti tela a vytvara charakteristicky biely az sivy bobulovity vzhlad hmyzu. Na
konci vzdusného mycélia sa tvoria nepohlavné spory (konidia) a rozsiruju sa do prostredia najma vetrom, vodou
a kontaktom s inymi organizmami.

Zatial ¢o entomopatogénne virusy a baktérie musia byt hostitelskym organizmom skonzumované, aby doslo
k infekcii, u entomopatogénnych hub staci prist do kontaktu s povrchom hostitelského organizmu, aby doslo
k uspesnej infekcii. To je jedna z velkych vyhod aj huby Beauveria bassiana.

Symptomy napadnutia

Napadnuty jedinec prestava prijimat potravu a stava sa letargicky. Rychlo umiera v blizkosti miesta napad-
nutia. Z miest ,,spojov telovych casti® vyrasta biele husté vankuasikovité mycélium. Nachylné st imaga (dospelé
jedince), ako aj vyvojové Stadia.
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Podmienky prostredia

Podmienkou ucinnosti je vlhkost, ktora umozni vznik infekcie. Vznik prirodzenych rozsiahlejsich epizoocii
je mozny pocas dlhsie trvajucich vlhkych az mokrych obdobi. K infekcii je vSak potrebnéa aj dostatocna teplota
prostredia.

Limitujacim faktorom je sucho, priame slne¢né ziarenie (a z neho UV Ziarenie), ale aj pesticidy. Je dokazané,
ze nielen fungicidy dokazu nepriaznivo ovplyvnit klicenie spor a rast mycélia, ale aj napr. herbicidy.

Potencidlne vyuZitie

Sticasnym problémom nie je biologicka uc¢innost Beauveria bassiana, ale spdsob prenosu jej spor na tela
Skodlivého hmyzu s minimalnym poSkodenim necielovych druhov. Az sa vyries$i najvhodnejsi spdsob aplikacie
protiv suc¢asnosti modelovému druhu lykoZratovi smrekovému, vytvori sa priestor pre boj aj proti inym podkor-
nikovitym napr. Pityogenes chalcographus, Ips duplicatus, Ips amitinus, Ips acuminatus, Ips sexdentatus, Scolytus
intricatus, Scolytus scolytus, Hylesinus fraxini, atd.

Skusenosti s aplikaciou v roku 2008

V roku 2008 sa realizovali pokusy s pripravkom BoVeril (dovozca BioTomal), ktorého ti¢innou latkou st spo-
ry Beauveria bassiana ziskané vyberom jedného zo 4 kmenov izolovanych na Slovensku.

Laboratorne pokusy

Metodika

Pripravok BoVeril sa testoval v laboratornych podmienkach Strediska lesnickej ochranarskej sluzby v Ban-
skej Stiavnici a to chovom o$etrenych a neo$etrenych imag lykozruta smrekového v Petriho miskéach. V poku-
soch boli pouzité nasledovné varianty:

— priamy postrek imag 0,08 % roztokom,

— priamy postrek imag 0,20 % roztokom,

— priamy postrek imag 2,00 % roztokom,

— 5 minuatovy kontakt imag s filtracnym papierom napustenym koncentraciou 2,00 % roztokom,
— 1 minatovy kontakt imag v 100 % (Cistom) prasku,

— kontakt imag pocas celého pokusu (niekolko dni do smrti imag) s filtraénym papierom napustenym koncen-
traciou 2,00 %,

— neoSetrené imaga bez filtraéného papiera a vody — kontrola 1,

— neoSetrené imaga s filtracnym papierom a vodou — kontrola 2.

Vysledky

Pri laboratérnom testovani pripravku zabezpecenim priameho kontaktu spor s imagami lykoZrata smre-
kového kolisala biologicka ucinnost v zavislosti od pouzitej varianty. Najvyssiu ucinnost (100 %) dosahoval
pripravok pri priamej aplikacii suchého prasku na imaga a kontakt imag s filtraénym papierom napustenym
2 % roztokom BoVerilu pocas celej doby pokusu. Koncentraciu pripravku 0,2 % dosahovala biologickt ti¢innost

70 %. Na infikovanych jedincoch boli volnym okom viditelné znamky napadnutia hubou uZz po 5 dnoch od po-
streku (obr. 1).
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Obrdzok 1 Vyskyt bieleho bobulovitéh lia hub tvych gach lyk L
smrekového 5. a 20. deri po priamom oSetrent v laboratérnych podmienkach
Terénne pokusy
Metodika

Terénne testovanie sa zameralo jednak na preventivne oSetrenie nenapadnutého smrekového dreva, ako aj
na asanacné (kurativne) oSetrenie uz napadnutého smrekového dreva. Pouzita bola 0,1 % koncentracia postre-
kovej zmesi (podla pribalového letaku), ktora sa po nariedeni nechala odstat 30 mintt. Postrek sa vykonéaval
v rannych hodinach, pri dennej teplote 18 — 28 °C. Na oSetrenie bol pouzity 20 litrovy ru¢ny postrekova¢ CP3.

Testovaci pokus sa zalozil 4. 6. 2008 na tzemi Vojenskych lesov a majetkov SR, $. p. PlieSovce, polesie Skle-
né, lesnicky obvod Longrunt, oddelenie 29 a 31. Zvolené boli tri lokality s rozdielnymi polohovymi tdajmi (tab.
2). Na predmetnom Gzemi sa vyskytuje vysoka populécia podkdrneho hmyzu, ktory sa premnozil po snehovych
avetrovych polomoch v minulych rokoch.

Tabulka 2 Stanovistné charakteristiky pokusnych ploch

Plocha Oddelenie Suradnice GPS Nadmo;ﬁ:;a vyska Expozicia svahu | Expozicia por. steny
N 48°46,033"
A 31 E 18°51.617" 732 S Z
N 48°45,868"
B 29 E 18°51.898" 741 SZ JZ
N 48°45,569
C 31 E 18°51.855" 745 Z J

Podla schvalenej metodiky sa zdravy smrek s vyskou nad 25 m a priemerom nad 20 cm, po spileni odvetvil,
rozdelil na pokusné (osetrené) a kontrolné (neosetrené) sekcie o dizke 1 m, s medzerami medzi o$etrenymi sek-
ciami o dizke 0,2 m, bez rozpilenia kmena. Spilené kmene boli umiestnené v tieni a navnadené feroménovymi
odparnikmi IT Ecolure TUBUS, v po¢te 3 ks na kmen. Pre udrZanie vhodnej vlhkosti na povrchu kory boli kme-
ne prikryté vetvami.

Zvolili sa nasledovné varianty sekcii:
[ —prevencia, oSetrena pred naletenim, BoVeril 0,1 %,
I —oSetrena po naleteni 1 tyZden, BoVeril 0,1 %,

[II — oSetrena po naleteni 4 tyzdne, BoVeril 0,1 %,
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IV — kontrola, neoSetrena sekcia,

V —oSetrena po naleteni 5 tyZdiov, BoVeril 0,1 %,

Ko — kontrola (neoSetrené),

M — medzera medzi neoSetrenymi sekciami (neoSetrend), 0,2 m.

Po rozdeleni kmena sa pristtpilo najskor k preventivnemu oSetreniu vo variantoch I, vo vsetkych piatich
opakovaniach, vzdy tak, aby sa nekontaminovali susedné sekcie (prikrytie PE — plachtou). Neskdr, podla plano-
vanej metodiky, sa oSetrili i ostatné sekcie. Kontroly oSetrenia (boli 4) sa robili po dvoch tyzdnoch od oSetrenia
pripravkom. Pri odbere vzoriek sa odoberalo vzdy 10 lariev alebo kukiel a 10 iméag (ak boli pritomné) z oSetrenej
aj z neoSetrenej sekcie (kontroly), minimalne 75 jedincov. Zaroven sa odoberala i vzorka kory z oSetrenych sek-
cii. Celkové vyhodnotenie pokusu sa robilo v laboratdriu a bolo zamerané na vyskyt huby Beauveria bassiana na
jedincoch lykozrata smrekového a taktieZ i jej vyskyt v poZerkoch.

Po 8 tyzdiioch od zaloZenia pokusu (v pozerkoch boli larvy, kukly a zIté az hnedé imaga nasledovného poko-
lenia lykozrutov) sa ukoncil pokus a pristupilo sa k asanaénému oSetreniu celych kmeriov pripravkom Vaztak
10 EC.

Vysledky
Ocakaévali sme, Ze pri dobrej biologickej t¢innosti:
— sav pozerkoch, nalarvach, kuklach a na imégach zisti aplikovana huba Beauveria bassiana,
— vyvoj lariev vZdy po nélete bude trvat nie viac ako 7 dni,
— apreto larvalne chodby budd max. 1 — 2 cm dlhé,

— celkovo sa v oblasti znizi pocet chrobakov odchytenych do feroménovych lapacov a znizi sa ndhodna tazba
sposobena podkdrnym hmyzom.

Pri rozboroch vzoriek kory odobranej v oktobri z kmenov oSetrenych v auguste BoVerilom bolo zistené, Ze:
— kora bola husto ,,obsadend“ poZerkami, v ktorych sa nachadzali larvy, kukly a imaga,
— vlarvalnych chodbach a kuklovych komdrkach boli zistené:

— biele drobné kopky mycélia huby — dodato¢ne v laboratoériu determinované ako entomopatogénna huba
Lecanicillium lecanii,

— naasi1—2mm ¢iernych stopkach s drobnou priesvitnou kvapkou na konci—tracheomykézna huba Ophi-
ostoma sp.,

— nalarvach a kuklach nebola zistena Beauveria bassiana,
— nachrobakoch a po kdrou Beauveria bassiana po 2 mesiacoch od aplikacie uzZ nebola zistena.

Pri rozbore vzoriek sa nezistila pritomnost huby Beauveria bassiana na analyzovanych jedincoch lykozruta
smrekového. Neboli zistené vyrazné rozdiely v mortalite podkdrneho hmyzu na oSetrenych sekciach v porov-
nani s neoSetrenymi sekciami. Pod kérou sa rozvinuli kompletné pozerky lykozrata smrekového. TaktieZ sa ne-
preukazala kontaminacia rodi¢ovskych chrobakov, ktoré sa mali infikovat pri zavitavani cez oSetrenu koru pri
hibeni zavrtového otvoru.

Zistené huby v pozerkoch Lecanicillium lecanii a Ophiostoma sp. su prirodzenou mykoflérou pozerkov, av§ak
na oSetrenych sekciach v ovela vi¢sej miere ako na neosetrenych sekciach. Zatial ¢o Ophiostoma sp. spdsobuje
modranie dreva, Lecanicillium lecanii napadala larvy a kukly podkérnikov a ¢iasto¢ne spdsobovala ich mortali-
tu.

Pricin, ktoré sposobili, Ze sa nezistila pritomnost aplikovanej huby ako aj o¢akavana biologicka ucinnost
biopreparatu BoVeril, mohlo byt niekol'ko:

— nizka koncentracia aplikovaného pripravku (aplikovala sa 0,1 % konc.) pri aplikacnej davke bola 2 — 51 roz-
tokuna 1 m?,
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— pravdepodobne kratSia doba trvania biologickej t¢innosti ako 2 mesiace (¢o je G¢innost registrovanych py-
retroidov), ¢o v8ak treba dal$imi pokusmi overit,

— nevhodné terminovanie aplikacie s ohladom na vegetacné obdobie a vyvojové §tadium imag (aplikovalo sa
v auguste na druhé rojenie),

— chyba presnejSia metodika vyhodnocovania biologickej i¢innosti biopreparatu, kedZe a¢inok nemusi byt len
priamy na imaga, ale aj nepriamy s ohladom na plodnost potomstva lykozratov smrekovych, iné entomopa-
togénne organizmy Zijuce pod korou, atd.

Pri hodnoteni odchytov do feromoénovych lapacov v porastoch oSetrovanych a neoSetrovanych na OZ Na-
mestovo bolo zistené, Ze vjali doslo k vyraznému zniZeniu odchytov v porastoch oSetrenych pripravkom BoVeril.
Nasledne v auguste sa odchyty vyrovnali (obr. 2), akoby sa u¢inok po mesiaci znizil az stratil. Predpokladame,
Ze v terénnych podmienkach je biologicka uc¢innost pripravku kratSia a nizsia ako v podmienkach laborator-
nych. Je vSak potrebné overit ich ¢innost v porovnani s registrovanymi pyretroidmi, u ktorych je biologicka
ucinnost asi 8 tyzdnov.

Zmena aplikacia biopreparatu z letného rojenia na jarné rojenie prezimujucej generacie moze mat zasadny
vplyv na celoro¢ny priebeh vyvoja populacie podkornikov. Po zimnom obdobi st podkorniky oslabené a teda na
uspesnu infekciu a kolonizaciu staci aj nizsi pocet spor. Jarné obdobie je vlhkejSie ako letné, a preto prezivanie
aplikovanych spor je ispesnejSie ako v suchom a horticom letnom obdobi.

Letecké postreky
Letecké velkoplosné aplikacie pripravku Lesnicka ochranarska sluzba neodporuaca z tychto dévodov:

— Letecké aplikacie sa vykonavaju prevazne za teplého dna. Aj ked sa realizuji v rannych hodinéch, teplo a sl-
necné Ziarenie ¢iastocne inaktivuju padajuce spory na povrch lesa.

— Cielom je zasiahnut lykozratov, pripadne povrch dreva, po ktorom imaga mozu prejst. Vetvy a ihlice, ktoré
su zasiahnuté leteckym postrekom, nie st cielovym substratom aplikacie pripravku (¢i uz biologického pri-
pravku alebo pyretroidu).

— Aplika¢na davka roztoku by musela byt vysSia ako bezné letecké velkoobjemové aplikacie. ULV aplikacie su
kvoli nizkej davke vody nevhodné.

— Chyba viacej informaécii o uc¢innosti pripravku na necielové druhy, ktoré by tym boli vyrazne zasiahnuté.
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Obrdzok 2 Vyvoj odchytov v porastoch oSetrenych a neoSetrenych — mnozstvo odobranych
chrobdkov v urcity mesiac (bez ohladu na pocet dni odchytu)
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Odporucana metodika aplikacie pre rok 2009

Pre vyskum sa odkryvaju mnohé otazky, ktoré treba zodpovedat, aby pouZivanie biopripravku v lesnom
prostredi proti kalamitne premnoZenym podkdrnikom malo vyznam. Su to tlohy na niekol'ko rokov a aj preto sa
na Stredisku LOS buduju laboratoria pre vyskum biologickych metdd ochrany lesa v ramci Centra excelentnosti
biologickych metdd ochrany lesa. Ulohou vyskumu pre rok 2009 je:

— overit dizku biologickej i¢innosti biopreparatu na baze Beauveria bassiana,

— overit prezivanie spdr vo feromoénovych lapacoch pri zvysenych letnych teplotach,

— overit ucinnost 0,2 % roztoku biopripravku,

— pokracovat v overovani metodologie aplikacie biopripravku na lapaky a vyhodnopcovanie u¢innosti,
— skamat vplyv na necielové druhy organizmov;

Vzhladom na sktsenosti z aplikacie biologického materialu z predchadzajtcich rokov odporu¢ame obhospo-
darovatelom pre rok 2009 nasledujuci sposob aplikacie pripravku BoVeril:

— Odporucame oSetrovat lapaky a to tesne pred ich naletenim v jarnom obdobi. Pre zatraktivnenie mdzu byt
navnadené feromdnovym odparnikom. Aplikacie v letnom obdobi ststredit tak, aby lapaky boli vo vihkom
prostredi a v tieni.

— Zpripravku BoVeril namie$at roztok v koncentracii 0,2 %.
— Roztok aplikovat rosicom alebo postrekova¢om v davke 67 litrov roztoku na 1 m? drevnej hmoty.
— Zabezpecit kontrolu lapaku kazdé 2 tyZdne.

— V pripade, Ze pri kontrole vyvojovych §tadii na lapaku sa zisti, Ze vyvoj podkornikovitych sa dostal do Stadia
kukly resp. Zltého chrobaka, asanovat takyto lapak odkdrnenim, koru nasledne spalit (Kunca a kol. 2008)
alebo registrovanym pyretroidom.

Zdsady prdce s bioprepardtom:
— PouZivat ¢isté nadoby pre namieSanie pripravku a Cisttt nddobu postrekovaca resp. rosi¢a. NajlepSim rieSe-
nim je vyhradit samostatné nadoby pre mieSanie a aplikaciu biologického pripravku.

— Pouzivat vodu bez chléru (pripravit vodovodnt vodu den pred mieSanim s pripravkom).

— Pripravok pripravit 0,5 — 3 hodiny pred aplikaciou a to v takom objeme, aby bol cely namieSany objem spot-
rebovany este v dany den jeho pripravy. V dalsi dei namieSat Cerstvy roztok.

— Nemiesat biopreparat s inou skupinou pesticidnych pripravkov.

Zaver

Laboratérnymi testami sa potvrdilo, Ze biopripravok BoVeril pri kontakte s imdgom lykozruta smrekového
ho usmrti a to na 5. den od aplikacie uz pri koncentracii 0,08 %. So zvySovanim koncentracie mortalita stipala.

Vysledky terénneho osSetrenia lapakov v roku 2008 ukazali, Ze pripravok BoVeril pri danej koncentracii ma
pravdepodobne kratsiu biologicku U¢innost, ako sa predpokladalo. MoZe to byt dosledok nizkej koncentracie
BoVerilu (0,1 %), velmi teplého a suchého pocasia v juli a auguste, alebo nedostatoéného zabezpecenia pria-
meho kontaktu pripravku s lykozratom smrekovym, ktory Zije prevaznu Cast Zivota skryte pod kdrou smreka.
Pravdepodobne tieto skuto¢nosti mali najvyraznejsi podiel na niz8ej spokojnosti testovaného biopripravku v te-
rénnych podmienkach.

Dolezitymi poznatkami dalej su:
— Beauveria bassiana sa nepremnoZila,
— nebol zisteny nadmerny thyn necielovych organizmov,
— nebola zistena toxicita okolitych stromov, krov a bylin,

— biologicka uc¢innost proti podkdrnym druhom $kodcov existuje (vysledok laboratérnych testov).

9 AKTUALNE PROBLEMY V OCHRANE LESA 2009



Literatura

Kunca, A. et al., 2008: Problémy ochrany lesa v roku 2007 a progndza na rok 2008. In Kunca, A. (Ed.), Zbornik
referatov z medzindrodnej konferencie Aktuélne problémy v ochrane lesa 2008, 17. — 18. 4. 2008, Novy Smo-
kovec, p. 5-18.

Kunca A., ZUBrik M., 2008a: Dokazeme ju vyuzit na obranu porastov pred podkdérnym hmyzom? Jeden z pa-
togénom lykozruta smrekového — entomopatogénna huba Beauveria bassiana. Les/Slovenské lesokruhy,
64(3—4): 38-39.

Kunca A., Zusrik M., 2008b: Hodnotenie dynamiky vyvoja populacie podkérneho hmyzu indexnou analyzou na
priklade odchytov imag Ips duplicatus Sahlberg zo severozapadného Slovenska. Lesn. Cas. - Forestry Jour-
nal, 54(2): 127-1309.

Kunca A., Zuerik M., LEoNTOVYC R., VAKULA J., 2008: Trojstretnutie ¢eskych, polskych a slovenskych $pecialis-
tov lesnickych ochranarskych sluZieb. Les/Slovenské lesokruhy, 64:(11-12): 72.

ZUBRIK M., Kunca A., NovoTny J., VARiNSKY J., Vakura J., 2008: Entomopatogénny podkoérneho hmyzu a moz-
nosti ich pouzitia v biologickej ochrane lesa. In Kunca, A. (Ed.): Aktualne problémy v ochrane lesa 2008,
Zbornik referatov z medzinarodnej konferencie, 17. — 18. 4. 2008, Novy Smokovec, Narodné lesnicke cen-
trum — Lesnicky vyskumny ustav Zvolen, p. 67-76.

Adresy autorov:

Ing. Andrej Kunca, PhD., Ing. Jozef VakuLa, Ing. Roman LeonTtovye, PhD., Ing. Andrej Guska, PhD.

Ndrodné lesnicke centrum - Lesnicky vyskumny ustav Zvolen, Stredisko lesnickej ochrandrskej sluzby, Lesnicka 11
969 23 Banskd Stiavnica, e-mail: priezvisko@nlcsk.org

Zbornik referatov z medzinarodného seminara, ktory sa konal 23. a 24. aprila v Novom Smokovci 97



