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Abstract: Research on the SIT (Sterile Insect Technique) method has received little attention in the field of
forest protection. Only a few papers have been published concerning the basic research of the SIT method
on Lymantria dispar and Ips typographus. In our experiment, Ips typographus beetles were exposed to 20 Gy
and 30 Gy gamma radiation. The effect of radiation on the vitality and reproduction of the FO and F1 gene-
rations was studied. After irradiation, imagoes were kept on spruce logs in the insectarium and on a stem in
the forest. There was a statistically significantly lower number of galleries in the 30 Gy variant, the number
of galleries with larval tunnels, the number of larval tunnels per 1 maternal tunnel, and the number of F2 ge-
neration beetles in the insectarium. No statistically significant differences were found between the irradia-
ted variants and the control beetles in the forest. After irradiation of both sexes with a dose of 30 Gy, the ma-
les were partially sterilized, which reduced the number of galleries with larval tunnels by an average of 20%
and a reduction in the number of larval tunnels per 1 maternal tunnel by 57%. Our experiments to irradiate
both sexes with a dose of 20 Gy and 30 Gy did not confirm the complete hereditary sterility of the Ips typogra-
phus, and the development of the F2 generation was successful. Radiation doses of 20 Gy and 30 Gy do not
ensure sufficient sterility, but at higher doses, there is a significant increase in the mortality of the imagoes.
Experiments in the forest on stem achieved lower results variability and FO generation mortality due to more
suitable environmental conditions.
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1. Probhlematika

Sucasnym eurdpskym trendom je zniZovanie pouZzivania pesticidov, ¢o je zaroven jednym z cielov in-
tegrovanej ochrany lesa. Chemické insekticidy su relativne lacné, ale majd mnohé nevyhody. PoSko-
dzuju zivotné prostredie, ni¢ia prirodzenych nepriatelov Skodlivého hmyzu, zanechavaju v prirode re-
zidud a Skodca si voci nim postupne vytvara rezistenciu. Aj napriek tomu, Ze svetové rocné naklady
na pouzitie pesticidov su pribliZne 35 miliard americkych dolarov, ktoré st vynalozené na aplikaciu 3
milidnov ton pesticidov, je stale viac ako 40 % produkcie plodin poSkodenych Skodcami, ¢o predstavu-
je stratu 750 miliard dolarov (Oerke et al. 1994). Z tohto mnozstva poskodi prave hmyz 14 % plodin,
¢o je najviac. NajvysSie mnozstvo pesticidov sa spotrebuje v Eurdpe, za roky 1995 — 2005 je to prie-
merne ro¢ne 1 milidn ton (Pimentel 2007). Neustale silnie tlak na zastavenie pouzivania pesticidov,
dochadza k zvicSovaniu uzemi, kde nie je mozné tieto pripravky pouZzivat. St to napr. Gzemia s roz-
nym stupfiom ochrany prirody, certifikované lesy alebo pasma hygienickej ochrany vodnych zdrojov.
Postupny ustup od aplikacie chemickych pripravkov deklaruje Eurépska tnia aj postupnym prehod-
nocovanim a vyradovanym ucinnych latok z eurépskeho zoznamu ucinnych latok. Tieto trendy vSak
zatial nie su v adekvatnej miere kompenzované zavadzanim novych, u¢innych, ekologickych metdd
ochrany lesa a u¢inn4 alternativa tak stale chyba.

Jednou z negativ novych, enviromentalne vhodnych metod je ich cena. Ako vsetko nové aj tieto me-
tddy su ¢asto nakladnejsie ako dlhodobo zauzivané technoldgie. V potravinarstve v8ak uz dnes exis-
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tuju urcité tlaky, ktoré natia producentov i napriek vys$sej cene, pouzivat ekologicky ¢isté metody. Tu
je priestor pre také metddy, ako je metdda sterilného hmyzu SIT (Sterile Insect Technique). Nemoz-
no ocakéavat, Ze v dohladnom ¢ase najde metdda SIT masové uplatnenie v lesnictve a vytla¢i pouziva-
nie chemickych insekticidov. Na druhej strane by mohla pre budtcnost, v pripade pozitivneho vyvo-
ja predstavovat istu alternativu. Je len samozrejmé, Ze skor ako zacneme nahradzat insekticidy inymi
sposobmi ochrany, musime objektivne zhodnotit vSetky pozitiva, ale i rizika ktoré nové metddy so se-
bou prinasaju. Metoda sterilného hmyzu SIT nie je nova, jej vyskum zacal uZ v 30. rokoch 20. storocia
a po prvykrat bola testovand v terénnych podmienkach v roku 1955 (Knipling 1955; Klassen & Curtis
2005). Tato environmentalne akceptovatelna metéda bola odvtedy Gspesne pouzita na mnohych dru-
hoch skodlivého hmyzu, predovsetkym v polnohospodarstve (Lindquist 1984; Krafsur 1998). Je plne
druhovo Specifickd a nemé ekologicky neziaduci dopad na iné druhy organizmov. Technol6gia vypus-
tania sterilného hmyzu SIT je rutinne pouzivana v Azii, Severnej a Juznej Amerike a ¢iasto¢ne v Afrike.
Najvicsie uspechy v praktickom polnohospodarstve a lesnictve boli vtomto smere dosiahnuté v USA,
Japonsku, Kanade, Mexiku, Guatemale, Kostarike, Argentine, Peru, Brazilii, Izraeli, Syrii a v dalSich
krajinach. V USA investuju ro¢ne do pesticidov 8 miliard dolarov, ktoré ochrénia urodu za 30 miliard
dolérov, zatial ¢o alternativne nechemické metddy ochrania urodu za dalsich pribliZne 30 miliard do-
larov ro¢ne (Pimentel 1997).

Metoda SIT je zaloZend na umelej produkcii velkého mnoZstva jedincov, ktoré su sterilizované
anasledne vypustané do prostredia. Metdda musi byt vSak pouZita celoplosne, Co znamena, Ze oSetre-
néa plocha nesmie priamo susedit s plochou neosetrenou. Knipling (1972) pouzil jednoduché mode-
ly aby dokazal, Ze ak zostant v populécii $kodcu €o i len malé ¢asti izemia neoSetrené, mozu v krat-
kej dobe uplne anulovat vplyv tejto metddy na celkova populéciu Skodcu. Podstata SIT je v tom, Ze
umelo vypustené sterilné jedince sa paria s fertilnymi jedincami toho istého druhu opa¢ného pohla-
via v prirodzenom prostredi Skodcu, pricom dochadza k zabraneniu normalneho reprodukéného pro-
cesu (obr. 1). Vysledkom je znizena reprodukcia $kodcu, resp. jeho Gplna eliminacia na oSetrovanom
uzemi. Technolégia SIT ma viacero limitov, vyZaduje zvladnutie umelého chovu Skodcu, je vysoko na-
rocna na manazment a znalost biologie cielového organizmu, musi sa aplikovat na velkych vymerach,
pretoze iba vtedy je mozné dosiahnut tispech a iba vtedy je ekonomicky rentabilna (Knipling 1979).
Cielovymi druhmi, proti ktorym je metoda SIT v praxi pouzivana st napr. Bactrocera sp., Anastrepha
sp., Ceratitis capitata, Cydia pomonella, Glossina sp. a Lymantria dispar. V lesnictve je zatial najlepSie
spracovand a zvladnuta metdéda umelého chovu mnisky velkohlavej Lymantria dispar, preto je tento
druh z tohto hladiska do budticnosti najperspektivnejsi (Novotny & Zubrik, 2003).

Hotmalne potomstro
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Obrazok 1. Princip SIT metédy, normalny rodi¢ovsky par (A) produkuje zivotaschopné potomstvo, spojenie sterilného
samca a normalnej samice (B) neprodukuje potomstvo

Figure 1. Principle of the SIT method, a normal parental couple (A) produces viable offspring, although combination of a sterile
male and a normal female (B) does not produce offspring.
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Lykozrut smrekovy Ips typographus (L.) je jednym z najvyznamnej$ich hmyzich §kodcov dospelych
smrekovych lesov Picea abies (L.) Karst. v celej Eurazii (Sauvard 2007). Opakovane sa premnoZzuje,
pri¢om byvaju napadnuté tisice Stvorcovych kilometrov lesa a premnoZenia maja za nasledok thyn
milionov stromov. Na Slovensku je lykozrat smrekovy najvyznamnejsi bioticky Skodca lesa, premno-
Zuje sa najcastejSie po vetrovych kalamitach, poslednych 20 rokov aj v suchom oslabenych smreci-
nach. Okrem toho, Ze sucho a vysoké teploty posobia negativne na hostitelsku drevinu smrek, pdsobia
vicSinou pozitivne na populaciu lykozrata smrekového. T4 sa vzmenenych podmienkach sprava agre-
sivnejSie, ma viac generacii za rok, rychlejsi vyvoj, mensiu mortalitu a pod. Vrcholy poslednych dvoch
gradicii lykozrata smrekového na Slovensku boli zaznamenané v rokoch 2008 — 2010, kedy bolo spra-
covanych 8,9 mil. m* dreva a v rokoch 2017 — 2019, kedy bolo spracovanych 11,0 mil. m* napadnu-
tého dreva (Vakula et al. 2021). Jedna sa vdbec o dve najvacsie gradacie lykozrata smrekového v celej
historii evidencie, od roku 1960.

Doterajsie vyskumy SIT metody na lykozZratovi smrekovom boli zamerané predovSetkym na sta-
novenie optimalnej davky Ziarenia, ktora by zabezpe€ovala poZadovana sterilitu, bez vyrazne zvySenej
vitality oziarenych jedincov (Turé4ni & Vakula 2007). Dalsi vyskum bol zamerany aj na vplyv Ziare-
nia na reprodukéné a endokrinné bunky lykozrata smrekového (Ci¢kova et al. 2017). Optimalna dav-
ka gama Ziarenia potrebna na vyvolanie sterility sa 1iSi od druhu k druhu a medzi pohlaviami rovna-
kého druhu hmyzu. Steriliza¢na davka gama Ziarenia pre hmyz z ¢elade Curculionidae, kde patri ly-
kozrat smrekovy, je menej ako 100 Gy (Bakri et al. 2005). Prilis§ vysoka davka ziarenia moze viest k vy-
sokej mortalite oziarenych jedincov, na strane druhej, prili§ nizka davka k neuplnej sterilite. OZiare-
nim dochadza aj k poSkodeniu traviaceho traktu lykozratov, konkrétne stredného ¢reva, ¢o moze viest
k ich slabej vitalite. Lauzon & Potter (2012) dokazali, ze davky ziarenia pouzivané pri SIT sposobu-
jubunkové poskodenie epitelu stredného ¢reva, redukciu mikrobioty stredného ¢reva a redukciu tvor-
by peritrofnej membrany u samcov ovocnych musiek Anastrepha ludens a Ceratitis capitata. Ziarenie
mozZe spOsobit aj zmenu spravania samcov, ktoré nie st pri rozmnoZovani konkurencieschopné neo-
Ziarenym samcom, potom ma metdda slaby ac¢inok. Velmi ddlezitou vlastnostou tejto metddy je, Ze aj
ked sa z Casti vaji¢ok vyliahnu jedince néslednej F1 generécie, tieto st neplodné. Jedna sa o tzv. dedic-
nu sterilitu hmyzu, ktora je pri tejto metdde vyuzZivana.

Cielom studie je vyskum vplyvu pésobenia gama radiacie s davkou 20 Gy a 30 Gy na fertilitu a vita-
litu lykozratov smrekovych chovanych v insektariu na klatoch a na kmeni v lese.

2. Material a metody
2.1. Zher, uskladnenie a triedenie pohlavi

Na realizaciu pokusov je potrebné zabezpecit dostato¢né mnozstvo zdravych, vitalnych jedincov ly-
kozruta smrekového. NajvhodnejSou metddou je zaloZenie kontinualneho chovu v laboratdrnych
podmienkach. Tento sp6sob umoznuje produkovat vysoké pocty lykozratov, ktoré nie st napadnuté
parazitmia patogénmi, jedna sa o tzv. ¢isty chov. Tento spdsob je najvhodnejsi, no vyZaduje si zvladnu-
tie chovu na umelej potrave. V pripade podkdrneho hmyzu, ktorého larvy Zija v lyku sa taktto potravu
doposial' nepodarilo vyrobit. Netispe$né pokusy s vysokou mortalitou boli realizované s umelou potra-
vou, ktord bola zloZena z agaru, mletej smrekovej kdry a vody (Simek 1993; Mattanovich et al. 1999).
Ak nie je dostupny umely ekvivalent potravy, lykoZrity je mozné chovat na Cerstvych smrekovych kla-
toch vinsektariach, jedna sa o chov na prirodzenej potrave. Tento spdsob je vSak pracny, zavisly na do-
davkach &erstvych klatov a je velmi naro¢ny na priestory a logistiku. Dalsou metédou ziskania zivych
lykozratov je ich odchyt z naletenych kmenov. Naletené kmene s poZerkami, v ktorych su Zivé jedince
lykoZrutov sa prevezu do fotoeklektorov, kde sa dochovajui a po vyleteni sa odchytia do nddob umiest-
nenych na fotoeklektoroch. Pri odchyte sa vyuziva pozitivna fototaxia lykozratov na svetlo. Tato meto-
da ma svoje negativa, akymi su naro¢nost na priestory a pracnost. Medzi odchytenymi jedincami budu
aj infikované alebo parazitované jedince, ktoré nam ovplyvnia vysledky pokusov. Poslednou met6dou
je ziskavanie lykozratov z feromdénovych lapacov, z jednodriovych odchytov. Do odchytovej nddoby la-
paca je potrebné vlozit papier, aby boli lykoZriaty ¢o najmenej stresované a nedochadzalo k poskodeniu
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jedincov medzi sebou. Vhodné st objemnejsie zberné nadoby s priehladného materialu. Tato metoda
je pomerne jednoduchd, no zdravotny stav a vitalita odchytenych lykozratov je variabilna. Odchytime
vyrazne menej samcov, max. 30 %, odchytené moZu byt aj samicky, ktoré zakladaju sestersku genera-
ciu. Jedince z lapa¢ov mézu byt poskodené, parazitované a infikované hubami. Preto je potrebné vy-
berat na pokus len vitalne a aktivne jedince.

Odchytené lykozruty st uskladnené v chladnicke pri teplote 5 — 10 °C. Osvedcilo sa uskladnenie
v tmavej podzemne;j pivnici pri teplote 10 °C a vlhkosti 50 %. Do nadoby s lykoZratmi sa umiestriuje
smrekova vetvicka a servitka. Takto je mozZné uskladnit lykozraty po dobu max. 5 dni, s predlZovanim
doby uskladnenie vyrazne klesd ich vitalita. Triedenie na samce a samice je ¢asovo naro¢né, ¢o stresu-
je lykozraty a vyznamne zvySuje ich mortalitu. Pri skladovani lykozZratov dochadza k vysokej mortalite
uZ po 3 dnoch. DoleZité je vyhybat sa extrémnym rozdielom teplot. Sexualna separacia lykoZratov sa
vykonava podla metodiky Schlytter & Cederholm (1981). Tato metdda je zalozena na sledovani troch
morgfologickych znakov, z ktorych je najvyznamnejsia hustota chipkov v pronotalnej ¢asti (predo-
hrud) samcov a samic. Na triedenie pohlavi sa pouziva stereomikroskop so zvac¢senim 42-kréat, s pou-
zitim studeného osvetlenia.

2.2. 0zarovanie a chov

Na sterilizaciu lykozZratov sa pouZiva gama Ziarenie, ktorého zdrojom je Cobalt 60. OZarovanie bolo
realizované v Slovenskom metrologickom Gstave Bratislava. Jedince boli poc¢as prepravy umiestne-
név prenosnej chladnicke s ladom, v plastovych boxoch s rozmermi 18 x 13 x 8§ cm (obr. 2). Z dévodu
vytvorenia konStantnych podmienok boli prevazané aj jedince z kontrolnych (neoziarenych) varian-
tov. V pokusoch boli pouzité davky ziarenia 20 Gy a 30 Gy. V ten isty den, ako boli lykozZruty oZiarené,
boli zaloZené pokusy. Chov lykozratov po oZiareni bol vykonavany na klatoch v insektariu a na zreza-
nom kmeni v lese.

Obrazok 2. Nadoby s lykoZritmi umiestnené pred zdrojom Ziarenia
Figure 2. Containers with Ips typographus placed in front of the radiation source.

Vplyv posobenia gama radiacie s davkou 20 Gy a 30 Gy na fertilitu a vitalitu lykozratov bol sledo-
vany prostrednictvom zakladnych chovnych parametrov, ako su: mortalita rodi¢ovskych imag, podiel
poctu vsetkych poZerkov k po¢tu vypustenych samcov, podiel poctu pozerkov s materskymi chodba-
mi k poctu vSetkych poZerkov a podiel poctu pozerkov s larvalnymi chodbami k poc¢tu vsetkych pozer-
kov. Zaroven boli hodnotené aj detailné chovné parametre, ako su: dizka materskej chodby, pocet lar-
vovych chodieb na 1 matersku chodbu, dizka larvovych chodieb a pocet imag F1 generacie. Pokus pre-
biehal v roku 2021. Z doévodu velkych rozdielov hodnot pri jednotlivych variantoch a lepSej interpre-
tacie vysledkov bolo zvolené percentudlne vyhodnotenie sledovanych parametrov. Statisticka analyza
bola vykonana pomocou jednofaktorovej analyzy variancie (ANOVA).
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Chov na klatoch v insektariu

Insektarium na chov sa nachadza vo vonkajSom krytom prostredi (obr. 3). Smrekové klaty v insekta-
riu st umiestnené v boxoch s rozmermi 49 x 49 x 70 cm, predny otvor ma rozmery 45 x 66 cm (obr.
4). Ram boxov tvori hlinikova konstrukcia, tri steny st vyrobené z plexiskla a $tvrta (predna) z nylono-
vej sietoviny. Klaty maja hrabku 20 — 30 cm a dizku 50 cm. Klat umiestneny v boxe je na spodnej stra-
ne podloZeny papierom a stoji na drevenych podstavcoch vo vySke 3 cm. Vrchné €elo klatu je prikryté
papierom, aby nedochadzalo k rychlemu vysychaniu. Klaty boli pred pouzitim uskladnené vo vlhkej
a chladnej pivnici, do boxov boli vlozené 1 den pred zaciatkom pokusu. Po vypusteni lykozratov do bo-
xov boli boxy Cistené a mftve lykoZruty boli odstraniované.

Obrazok 3. Vonkajsie insektarium na chov podkdrneho Obrazok 4. Chovné boxy so smrekovymi klatmi
hmyzu umiestnené vo vonkaj$om insektariu
Figure 3. Outdoor insectarium for bark beetle breeding. Figure 4. Breeding boxes with spruce logs located in the

outdoor insectarium.

Do kazdého chovného boxu v insektariu bolo vypustenych 20 samcov a 40 samic. Kazdy z varian-
tov pokusu mal 3 opakovania. V prvom variante pokusu boli oziarené obe pohlavia davkou 20 Gy,
v druhom variante boli oZiarené obe pohlavia davkou 30 Gy a v tretom variante boli chované neoziare-
né jedince (kontrola — 0 Gy). Kazdy z variantov mal 3 opakovania, spolu bolo zaloZenych 9 chovnych
boxov. Po ukonceni vyvoja prvej F1 generacie na klatoch boli vyletené lykoZrity vypustené na nové
klaty do boxov, kde bol sledovany vplyv gama radicie na naslednt F2 generéaciu.

Chov na kmeni v lese

Z dovodu namodelovania prirodzenych podmienok pre vyvoj lykozZratov boli pokusy s chovmi zaloZe-
né priamo v smrekovom lese na ¢erstvom kmeni. Kmen bol pripraveny 2 — 3 dni pred zakladanim po-
kusu. Zrezany bol zdravy smrek v zapojenom poraste s hrabkou d1,3 25 cm. Smrek bol odvetveny tak,
aby nebola poskoden4 kora a podlozeny do vysky 20 cm (obr. 5). Kmen bol rozdeleny na 9 sekcii, s diz-
kou sekcie 80 cm. Hranice sekcii boli pilou okrtzkované. Na kmen bola natiahnuta pevna nylono-
vé sietovina Siroka 110 cm, s priemerom otvorov 1 mm (obr. 6). Na bocnej strane bol spoj preloZeny.
Jednotlivé sekcie sa medzi sebou oddelili viazacim drotom tak, Ze bol drot tesne stiahnuty do pripra-
venej drazky po obvode. Horizontélny spoj bol na vrchnej strane pripnuty ku kmeriu spinkami a pre-
kryty drevenou latou s rozmermi 2 x 4 cm, ktora bola pritiahnut4 ku kmenu samo reznymi skrutkami.
Pred vypustenim chrobakov bola siet na spoji uvolnena, lykozruaty boli vypustené pod siet a siet sa opit
utesnila spinkami a latou. Sekcie boli prikryté zelenymi vetvami.

Do kaZzdej sekcie bolo vypustenych 20 samcov a 40 samic. V prvom variante boli vypustené a cho-
vané oZiarené samce davkou 20 Gy s neoZiarenymi samicami, vdruhom variante boli chované oZiare-
né samce davkou 30 Gy s neoziarenymi samicami a v tretom variante boli chované neoziarené jedin-
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ce (kontrola). Varianty na lapaku sa medzi sebou striedali tak, aby bolo vzdy jedno opakovanie v spod-
nej, jedno v strednej a jedno vo vrchnej Casti lapaku. Sekcie na lapaku boli po 5 tyzdnoch odkornené,
prevezené a nasledne boli poZerky v laboratdriu merané. Lykozruty F1 generacie boli v ¢ase merania
pozerkov v §tadiu larvy.

Obrazok 5. Kmen rozdeleny do sekcii, sekcie su Obrazok 6. Styri sekcie na kmeni prikryté nilonovou
izolované od prostredia nilonovou sietovinou sietou

Figure 5. Spruce stem separated to the sections, the Figure 6. Four sections on the spruce stem covered by
sections are isolated from the forest environment by a nylon net.

a nylon net.

3. Vysledky a diskusia

3.1. Chov na klatoch v insektariu
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ty 94,3 %, resp. 94,1 %. Statisticky vyznamné rozdiely (P < 0,05) boli zistené medzi variantom 30 Gy
a variantmi 20 Gy a kontrola a to v parametroch pocet vSetkych pozerkov (b) a pocet pozerkov s lar-
valnymi chodbami (d).
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Obrazok 7. Porovnanie zakladnych chovnych parametrov generacie F0, v kontrolnom variante a oziarenych variantoch '@
v insektariu (priemerné hodnota + smerodajna odchylka)

Figure 7. Comparison of basic breeding parameters of the FO generation, in the control variant and irradiated variants 9 in
the insectarium (mean value + standard deviation).

8 Aktudlne problémy v ochrane lesa, 1, 2022



Vakula, J. et al. / APOL, 2022, 1, 3-14

Pri hodnotach detailnych chovnych parametrov mala dizka materskej chodby () pomerne vysoku
variabilitu hodnot v samotnych variantoch, dosahoval priemerné hodnoty 95,9 mm pri variante 30 Gy
az 106,0 mm pri variante 20 Gy (obr. 8). Hodnoty parametrov pocet larvovych chodieb na 1 matersku
chodbu (f) a dizka larvovej chodby (g) sa so zvy$ujicou davkou Ziarenia znizovali, najnizsie hodno-
ty dosiahli pri davke 30 Gy — 20,2 chodby, resp. 37,6 mm. Pocet vyletenych imag F1 generéacie (h) bol
najvyssi privariante 20 Gy, z jedného klatu vyletelo priemerne 114,3 imag, zatial ¢o pri variante 30 Gy
vyletelo len 71,3 imag. Statisticky vyznamné rozdiely (P <0,05) boli zistené v po¢te larvovych chodieb

na jednu matersku chodbu a to medzi variantom 30 Gy a variantom kontrola.

1143
106,0 m  Kontrola = 20Gy = 30Gy

1400 1033
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60,0
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20,0

0,0

Dizka materskej chodby Pocet larv, chodieb na 1 Dlzka larvovej chodby [mm)] Pocetimag F1 generacie (h)
[mm] (¢) materski chodbu (f) ©

Obrazok 8. Porovnanie detailnych chovnych parametrov generécie FO — F1, v kontrolnom variante a oZiarenych variantoch
Jd'Q vinsektariu (priemerna hodnota + smerodajna odchylka)

Figure 8. Comparison of detailed breeding parameters of the FO — F1 generation, in the control variant and irradiated variants
dQin the insectarium (mean value + standard deviation).

Vyletené imaga F1 generacie boli pouzité na zaloZenie F2 generacie na novych klatoch v insekta-
riu. Pocet pozerkov s larvalnymi chodbami bol pri variante 30 Gy o0 20 % niZsi, ako pri kontroleao 15 %
nizsi ako pri variante 20 Gy. Priemern4 dizka materskej chodby (i) bola najdlhsia pri variante 20 Gy
—92,5mm, nasledovala kontrola — 84,3 mm a variant 30 Gy — 72,9 mm (obr. 9). Pocet larvovych cho-
dieb (j) na jednu matersku chodbu bol najvyssi pri variante kontrola — 46,4 chodby, nasledoval variant
20 Gy — 28,7 chodby a variant 30 Gy — 20,2 chodby. Dizky larvovych chodieb (k) boli velmi podobné
pri vsetkych variantoch, s hodnotami 33,7 mm pri variante 20 Gy po 36,0 mm pri variante 30 Gy. Naj-
vyssie rozdiely v priemernych hodnotach boli zistené pri pocte vyletenych imag F2 generacie (1), ked
pri kontrole vyletelo 82 imag, vo variante 20 Gy — 105 imag a pri variante 30 Gy — 56 imag F2 genera-
cie. Privariante 30 Gy boli hodnoty vyletenych imag Statisticky vyznamne nizsie (P <0,05), ako pri va-
riante kontrola a 20 Gy.
1120,0 925

= Kontrola @ 20Gy = 30Gy

100,0

80,0

60,0

40,0

20,0

0,0

Dizka materskej chodby [mm] (i) Pocet larv, chodieb na 1 materski  Dizzka larvovej chodby [mm] (k) Pocet iméag F2 generécie (1)

Obrazok 9. Porovnanie zakladnych chovnych parametrov generacie F1, v kontrolnom variante a oziarenych variantoch g%
v insektariu (priemerna hodnota + smerodajna odchylka)

Figure 9. Comparison of basic breeding parameters of the F1 generation, in the control variant and irradiated variants o9 in
the insectarium (mean value + standard deviation).
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3.2. Ghov na kmeni v lese

Po odkorneni kmena boli v kontrolnom variante nachadzané poZerky s plne vyvinutymi larvalnymi
chodbami (obr. 10, 11), zatial ¢o v oZiarenych variantoch boli nachadzané pozerky bez larvovych cho-
dieb, resp. s redukovanym poctom larvovych chodieb (obr. 12, 13). Na kmeni v lese boli rozdiely v za-
kladnych chovnych parametroch poZerkov na lapaku minimalne, s vynimkou po¢tu poZerkov s larval-
nymi chodbami, kde pri variante 30 Gy dosahoval 85 %, zatial ¢o pri kontrole a variante 20 Gy to bolo
98 % zo vsetkych pozerkov. Priemerné dizka materskej chodby (m) dosahovala pri kontrole 83,6 mm,
privariante 20 Gy — 80,9 mm a pri variante 30 Gy — 92,0 mm (obr. 14). Pocet larvovych chodieb (n) bol
te kontrola 34,5 chodby. Dizka larvovej chodby (0) bola najdlhsia pri kontrole — 38,9 mm a najkrat-
Sia pri variante 30 Gy — 25,6 mm. Pocet jedincov F1 generacie nebol zistovany, pretoZe vyvoj lykozrua-
tov v ¢ase odkorfiovania lapaku nebol dokonéeny. Statistické vyznamné rozdiely medzi oziarenymi va-
riantmi a kontrolou neboli zistené.

Obrazok 11. Odkérnena sekcia vo variante
kontrola, pozerky st plne vyvinuté
Obrazok 10. Odkornovanie sekcie na kmeni Figure 11. Debarked section in the control
Figure 10. Debarking section on the stem. variant, galleries are fully developed.

Obrazok 13. Pozerok s redukovanym poc¢tom larovych
Obrazok 12. Po odkoérneni sekcie variantu 30 Gy bola ¢ast chodieb vo variante, kde boli samce oziarené davkou 30 Gy

pozerkov bez larvovych chodieb Figure 13. Gallery with reduced number of larval tunnels in
Figure 12. After debarking the 30 Gy variant section, partof ~ the variant where the males were irradiated with a dose of 30
the swallow was without larval tunnels. G)y.
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Obrazok 14. Porovnanie detailnych chovnych parametrov generacie F1-F2, v kontrolnom variante a oziarenych variantoch
J na kmeni v teréne (priemerna hodnota = smerodajna odchylka)

Figure 14. Comparison of detailed breeding parameters of the F1 — F2 generation, in the control variant and irradiated variants
od'on a stem in the field (mean value + standard deviation).

Vysledky preukazali, Ze pri oziareni oboch pohlavi davkou 30 Gy doslo k ¢iasto¢ne;j sterilizacii sam-
cov, ¢o sa prejavilo na znizeni poctu pozerkov s larvalnymi chodbami priemerne o 20 %. To znamena,
ze po nakladeni znasky nedoslo k vyliahnutiu lariev s neoplodnenych vaji¢ok. Zaroven doslo k znize-
niu poctu larvovych chodieb na jednu materska chodbu F1 generacie, priemerne o 26,6 chodby, ¢o
je 0 57 % menej. Hodnoty parametrov pozerkov jedincov oziarenych davkou 20 Gy boli porovnatelné
hodnotam parametrov v kontrolnom variante, v niektorych parametroch boli dokonca vyssie. Na je-
dince samicieho pohlavia neméa davka 20 Gy a 30 Gy vplyv, ¢o sa neprejavilo na zhorseni ich repro-
dukénych charakteristik. Pri pokusoch s oziarenim oboch pohlavi davkou 20 Gy a 30 Gy nebola doka-
zand dplna dedi¢na sterilita lykozratov, doslo k tspe$nému vyvoju F2 generacie. Hodnoty namerané
na pozerkoch na kmeni, kde boli oziarené iba samce dosahovali niz$iu variabilitu vysledkov, ¢o suvisi
s priaznivej$imi podmienkami prostredia v lese. Tu sa znizil pri variante 30 Gy pocet pozerkov s larval-
nymi chodbami o 13 % a pocet larvovych chodieb bol v priemere o 8,3 chodby nizsi ako pri kontrole.

Cickovaetal. (2018) odporuca pre totalnu sterilitu lykozrita smrekového davku ziarenia 70— 90 Gy.
Tato davka ziarenie $tatisticky vyznamne znizila Gspes$nost liahnutia vajicok v pozerkoch na tiroven 17
—27 % azaroven znizila pocet larvovych chodieb na tiroven 30 % oproti kontrole. Na strane druhej tato
davka zvysila mortalitu, ¢o sa prejavilo v pocte pozerkov, ktorych pocet poklesol na polovicu oproti ne-
oziarenému variantu. Bakri et al. (2005) odporuca sterilizaént davka gama Ziarenia pre ¢elad Cur-
culionidae menej ako 100 Gy. Pri pokusoch s ozarovanim lykoZruta smrekového (Vakula & Turéani
2005 nepublikované) dosiahla mortalita pri davke 50 Gy hodnotu 80 %, z tohto dévodu bola v dalsich
pokusoch odporac¢ana davka 10 — 30 Gy. Upozornili na to, Ze, velmi délezitymi faktormi ovplyviuja-
cim vysledky pokusov st zdravotny stav oZiarenych lykozratov, kvalita potravy a podmienky prostre-
dia. Z tohto dovodu by bolo optimalne vykonavat pokusy priamo v lese, ¢o potvrdili aj vysledky nasich
pokusov z roku 2021. Aj ked st experimenty vykonavané v lese pracnejsie, naro¢nejsie na logistiku,
vykonavaju sa v menej kontrolovanych podmienkach, je mortalita oziarenej generacie nizsia. V ¢lan-
koch zaoberajtcich sa chovom a oZarovanim lykozZrata smrekového sa vyskytuje pomerne vysoka va-
riabilita vysledkov. Toto je sp6sobené jednak réznou kondiciou lykoZrutov pouZitych v chovoch, ale aj
urcitou chybovostou pri komplikovanej separacii jedincov na samce a samice. Budtci vyskum by mal
byt primarne zamerany na masovy chov vitalnych jedincov lykozrata smrekového na umelej potrave a
vyskum jednoduchého a rychleho triedenia pohlavi lykozrata smrekového, ktorého pohlavny dimor-
fizmus je velmi maly.

Uspesnost metddy SIT dokumentuje mnozstvo prikladov v polnohospodarstve. V Argentine je po-
uZzivana proti §kodcovi citrusovych plodov vrtivke mediterannej Ceratitis capitata. Tu bolo na vymere
290 tis. ha sadov v rokoch 1992 — 1994 vypustanych 70 — 200 milionov sterilnych jedincov tyZdenne.
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Vysledkom bolo znizenie pocetnosti Skodcu na 2 % predchadzajacej rovne (De Longo et al., 2000).
K dosiahnutiu takto uspesnych praktickym vysledkov v§ak predchadzali desatrocia vyskumu zamera-
ného na umely chov §kodcu a samotné pokusy. V lesnictve zatial nemame praktické vysledky, vysku-
mu SIT metddy je len na zaciatku a pocet projektov zameranych na tito problematiku je maly. Na roz-
diel od polnohospodarstva, kde produkcia ekologicky Cistych potravin vedie pestovatelov i za cenu
vy$8ich nakladov k pouzitiu ekologickych metod, v lesnictve zatial nie su také vonkajsie tlaky, kto-
ré by nutili majitelov lesa seridzne rozmyslat o nahradeni insekticidov inymi spésobmi obrany, napr.
aj drah$imi ale ekologickej$imi. Va¢Sina novych metdd v lesnictve zostava na experimentalnej arov-
ni. Pritom préve lesné ekosystéme st omnoho bohatSie, ako s ekosystéme kulturnej krajiny a zaslu-
zili by si o to vi¢Siu ochranu.

4. Sithrn

Vyskumu metddy SIT (Sterile Insect Technique) bola doposial v oblasti ochrany lesa venovana mala
pozornost. Publikovanych bolo len niekolko prac tykajucich sa zakladného vyskumu SIT metody
na mniske velkohlavej (Lymantria dispar) a lykozratovi smrekovom (Ips typographus). V naSom po-
kuse boli imaga lykozrata smrekového vystavené gama Ziareniu 20 Gy a 30 Gy a bol sledovany vplyv
ziarenia na vitalitu a reprodukciu FO a F1 generacie. LykoZruty boli po oZiareni chované na smreko-
vych klatoch v insektariu a na kmeni v lese. V insektariu, kde boli chované oZiarené samce aj samice
bol vo variante 30 Gy Statisticky vyznamne niZ8i pocet poZerkov, pocet poZerkov s larvalnymi chodba-
mi, pocet larvovych chodieb na 1 materska chodbu a pocet vyletenych jedincov F2 generacie. Na kme-
nivlese Statistické vyznamné rozdiely medzi oZiarenymi variantmi a kontrolou neboli zistené. Po ozia-
reni oboch pohlavi davkou 30 Gy doSlo k ¢iasto¢nej sterilizacii samcov, ¢o sa prejavilo na zniZeni poc-
tu poZerkov s larvalnymi chodbami priemerne o 20 % a zniZeni poctu larvovych chodieb na jednu ma-
terskt chodbu o 57 %. Pri pokusoch s oziarenim oboch pohlavi davkou 20 Gy a 30 Gy nebola dokazana
uplna dedi¢nd sterilita lykozratov, doSlo k uspe$nému vyvoju F2 generacie. Davka Ziarenia 20 Gy a 30
Gy nezabezpecuje dostatocnu sterilitu, pri vy$sich davkach v§ak dochddza k vyraznému zvySeniu mor-
tality lykozratov. Experimenty zaloZené na kmeni v lese dosahovali niZSiu variabilitu vysledkov a niz-
Siu mortalitu FO generacie z dovodu vhodnejSich podmienok prostredia.
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STUDIA VYUZITIA METODY SIT V BOJI S LYKOZRUTOM
VRCHOLCOVYM /PS ACUMINATUS

Andrej Gubka e Jozef Vakula ¢ Juraj Galko ¢ Slavomir Rell « Michal Lalik
Milan Zubrik » Andrej Kunca ¢ Roman Leontovyc¢ ¢ Christo Nikolov

Gubka, A., Vakula, J., Galko, J., Rell, S., Lalik, M., Zubrik, M., Kunca, A., Leontovy¢, R., Nikolov, Ch.:
Use of the SIT method in forest protection against Ips acuminatus. APOL, 2022, vol. 3, no. 1, p. 15-27.
Abstract: Pine forests covers represents more than 6% of all forests in Slovakia. They are weakened by drou-
ght and other abiotic and biotic pests. Pine bark beetle (Ips acuminatus) is one of most important bark beetles
attacking pine forests. To prevent forests against this pest there is necessary to keep measures in the area of
forest protection. New method should be use of Sterile Insect Technique (SIT). Our research shows some
potential of this technology. We tried to find proper dose (interval of doses) of radiation for Ips accuminatus
male sterilization. Dose 20 and 100 Gy was tested with different results. In dose 20 Gy there were much more
incomplete breeding chambers and maternal galleries without larval tunnels than in uniradiated beetles. In
dose with 100 Gy we noticed high mortality and significantly more attempts of mating chamber creation but
without maternal galleries, than in uniradiated population. Proper dose for sterilization with low mortality
is probably somewhere in between these two doses, but for finding it there is necessary to perform many
experiments. Successful use of this technology is highly influenced not only by proper dose of radiation,
but also by our ability to breed beetles in high amounts in controlled conditions, their vitality, occurrence of
pseudogamy and many other factors.

Key words: Ips acuminatus; gama radiation; fertility

1. Probhlematika

Borovica méa vlesoch na Slovensku zastipenie 6,6 % o znamena Ze je to druhé najzastupenejsia ihlic-
nata drevina a Stvrta celkovo (po buku, smreku a dube) (Zelena sprava 2021). Najvacsie savislé plo-
chy borovicovych porastov je mozné ndjst v oblasti Zahoria. Porasty s vSak dlhodobo oslabované
réznymi abiotickymi a biotickymi §kodlivymi ¢initelmi (Jurica & Bartosek 2014; Kunca et al. 2017).
K najvyznamnej$im biotickym $kodcom patri podkérny hmyz a z neho lykozruat vrcholcovy (Ips acu-
minatus). Jedn4 sa o druh, ktory je rozsireny po celej Eurépe od juhu Spanielska az po Finsko a roz-
$irenie pokracuje cez Sibir az do Ciny, Japonska a Korey (Siitonen 2014). Je povazovany za sekun-
darneho Skodcu, avSak pri premnoZeni je schopny napadnut aj zdravé stromy. UZ jeho meno napove-
d4, Ze napada predovSetkym korunové ¢asti stromov s tenSou a hladkou kérou a tieZ mladé borovico-
vé porasty. Z pohladu lesného hospodarstva je jeho negativny vplyv aj to Ze je prenaSacom hab rodu
Ophiostoma (Davydenko et al. 2017), ktoré sposobuji modranie dreva a tym maju vplyv aj na jeho dal-
Sie spracovanie.

Lykozruat vrcholcovy najcastejsie prezimuje ako dospely jedinec v napadnutych stromoch pripad-
ne v hrabanke (Wermelinger 2008). Aktivny zacina byt na jar pri teplotach od 14 az 18 °C, podla lo-
kalnych podmienok (Colombari et al. 2011). Rojenie za¢ina naj¢astejsie v prvej polovici maja a trva
az k prelomu juna a jula (Plewa & Mokrzycki 2017), kedy zacina prebiehat aj druhé rojenie. M4 teda
vnasich podmienkach dve generacie (Zahradnik & Knizek 1999). Na stromy najskor nalietavaji sam-
ce, ktoré vytvoria snubntt komorku. Nasledne produkuji agregacné feromdny, ktorymi lakaji samic-
ky. Najc¢astejsie sa pari s 3 — 5 samickami av§ak zaznamenané su aj pripady, kedy bolo v jednom pozer-
ku 2 — 12 samiciek (Plewa & Mokrzycki 2017). Samicky nasledne vytvaraju materské chodby, ktoré
upchavaju drvinkami. Vajicka klada priblizne 1 — 2 tyzdne, pricom sa larvy niekedy liahnu eSte v ¢ase
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kedy samicka kladie posledné vaji¢ka. Larvalne chodby st zvdcsa kratke a riedke a larvy sa v nich zi-
via lykom a ambréziovymi hubami. Larvalne obdobie trva od 4 tyzdnov a viac v zavislosti od pocasia.
Kukli sa v komorkach, ktoré sa zarezané do beli (Zahradnik & Knizek 1999).

V sucasnej dobe ochrana pozostava najmi z vyhladavania napadnutych stromov a ich véasnej asa-
nécie. Pri silnejSom napadnuti to mdze viest k neZiaducemu preriedeniu porastov. Pri sandcii sa vyu-
ziva pélenie, Stiepkovanie pripadne sa pristupi k aplikacii autorizovanych pesticidnych pripravkov.
Z toho dovodu sa hladaju aj SetrnejSie a cielenejSie metody. Jednou z metdd moézZe byt aj vyuzitie SIT
(Sterile Insect Technique). Metdda je zalozena na sterilizacii velkého poctu jedincov, ktoré st nasled-
ne vypustané do prirody. Musi byt v§ak pouzita celoplo$ne, Co znamena, Ze oSetrena plocha nesmie
priamo susedit s plochou neoSetrenou. V pripade, Ze v oSetrenej lokalite sa nachadzaju oblasti kde
nebol sterilny hmyz vypusteny, tak G¢innost tejto metddy vyznamne klesa (Knipling 1979). V kon-
texte biologickych metdd je metdda SIT plne druhovo Specificka, s minimalnym dopadom na Zivotné
prostredie. Cielovymi druhmi, proti ktorym je metéda SIT v praxi pouzivana su, napr. Bactrocera sp.,
Anastrepha sp., Ceratitis capitata, Cydia pomonella, Glossina sp. ¢i Lymantria dispar.

Vyskum SIT zamerany na podkdrny hmyz je v sti¢asnosti len v za¢iatkoch a bol zamerany predo-
vSetkym na snahu njst vhodnu davku Ziarenia a jeho vplyv na reproduk¢éné bunky lykozrata smreko-
vého (Tur¢ani & Vakula 2007; Cic¢kova et al. 2018). Zatial sme nezaznamenali, Ze by metdda SIT bola
pouzita alebo skiimana pri lykozratovi vrcholcovom.

2. Material a metody

Zakladnou podmienkou pre vyskum vplyvu poésobenia gama radiacie na lykozrata vrcholcového je
zaloZenie funkéného chovu, kde by bolo mozné odchovat jedince do poZadovaného vyvojového §ta-
dia. Z toho dovodu boli vyuzité laboratéria v Banskej Stiavnici. V prvom kroku boli v teréne odobra-
né vzorky borovicového dreva napadnuté lykoZritom vrcholcovym. Vzorky boli umiestnené do foto-
eklektorov vyrobenych z HDF dosak s hrubkou 2,5 mm. Vrchné veko bolo utesnené gumovym tesne-
nim, aby sa minimalizoval prienik svetla do fotoeklektorov. Z prednej strany boli vyrezané dva otvo-
ry na ktorych boli umiestnené priehladné plastové zberné nadoby s navlhéenou buni¢inou. Takto po-
stavena konStrukcia zabezpecovala odvod vlhkosti cez steny, aby sa spomalilo $irenie plesni a bunici-
na v zbernych nadobach poskytovala vhodné prostredie na prezitie vylietajucim imagam lykoZrata vr-
cholcového do doby, kym bol preneseny do chovnych klietok.

Chovné klietky majt hlinikova konStrukciu, pri¢om predné ¢ast bola zasietovna hustym sitom. To
zabezpecovalo vetranie aby sa v klietkach nekoncentrovala vo velkom rozsahu vlhkost. Steny sua pre-
sklené. Vdaka hlinikovej konstrukcii a sklenenym stenam je mozné dobre pozorovat dianie v klietkach
a v pripade potreby je ich mozné lahko vycistit a vydezinfikovat.

Pre ziskanie vhodnych chrobakov boli v priebehu roku 2020 a najmé v roku 2021 v spolupréaci
s VLM Malacky pripravené borovicové lapaky v niekolkych sériach. Intenzivne opatrenia na tiseku
ochrany lesa vykonavané v porastoch VLM Malacky v8ak udrzuju stav podkdrneho hmyzu v nizkych
hodnotach a preto bol dlhodobo problém ziskat dostato¢né mnozstvo jedincov lykozrata vrcholco-
vého pre potreby zaloZenia umelého chovu. Instalované boli aj feromoénové lapace, ktoré pracovnici
VLM Malacky kontrolovali v jednodnovych intervaloch. Nizke odchyty vSak len potvrdili nizky stav
populacie lykozruta vrcholcového v kontrolovanej oblasti. Nakoniec sa v§ak podarilo ziskat vhodné
¢asti kmena z naletenych lapakov. Tie boli prevezené do Banskej Stiavnice, kde boli umiestnené do fo-
toeklektorov. Zaciatkom juna zacali z vyrezov vylietavat imaga novej generacie. Jedince sme triedili
podla pohlavia a to na zaklade morfologickych znakov, ktoré st pri tomto druhu dobre odliSitelné. Vy-
lietavanie jedincov novej generacie vSak bolo roztiahnuté na vicsie casové obdobie a trvalo niekolko
tyzdnov. Tato skuto¢nost vyrazne komplikovala snahu o ziskanie dostato¢ného poctu vitalnych jedin-
cov pre potreby oZarovania. Ozarovanie prebiehalo v dvoch fazach (20 a 100 Gy). Prvykrat sme ozaro-
vali 11. 6. 2021 davkou 20 Gy. A druhykrat 15. 7. 2021 tiez davkou 20 Gy. V obidvoch pripadoch sme
ozarovali len samcov. OZarovanie prebiehalo na Slovenskom metrologickom tstave v Bratislave.
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Obrazok 1. Ozarovanie samcov Ips acuminatus gama ziarenim
Figure 1. Irradiation males of Ips acuminatus with gamma radiation.

Obrazok 2. Chovné klietky s umiestnenymi borovicovymi klatikmi, pre potreby chovu podkérneho hmyzu
Figure 2. Breeding cages with pine logs for bark beetle breeding.

Aby sme zabezpe(ili priblizne rovnaka vitalitu jedincov, prevazali sme nielen jedince ur¢ené na oza-
rovanie ale aj kontrolné — neoZiarené jedince. Nasledne sme ich vypustali do chovnych klietok kde boli
umiestnené vyrezy (klaty) s rozmermi 12 — 16 cm v priemere a 40 — 50 cm dlhé. Snazili sme sa aby kla-
ty z rovnakého stromu boli v klietkach s oZiarenymi jedincami a aj s tymi neoZiarenymi, aby sme mini-
malizovali vplyv r6zneho zavddnutia lyka na tvorbu poZerkov. Do klietok sme umiestnili po 62 samcov
a 250 samic, ¢o predstavuje pomer pohlavia 1 : 4. V polovici oktobra sme vykonali odkornenie obsa-
denych klatov a zistovali poéty netspesnych pokusov o vytvorenie pozerku, pocty pozerkov len s ma-
terskymi chodbami a kompletné pozerky. Z pomedzi oZiarenych a neoziarenych populacii sme vybe-
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rali Zivotaschopné jedince a preloZili sme ich na Cerstvé klaty za i¢elom zistenia sterility pri novej ge-
nerécii. 3. 11. 2021 sme pristupili k oZiareniu davkou 100 Gy. Oziarene boli znovu jedince samcieho
pohlavia pri¢om bolo do klietok vypustenych 92 oziarenych samcov a 370 neoziarenych samic. S rov-
nakymi poc¢tami sme zaloZili aj neoZiarent kontrolu. Aj v tomto pripade sme pri kontrole vykonali od-
kornenie a evidovanie poZerkov v roznom $tadiu vyvoja. Udaje boli vyhodnocované pomocou progra-
mu Statistica 10.

3. Vysledky
3.1. Ghov lykozruta vrcholcového

Jednym z hlavnych predpokladov pre testovanie vplyvu gama radiacie na lykozrata vrcholcového je
udrzanie jednej az viac generacii v laboratérnych podmienkach. V prvom roku riesenia projektu sme
sa zamerali predovSetkym na zaloZenie laboratérneho chovu lykozrata vrcholcového (Ips acumina-
tus). Problematické bolo uz samotné zaloZenie chovu. Vzhladom na nepriaznivé pocasie v priebehu
prvého rojenia sa nam nepodarilo odchytit dostatoéné mnozstvo zZivotaschopnych jedincov do fero-
moénovych lapacov. V priebehu juna sa nam podarilo najst drevnd hmotu napadnutt lykozratom vr-
cholcovym, ktord sme umiestnili do fotoeklektorov v laboratériach v Banskej Stiavnici. V priebehu
augusta zacali imaga vylietavat. Tie sme nasledne odchytavali a umiestriovali do chovnych klietok. Pre
potreby ozarovania st pouzitelné hlavne imaga odchované v laboratérnych podmienkach, pretoze sua
menej ovplyviiované pdsobenim patogénnych organizmov. Ako chovny substrat sme pouzili konare
z borovice lesnej s priemerom asi 8 cm a dizkou asi 40 cm. V priebehu augusta 2020 sa nam podarilo
ziskat dalSiu drevni hmotu napadnutt lykoZratom vrcholcovym. Ten sa nachadzal najcastejSie v Sta-
diu larvy a kukly. Aj tato hmota bola umiestnena do fotoeklektorov. V druhej polovici septembra zaca-
li vylietavat imaga aj z tejto hmoty. Tie sme vyuZili na posilnenie chovu a umiestnili sme ich do chov-

Obrazok 3 - 4. Z fotoeklektorov boli odoberané rojace sa jedince a prelozené do chovnych klietok na cerstvé borovicové
klatiky, pripadne bola ¢ast populacie oziarena pred umiestnenim do klietok

Figure 3 — 4. Swarming individuals were taken from the photoelectors and transferred to breeding cages on fresh pine blocks,
or part of the population was irradiated before transfer to cages.
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nych klietok v pocte 75 az 150 imég na klietku. Ako chovny substrat boli pouzité vrcholové ¢asti kme-
fiov mladych borovic s priemerom 10 — 18 cm a dizkou asi 4 — 50 cm. Miesta rezu sme zakryli papie-
rom alebo zaliali parafinom, aby sa zniZila rychlost vysuSovania. Obsadzovanie chovného substra-
tu bolo velmi variabilné. Casto sme tiez zaznamenavali vytvorenie snubnych komorok na hrane klati-
ku (na reze), ¢o malo za nasledok rychle prisusenie lykovej ¢asti a tym padom nebol ¢asto vytvoreny
plnohodnotny pozerok. Najlepsie vysledky sme dosahovali nakoniec na klatikoch, s dizkou asi 50 cm
a priemerom okolo 15 cm a s hladkou borkou. Klatik s takymito rozmermi bol dostato¢ne dlhy na to
aby rychlo nepresychal a poskytoval dostato¢ny priestor na rozvoj poZerkov. Imaga lykozrata vrchol-
cového tak mali dostatok priestoru aby si nasli pre nich vhodné miesto na zalozenie pozerku. DalSou
nespornou vyhodou tychto rozmerov je, Ze sa s nim lah$ie manipuluje a aj kontrola je jednoduchsia.

3.2. 0zarovanie 20 Gy

Ako prva bola hodnotena mortalita samcov po oZiareni. Mortalita samcov bola pocitana na zaklade
mnozZstva vypustenych samcov do klietky a po¢tu vytvorenych snubnych komoérok pripadne pozerkov.
Celkova mortalita oZiarenych samcov bola na drovni 31,5 % a mortalita neoZiarenych samcov bola
na urovni 23,9 %. M6Zeme teda predpokladat, Ze gama radiacia na trovni 20 Gy nemala vyznamnejsi
vplyv na rychlu mortalitu oZiarenych samcov.

Nasledne bolo kontrolované vakom mnozstve a vakom stave boli zaloZené poZerky. Vytvorené boli
tri kategorie a to pokus o vytvorenie pozerku (snubna komdrka), Vytvorenie pozerku a materskych
chodieb, avSak bez vytvorenia larvalnych chodieb a kompletny poZerok s larvalnymi chodbami.

Rozdiely zaznamenané pri porovnani vyvinovych §tadii pozerkov naznacuju urcity vplyv Ziarenia
avSak so zna¢nym rozptylom hodnoét. VAcsi rozdiel bol pri pokusoch o vytvorenie snubnej komorky
avSak bez sparenia sa a vytvorenia materskych chodieb, kde va¢Sie mnozstvo tychto pokusov bolo pra-
ve pri oZiarenych jedincoch. Na klatoch umiestnenych v klietkach, kde boli vypustené oZiarené sam-
ce sme zaznamenali najcastejsSie 4 — 6 pokusov o zavrt (stredova hodnota — median 4 pokusy na jeden
klat). Na kontrolnych klatoch sme zaznamenali O — 2 pokusy, pricom najc¢astejSie sme na klatoch ne-
zaznamenali ani jeden neuspesny pokus o zavrt a celkovo sa pohybovali v rozpéti 0 — 2 pokusy o zavrt
najednom klate.

Porovnanie poctu pokusov o vytvoreie poZerku pri oZiareni davkou 20 GY
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Obrazok 5. Porovnanie poctu pokusov o vytvorenie pozerku pri oZiareni davkou 20 Gy
Figure 5. Comparison of the number of attempts to create breeding chamber after irradiation with a dose of 20 Gy.
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Pri porovnavani po¢tu pozerkov s materskymi chodbami, no bez pritomnosti larvalnych chodieb
sme zaznamenali len velmi malé mnozZstvo takychto poZerkov na klatoch s neoZiarenymi jedincami.
NajcastejSie sa tieto pocty pohybovali v rozpati 0 — 1 pozerok s materskou chodbou na klat (median
1). Na jednom klate sme vsak zaznamenali az 4 takéto pozerky, €o je v porovnani s ostatnymi klatmi
hodnota vymykajica sa z priemeru. Na klatoch, kde boli vypustené oziarené jedince sme zaznamena-
li najcastejsie 1 — 3 poZerky s materskou chodbou (medién 2), ¢o naznacuje mozné zniZenie plodnos-
ti po oZiareni.

Porovnanie poétu poZerkov s materskou chodbou po oZiareni davkou 20 GY
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Obrazok 6. Porovnanie poctu pozerkov s materskou chodbou pri oZiareni davkou 20 Gy
Figure 6. Comparison of the number of galleries with maternal galleries after irradiation with a dose of 20 Gy.

Na klatoch s oziarenymi aj neoziarenymi jedincami sme zaznamenali aj plne vyvinuté pozerky.
Rozptyl poctu pozerkov bol sice pri oziarenych a neoziarenych jedincoch viac-menej rovnaky, avSak
vyznamne sa liSili svojou distribuciou. Kym na klatoch s neoZiarenymi jedincami boli kompletné po-
zerky najcastejSie v pocte 8 — 14, na klatoch s oziarenymi jedincami to bolo len 0 — 6 plne vyvinutych
pozerkov.

Pocet poZerkov aj s larvalnymi chodbami po oZiareni davkou 20 GY
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Obrazok 7. Porovnanie poctu tplnych pozerkov pri oziareni davkou 20 Gy
Figure 7. Comparison of the number of fully developed galleries after irradiation with a dose of 20 Gy.
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Pre lepSie zhodnotenie je nevyhnutné je vhodné porovnat podiely jednotlivych poZerkov na kla-
toch, kde boli vyloZené oZiarené a neoZiarené jedince. Ako je vidno na obrazku 8, pokusy o zavrt a celé
pozerky pri oZiarenych jedincoch mali priblizne rovnaky podiel (pokusy 41,2 % a kompletné poZer-
ky 41,3 %). Ak to porovname s podielom pokusov o poZerok (5,7 %) a kompletnych pozerkov (84,3)
na kontrole mdzeme pozorovat velky rozdiel. Tento nepomer naznacuje pravdepodobne zvysend mor-
talitu a netspe$né privabenie samiciek pri oZiarenych samcoch. Velmi zaujimavym dajom je vsak po-
rovnanie podielu poZerkov kde do8lo k pareniu a vytvoreniu materskych chodieb av8ak bez vytvorenia
larvalnych chodieb. Kym podiel takychto pozerkov prineoziarenych jedincoch bol 10 % pri oZiarenych
jedincoch tobolo 17,4 % ¢o je takmer dvojnasobok. Stale v§ak ostava eSte relativne vysoky podiel kom-
pletnych pozerkov pri oZiarenych jedincoch.

Zaujimavé vysledky naznacila nasledna generacia z oZiarenych jedincov, kde 50 % poZerkov skon-
Cilo v §tadiu pokusu a 50 % v Stadiu tvorby materskych chodieb. V porovnani s kontrolou kedy v §tadiu
pokusu skoncilo 31 % pozerkov v §tadiu materskych chodieb 19 % a v Stadiu materskych chodieb s lar-

valnymi chodbami 50 %. Na vyznamnejSie zavery vSak data, vzhladom na mala vzorku a kontamina-
ciu entomopatogénnymi hubami, nestacia.

90
80
70
60

50 W pokus
40 mat.ch.

ozerok
30 P

podiel jednotlivych stadii pozerku (%)

0 ]

0z 20 K20

Obrazok 8. Porovnanie podielu jednotlivych $tadii pozerkov pri oziarenej a kontrolnej populécii
Figure 8. Comparison of the share of individual gallery stages in the irradiated and control population.

3.3. 0zarovanie 100 Gy

Vzhladom na odportcané davky gama radidcie pre podkorny hmyz sme v dalsej faze zvolili davku 100
Gy. Aj v tomto pripade boli oziarené len jedince samcieho pohlavia. Po vypusteni jedincov do klietok
bola zistovana aj mortalita samcov vypocitana rovnakym spdsobom ako pri davke 20 Gy. Pri oZiareni
davkou 100 Gy sme zaznamenali 47 % mortalitu samcov, o je viac ako pri oZiareni 20 Gy. Mortalita
pri neoZiarenych jedincoch bola na arovni 29 %, ¢o je o malo vy$Sia ako sme zaznamenali pri neozia-
renych jedincoch v predchadzajucom experimente, av§ak vyrazne niz$ia ako pri oZiarenych jedincoch.

Mnozstvo pokusov o vytvorenie poZerku bol vyznamne vacsi pri oziarenych jedincoch ako pri kon-
trole. Pocet pokusov o zavrt na klatoch, kde boli vypustené ozZiarené jedince bol znaéne variabilny a po-
hyboval sa od 3 do 8, pri¢om stredn& hodnota bola na trovni 5. Naproti tomu strednd hodnota poku-
sov o zavrt pri neoZiarenych jedincoch bola na Girovni 2 s rozptylom od 1 do 3. Jedna sa vSak o vySSie
hodnoty ako pri neoZiarenych jedincoch v predchadzajucom experimente.
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Porovnanie poctu pokusov o vytvorenie poZerku pri oZiareni davkou 100 GY
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Obrazok 9. Porovnanie poctu pokusov o vytvorenie pozerku pri oZiareni davkou 100 Gy
Figure 9. Comparison of the number of attempts to create breeding chamber after irradiation with a dose of 100 Gy.

Zaujimavé je, Ze napriek vysokej davke ziarenia bol podiel poZerkov s iba materskymi chodbami
velmi podobny. Dokonca pri neoZiarenych jedincoch sme zaznamenali va¢Sie mnoZstvo takychto po-
zerkov s maximom 5 netplnych poZerkov a stredovou hodnotou 2. Stredova hodnota pri oZiarenych
jedincoch je podobna ako pri neoziarenych a to 1,5 a rozptyl sa pohyboval od 0 po 3.

Porovnanie poctu poZerkou s vytvorenymi materskymi chodbami pri oZiareni davkou 100 GY
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Obrazok 10. Porovnanie po¢tu pozerkov s materskou chodbou pri oziareni davkou 100 Gy
Figure 10. Comparison of the number of galleries with maternal galleries after irradiation with a dose of 100 Gy.

Rozdiely boli zaznamenané pri porovnavani po¢tu kompletnych pozerkov na jednotlivych klatoch.
Na klatoch s kontrolnymi neoziarenymi jedincami sme zaznamenali vyrazne va¢Sie mnozstvo kom-
pletnych pozerkov. Stredova hodnota bola na trovni 6 av§ak so zna¢nym rozptylom od 2 do 12 pozer-
kov na klat. Pri oZiarenych jedincoch bola tvorba kompletnych poZerkov vyrazne niZ$ia a to so stredo-
vou hodnotou 1 a rozptylom od 0 po 4 kompletné pozerky na jeden klat.
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Porovnanie poctu poZerkov s larvalnymi chodbami pri oZiareni davkou 100 GY
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Obrazok 11. Porovnanie poc¢tu tplnych poZerkov pri oziareni davkou 100 Gy
Figure 11. Comparison of the number of fully developed galleries after irradiation with a dose of 100 Gy.

Aj pri ziareni davkou 100 Gy sme pristupili k porovnaniu podielov jednotlivych §tadii poZerkov
na celkovom mnozstve poZerkov. Vyrazne vyssi bol podla o¢akavania podiel pokusov o vytvorenie po-
zerku pri oziarenych jedincoch (63,6 %) ako pri kontrole (18,2 %). Zaujimavé vsak je, ze podiel poku-
sov o zavrt bol pri neoZiarenych jedincoch v experimente s davkou 100 Gy vyssi ako pri neoZiarenych

.....

sV v

ziareni 100 Gy o¢akavany v porovnani s experimentom s intenzitou Ziarenia 20 Gy. Prekvapivy je niZ$i
podiel poZerkov s vytvorenou materskou chodbou avSak bez larvalnych chodieb pri oZiarenych jedin-
coch (18,2 %) v porovnani s neoziarenymi (22,7). Va¢si podiel netspe$nych pokusov o vytvorenie po-
Zerku a pozZerkov len s materskymi chodbami sa pri neoZiarenych jedincoch prejavil na podiele kom-
pletnych poZerkov. Tento podiel bol mensi ako pri neoziarenych jedincoch v experimente s Ziarenim
20 Gy ato na trovni 59,1 %. Vzhladom na znaény narast podielu pokusov o zavrt pri oZiarenych jedin-

coch sa znizil podiel kompletnych pozerkov na troven 18,2 %.
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Obrazok 12. Porovnanie podielu jednotlivych §tadii poZerkov pri oZiarenej a kontrolnej populécii
Figure 12. Comparison of the share of individual gallery stages in the irradiated and control population.
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4, Diskusia

Experimentalne chovy pre potreby vyskumu lykozruta vrcholcového prebiehali v zahranici a to naj-
mi v Skandinavskych krajinach. Bakke (1968) svoj tispesny chov zacal zberom napadnutej drevnej
hmoty skoro na jar, pricom ju nasledne umiestnil do fotoeklektorov pri teplote 22 — 24 °C. Nasled-
ne po vyrojeni a pretriedeni pohlavia umiestfioval imaga na klatiky s dizkou 30 cm a priemerom od 6
do 12 cm, pri¢om konce zapecatil parafinom. Nasledne ich pri roznych pokusoch drzal pri teplote 22
— 27 °C avlhkosti 70 %. Rovnaka metdda bola pouzita aj v neskorsich vyskumoch (Leyning & Kirken-
dall 1996). V nasich podmienkach sa vsak viac osvedcilo pouzitie hrubsich klatikov s priemerom 12
— 15 cm a dizkou 40 — 50 cm. Pri uzsich a kratgich klatikoch dochadzalo k rychlemu vysu$ovaniu a je-
dince lykozruta vrcholcového nestihali dokon¢it svoj vyvoj.

Vyuzitie gama radiacie nie je nova metdda, av§ak velmi ndro¢né pre nastavenie vhodnej davky. Ta
je mimoriadne variabilna. Napriklad davka LD50 (davka pri ktorej uhynie 50% oziarenych jedincov)
sa pri baktériach a virusoch pohybuje od 100 do 10 000 Gy (Harrison & Anderson 1996). Pre ¢love-
ka je takto nebezpecna davka priblizne na tirovni 3 Gy (Rice & Baptist 1974). Davky pre hmyz sa po-
hybuji od 30 do 1 500 Gy (Whicker & Schultz 1982). Davky vhodné pre sterilizaciu hmyzu st varia-
bilné aj v ramci jednotlivych radov hmyzu, napriklad davka od 130 do 400 Gy pre Lepidoptera, 30 az
280 Gy pre Acari, 40 az 200 Gy pre Coleoptera, 10 az 180 Gy pre Hemiptera, 20 az 160 Gy pre Diptera
(Bakri et al. 2005). Pre Curculionidae, kam patri aj podkdrny hmyz je potrebna davka do 100 Gy (Ba-
kri et al. 2005).

Pouzitie gama radiacie za ucelom sterilizacie lykozrata vrcholcového (Ips acuminatus) je v sacas-
nosti len velmi malo (aZ vobec) preskimané. Pri stanoveni davky Ziarenia sme vychadzali najmé z vy-
skumov venovanych inym druhom. Vyuzivali sme najmé poznatky z oZarovania lykozrata smrekové-
ho (Ips typographus). Cickova et al. (2017) uvadzaji potrebnut davku na sterilizaciu v rozmedzi od 70
do 90 Gy. Tur¢ani & Vakula (2007) vykonavali experimenty s davkou 15 a 30 Gy. Vzhladom na urdi-
té pozitivne vysledky, dosiahnuté pri ozarovani lykozrata smrekového sme zvolili davku oZarovania
na spodnej hranici 20 Gy a na hornej hranici 100 Gy, aby sme nasli rozpétie v ktorom by sme sa mohli
v budiicnosti pohybovat. Pri davke 20 Gy sme sice zaznamenali zvySent mortalitu ale aj va¢Sie mnoz-
stvo pozerkov bez larvalnych chodieb, ¢o naznac¢uje moznu sterilitu. Zaznamenané bolo vsak aj po-
merne vysoké mnozstvo plne vyvinutych pozerkov. Pri davke na predpokladanej hornej hranici sme
zaznamenali vysok mortalitu a nizku Gspesnost pri zakladani pozerkov. Dosiahnuté vysledky tak na-
znacuju mozny vplyv oZarovania na sterilizaciu jedincov lykozrata vrcholcového a to pri Ziareni 20 Gy
aj 100 Gy, no je nevyhnutné pokracovat v hladani spravnej davky Ziarenia tak aby bola zabezpecena
mortalita po oziareni v akceptovatelnom mnozstve, bola ¢o najmenej narusena vitalita oziarenych je-
dincov, aby boli schopné vytvorit snubnti komoérku a sparit sa a zaroven aby bola dosiahnuta sterilita
bud pri oziarenych jedincoch alebo pri jedincoch naslednej generacie.

Na vysledky experimentov s SIT a nasledné praktické vyuzitie v§ak maju vplyv rozne faktory. Jed-
nym z nich je vitalita jednotlivych imag, pretoze pri nizej vitalite odchovanych jedincov méze docha-
dzat k zvySenej mortalite po oZiareni. Dosiahnut dobra vitalitu imag v umelom chove vSak moéze byt
naro¢né. Vyznamny vplyv na pouzitie moze mat aj mozna pseudogamia u lykozrata vrcholcového.
Jedna sa o rozmnozovanie pri ktorom koexistuja dva typy samiciek. Prvy typ po spareni so sam¢ekom
vytvori generaciu kde je pomer pohlavia priblizne 1 : 1. Druhy typ samiciek v§ak po spareni nepre-
vezme genetickd informéaciu saméeka ale vytvori nova generaciu Cisto zo samiciek. Samicka prvého
a druhého typu nie je mozné fyziologicky odlisit (Bakke 1968; Loyning & Kirkendall 1996). Znaény
vyznam mdze mat aj polygamia lykozrata vrcholcového pri¢om jeden samcéek sa moze sparit s 2 — 12
samic¢kami, pricom zaznamenany bol aj poZerok s 20 materskymi chodbami.

SIT je v8ak technoldgia, ktora mdze najst svoje miesto aj v ochrane lesa vdaka svojmu minimalne-
mu vplyvu na ostatné organizmy a maximalnej cielenosti na konkrétny druh. Je v§ak nevyhnutné este
vykonat velké mnoZstvo laboratdrnych experimentov na uréenie vhodnych davok radiacie a pre vytvo-
renie vhodnych podmienok na kontinualny, pripadne hromadny chov cielovych organizmov.
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Obrazok 13. Cast odkornenych borovicovych klatov na ktorych vidno pozerky Ips acuminatus
Figure 13. Part of debarked pine logs where is possible to see Ips acuminatus galleries.

5. Sithrn

Borovicové porasty maju viac ako 6 % podiel na lesoch Slovenska. St oslabované suchom a inymi abi-
otickymi a biotickymi Skodlivymi ¢€initelmi. Lykozrat vrcholcovy (Ips acuminatus) je jednym z naj-
vyznamnej$ich druhov podkdrneho hmyzu napadajtcich borovicové lesy. Pre ochranu pred nim je ne-
vyhnutné dodrziavat opatrenia na iseku ochrany lesa. Novou metddou ochrany by mohlo byt vyuzitie
technologie sterilného hmyzu (SIT). Nas vyskum sa zameral na zistenie moznosti a potencialu tejto
metody. Pokusili sme sa najst vhodna davku (rozptyl davok) radiacie pre sterilizaciu samcov lykoZrata
vrcholcového. Otestovali sme hrani¢né davky 20 Gy a 100 Gy. Pri davke 20 Gy sme zaznamenali vacSie
mnoZstva poZerkov len so snubnymi komorkami a poZerkov s materskymi chodbami bez larvalnych
chodieb ako pri neoziarenych jedincoch. Pri davke 100 Gy sme zaznamenali vysokd mortalitu a vy-
znamne viac pokusov o vytvorenie snubnej komdrky bez materskych chodieb ako pri kontrole. Sprav-
na davka pre sterilizaciu s nizkou mortalitou je pravdepodobne niekde medzi tymito hrani¢nymi dav-
kami Ziarenia, ale pre jej najdenie bude potrebné vykonat este velké mnozZstvo experimentov. Uspe$né
pouzitie tejto metddy je vSak vysoko ovplyvnené nielen najdenim spravnej davky Ziarenia, ale aj naSou
schopnostou vychovat velké mnozstvo jedincov lykozrata vrcholcového v kontrolovanych podmien-
kach, ich vitalitou, vyskytom pseudogamie a dal§imi faktormi.
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STUDIA VYUZITIA ENTOMOPATOGENNEJ HUBY
BEAUVERIA BASSIANA VI INTEGROVANEJ OCHRANE LESA
PROTI LYKOZRUTOVI SMREKOVEMU /PS TYPOGRAPHUS

Slavomir Rell ¢ Jozef Vakula e Juraj Galko ¢ Michal Lalik ¢« Milan Zabrik
* Andrej Gubka » Andrej Kunca ® Roman Leontovy¢ ¢ Christo Nikolov

Rell, S., Vakula, J., Galko, J., Lalik, M., Zabrik, M., Gubka, A., Kunca, A., Leontovy¢, R., Nikolov, Ch.:
Study of the use of the entomopathogenic fungus Beauveria bassiana in integrated forest protection
against the European spruce bark beetle Ips typographus. APOL, 2021, vol. 3, no. 1, p. 28-36.

Abstract: The European spruce bark beetle (Ips typographus L.) poses a huge risk, especially for mountain
areas with a predominance of spruce, where chemical treatment is difficult to apply or prohibited. There-
fore, the use of biological methods, such as the use of entomopathogenic fungi (EPF) in combination with
pheromone traps, can be considered. In this study, the results of such attempt is presented. The efficacy of
developed carrier of EPF was monitored, as well as the efficacy of fungus Beauveria bassiana. These tests
were performed in a field-laboratory conditions. Results show high carrier efficacy for a relatively long time.
The observations also shown, that the infected imagines are able to establish a new generation, but its quality
(e.g. length of maternal galleries) is affected by the rate at which the fungus kills an adult.

Key words: pheromone trap; carrier of entomopathogenic fungi; biological methods

1. Probhlematika

Najma v horskych lesoch na tizemi Slovenka ¢asto dominuje smrek obycajny (Picea abies L., Karst.),
v podobe umelo vytvorenych monokulttr, pre ktoré lykozrat smrekovy (Ips typographus L.) (Coleop-
tera: Curculionidae) predstavuje obrovské riziko, zvicSa pre porasty ¢asto postihované vetrovymi ka-
lamitami. Vo vSeobecnosti je lykoZrat druhotnym Skodcom, ktory potrebuje poskodené stromy a ku
premnoZeniam dochadza v pripade neobmedzenych moZnosti pre mnoZenie, napr. po vichriciach ale-
bo snehovym polomoch (Kreutz et al. 2004a). Ak je kalamitna hmota ponechand v poraste, tvori ideal-
ne podmienky pre jeho premnoZenie, nasledne pri nedostatku odumretej, pripadne oslabenej smreko-
vej hmoty, napada aj zdravé stromy a pri po¢etnom napore dokaze narusit ich prirodzeny obranny me-
chanizmus (Kreutz at al. 2004a). Stromy tak nie st schopné branit sa naporu lykozruta, ¢im nasled-
ne vznikaju lykozratové kalamity.

K beznym metédam regulacie pocetnosti lykozrata pouzivanym v praxi patria fytosanitarne opat-
renia (Wermelinger 2004). Kym pouzitie lapacov sltzi hlavne ako metéda monitoringu popula¢nej
hustoty (Galko et al. 2014), fytosanitarne opatrenia st u¢inné iba pokym popula¢na hustota lykozra-
ta nedosiahne kritické hodnoty (Jkland et al. 2016). Moznostou je aj pouzitie chemicky oSetrenych
lapakov, ¢o vyzaduje spravne na¢asovanie (Wermelinger 2004). Pri si¢asnom natlaku na znizovanie
spotreby pesticidov, ako aj ich problematicka aplikacia a otdzna G¢innost na stojatych stromoch, pri-
pada do uvahy vyuzitie biologickych metod ochrany, pri ktorych sa do prostredia vnasa patogén. V mi-
nulosti boli realizované pokusy s vyuzitim entomopatogénnych hub (EPH), aplikaciou praskového
média umiestneného do feromdénového lapaca (Vaupel & Zimmerman 1996; Kreutz et al. 2000; Kre-
utz 2002; Kunca 2009; Vakula et al. 2010, 2012; Grodzki & Kosibowicz 2015), avSak prenos infekcie
na populaciu Skodcu sa nepreukazal s dostatocnou ti¢innostou. Problémom praskového média so spo-
rami umiestnenymi do feroménového lapaca bola rychla strata virulencie spér. Batazy (2012) udava
nizku t¢innost v redukcii populacii lykozrata v prirodnych podmienkach, av§ak laboratdrne testy uka-
zali vysoktl mortalitu imag aj lariev v uzavretych podmienkach. RieSenim problému kratkej u¢innos-
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ti praskového média spor hub, by mohlo byt vyuZitie nosi¢a, v ktorom by huby réastli, ¢o by zabezpeci-
lo ich prezitie aj v extrémnych podmienkach feromoénovych lapacov. Tato metdda je jednoducho apli-
kovatelna a selektivna, nakolko feromoénové odparniky primarne lakajua cielové druhy skodcov (Vaku-
laetal. 2012).

2. Material a metody

Terénno-laboratérny experiment Gc¢innosti nosic¢a entomopatogénnych huab, bol vykonany v priebe-
hu rokov 2020 a 2021, vo Vojenskych lesoch a majetkoch (VLM), na polesi Sklené. Cielom bolo zis-
tit aCinnost nosic¢a udrzat hubu Beauveria bassiana (Bals.) Vuill. virulentna v podmienkach feromo-
nového lapaca, kde je nosi¢ Casto vystaveny slne¢nému ziareniu, suchu a teplu. Nasledne sa overovala
schopnost huby infikovat a usmrtit imaga I. smrekového.

Vyber ploch vhodnych pre uskuto¢nenie experimentov prebehol v polovici aprila 2020. Zaciat-
kom juna boli v blizkosti porastovej steny smrekového porastu napadnutého lykozratom smrekovym
nains$talované feromdnové lapace. Jednalo sa o lapace MultiWit, navnadené feroménovym odparni-
kom Pheroprax A. Odchytové vanicky lapac¢ov s nosi¢om boli upravené a imaga lykozruta boli schop-
né opustit ich, pricom sa nevyhli kontaktu s nosi¢om, kedy dochadzalo k infikovaniu. Imaga boli od-
chytavané do 1dcl plastovych flasiek, upevnenych k odchytovej vanic¢ke po dobu 4 hodin, v ¢ase dia
s najvysSou letovou aktivitou imag (obr. 1). Iméaga z flasti¢iek boli eSte v priebehu toho diia v labora-
toriu umiestnené do Petriho misiek s kiiskom Cerstvej smrekovej kory a navlhéenou bunicitou vatou
(obr. 2). Iméaga boli vizualne kontrolované kazdy den v priebehu 10 dni. Pozorovala sa schopnost huby
usmrtit a prerast imaga (obr. 3) podla troch hodnotiacich stupiiov: imago zivé (0), mftve nepreraste-
né (1) a mftve prerastené hubou (2) (stupen prerastanie imag).

Obrazok 1. Upravena zberné vanicka s nosi¢om huby Obrazok 2. Odchytené a chované iméga lykozrata

B. bassiana smrekového v Petriho miskéach

Figure 1. Modified collection tray with carrier of B. Figure 2. Captured and bred imagines of . typographus
bassiana fungus. in Petri dishes.

Obrazok 3. Imago lykozrata smrekového prerastené mycéliom entomopatogénnej huby Beauveria bassiana
Figure 3. Adult of I. typographus overgrown with mycelium of entomopathogenic fungi B. bassiana.
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V polovici aprila 2021 boli vybrané 2 plochy vhodné pre uskuto¢nenie experimentu a v méji boli
v blizkosti porastovej steny smrekového porastu s Cerstvo spracovanou vetrovou kalamitou nainstalo-
vané feromdnové lapace. Na kazdej z ploch bolo 5 ks lapacov, 4 ks s nosicom entomopatogénnej huby
a 1 ks kontrolny. Jednalo sa o lapace MultiWit BK, navnadené feromonovym odparnikom IT ECOLU-
RE Tubus. Nosi¢e entomopatogénnej huby sme, ako predchadzajuci rok, vlozili do upravenych od-
chytovych vaniciek, ktoré umoznili imadgam lykozrata opustit ich po infikovani. Lykozraty boli od-
chytavané do 11 plastovych flasiek upevnenych k odchytovej vanicke po dobu asi 24 hodin (obr. 4).
Uskutoénené boli 3 odchyty po¢as kulminécie rojenia imag. Cast imag bolo umiestnenych v laboraté-
riu do Petriho misiek s kiskom cerstvej smrekovej kory (potrava) a navlhéenou bunicitou vatou. Po-
dlarovnakych hodnotiacich stupniov ako v predchadzajucom roku sa hodnotila schopnost huby usmr-
tit a prerast imaga v priebehu 10 dni.

Obrazok 4. Upravena odchytova nddoba lapaca s nosi¢mi entomopatogénnej huby a odchytovymi flagami
Figure 4. Modified collection tray with carriers of entomopathogenic fungus, and trapping bottles.

Cast odchytenych imag bolo pouzitych na zaloZenie chovu v externom insektériu, kde sa sledova-
la schopnost infikovanych imag zalozit nova generaciu v smrekovych klatoch a vplyv huby na tato ge-
neraciu.

Dalsou etapou experimentu bolo zaloZenie klatov priamo v teréne, kde boli imaga lykozruta vede-
né pomocou plastovej hadice z lapaca priamo na smrekové klaty. Klaty boli obalené do sietoviny, ¢im
sa zabranilo naleteniu klatov bez toho, aby iméaga presli cez lapa¢ s nosi¢om huby (obr. 5). Po 24 hodi-
nach boli naletené klaty umiestnené do porastu a ponechané na ,,samo-vyvoj“ (obr. 6). Polovica klatov
(5ks) bola v polovici augusta z porastu odobrata a vlaboratérnych podmienkach vykonavana ich ana-
lyza, polovica klatov bola umiestnena do fotoeklektorov, kde sa F1 generacia nechala vyvijat.

Obrazok 5 a 6. Lapac s hadicou zvedenou ku smrekovému klatu a klaty umiestnené v poraste
Figure 5 and 6. Trap with a hose leading to the spruce log, and logs placed in the stand.
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Praca je zamerand na vyhodnotenie efektu nosica EPH s hubou Beauveria bassiana v lapacoch,
na moralitu imag l. smrekového. PouZita bola metéda zov§eobecnenych linearnych modelov s bino-
mialnou distribuciou a logit spojovaciou funkciou. Parametre modelu boli odhadované metédou ma-
ximalizacie vierohodnosti modelu. Koeficienty boli exponenciované aby sme dostali tzv. odds-ratios,
teda pomer $anci vyskytu sledovaného javu.

2.1. Efekt nosica na mortalitu imag

Prva analyza bola zamerana na efekt nosica B. bassiana oproti kontrole pri mortalite imag 1. smre-
kového. Imaga bez znakov ndkazy a jedince usmrtené EPH vstupovali do modelu ako binarna zavis-
14 premenna. Mortalita sa oznacila nasledovne: 0 zZivé imaga (vratane mitvych imag bez mycélia); 1
mftvy chrobak prerasteny mycéliom. Kontrolné lapace a lapace s nosicom ako nezavisla premenna.

2.2. Ucinnost nosica zachovat hubu Beauveria bassiana virulentni

V dal3ej Casti prace bol analyzovany efekt i¢innosti nosi¢a udrzat hubu B. bassiana virulentn. V Cas-
ti lapacov (4/10) sa menil nosi¢ EPH po 6 tyzdiioch za Cerstvy. Lapace s vymenenymi nosi¢mi boli po-
rovnavané s lapa¢mi, kde ostal povodny nosi¢ (6/10) po celtt dobu experimentu. Vyhodnocovany bol
efekt vymeny nosic¢a na mortalitu odchytenych imag sposobenu EPH.

3. Vysledky a diskusia
3.1. Efekt nosica na mortalitu imag
Nosi¢ EPH umiestneny v lapaci mal vyrazne vys$si pomer Sanci (tab. 1) na infikovanie imag l. smreko-

vého entomopatogénnou hubou B. bassiana. Niektoré imaga z kontrolnych lapacov boli tiez infiko-
vané.

Tabulka 1. Odhadované parametre modelu, ktorym sa hodnotil efekt nosi¢a na mortalitu iméag 1. smrekového
Table 1. Estimated model parameters that assessed the effect of the carrier on I. typographus mortality.

Lapa¢ odds-ratios std.error zvalue 2,50% 97,50 % Pr(>|z|)
Kontrola 0,072 0,327 -8,015 0,036 0,131 <0,0001
Nosi¢ 69,274 0,339 12,487 37,422 143,496 <0,0001

Uéinnost nosiéa zachovat’ hubu Beauveria bassiana virulentni

Efekt vymeny nosica na infikovanie imag bol vy$$i pri novych nosicoch (tab. 2). Pomer $anci naka-
zy bol 2,56 k jednej pri pouZiti nového nosica. Tento rozdiel bol §tatisticky signifikantny.

Tabulka2. Odhadované parametre modelu, ktorym sa hodnotil efekt vymeny nosi¢a oprotilapacom, vktorych bol ponechany
»stary* nosic

Table 1. Estimated model parameters that evaluated the effect of carrier replacement versus traps with ,,old“ carrier.

Nosic¢ odds-ratios std,error zvalue 2,50% 97,50% Pr(>|z])
Novy 2,526 0,023 40,529 2,415 2,642 <0,0001
Stary 0,878 0,027 -4,798 0,833 0,926 <0,0001

Nosi¢ udrzal hubu vysoko virulentnu relativne dlhé obdobie. Virulencia postupne klesala a v 6.
tyzdni bol pre porovnanie u¢innosti nosi¢ v niektorych lapacoch vymeneny za Cerstvy (obr. 7).

Aktudalne problémy v ochrane lesa, 1, 2022



Rell, S. etal. /APOL, 2022, 1, 28-36

100
80
&0
&0
20
[
1 2 4 & 8 9

£as od inftalicie nosia (tyidne)

martalita (%)

m nosit]

Obrazok 7. Mortalita imag l. smrekového sposobend hubou B. bassiana. z nosi¢a a porovnanie mortality po vymene nosica
(nosic2)

Figure 7. Mortality of 1. typographus imagines caused by the fungus B. bassiana. from carrier and comparison of mortality
after carrier change (nosic2).

K usmrteniu imaga hubou doSlo priemerne za 5 dni, pri¢om k prvotnym thynom dochédzalo uz
dva aZ tri dni od infikovania a zna¢né percento imag uhynulo v priebehu 8 dni od infikovania. Me-
dzi jednotlivymi odchytmi boli rozdiely v priemere ¢asu, za aky huba dokéazala imaga usmrtit nevy-
znamné. Pocas experimentu doslo aj k thynu 20 % imag odchytenych z kontrolného lapaca (bez no-
sica huby).

Pri chovoch zalozenych infikovanymi imagami sme pozorovali prerastanie rodi¢ovskych imag
(obr. 8). Znacné percento z nich uhynulo eSte pred tym, ako sa dokazali zavitat do klatov. Infekcia sa
objavila aj pri kontrolnom klate, kde sa zrejme rozsirila vzduchom.

Obrazok 8. Imaga 1. smrekového prerastené entomopatogénnou hubou B. bassiana
Figure 8. Imagines of I. typographus with entomopathogenic fungus B. bassiana infection.

Pri analyze klatov ponechanych v teréne do polovice septembra sme v kontrolnom klate nepozo-
rovali infekciu hubou B. bassiana a v pozerkoch boli kukly, pripadne ¢erstvo vyliahnuté chrobaky. Pri
klatoch s infikovanymi imadgami sme takmer v kazdom poZerku nasli prerastené rodi¢ovské imaga
(obr. 9), priblizne 50 % imag z celkového poctu. Pozorovali sme tiez, Ze niektoré materské chodby
boli kratke s nizkym po¢tom lariev alebo nedoslo ku nakladeniu vaji¢ok. Domnievame sa, Ze vplyv
na schopnost zalozit potomstvo mala rychlost akou huba usmrtila imaga.

Napriek tomu, Ze vicSina rodicovskych imag bola prerastena, na potomstve sme neobjavili infek-
ciu hubou B. bassiana, ¢o moze byt spésobené tym, Ze vajicka st uloZené v16zku, kryté a larvy postup-
ne za sebou chodby upchavaju drvinou a trusom. Av8ak, mladé imaga pred vyletenim vykonavaju zre-
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lostny Zer pod korou kde sa vyliahli. Predpokladame, zZe takto méze dojst ku ich infekcii pri kontakte
s prerastenymi rodi¢ovskymi imagami. Z dévodu dalsich pozorovani bola druha polovica klatov po-
nechana v poraste do zaciatku septembra, a nasledne presunuta do fotoeklektorov v laboratoriu, kde
lykozruty dokoncia svoj vyvin.

Obrazok 9. Pozerky lykozruta s prerastenymi rodicovskymi imagami hubou B . bassiana
Figure 9. Galleries of I. typographus with parental imagines owergrown by B. bassiana.

Vysledky experimentu aplikacie EPH B. bassiana do feroménovych lapac¢ov pomocou vyvijaného
nosica ukazali vysokud u¢innost relativne dlhé obdobie. Na rychlost, akou huba dokéze imago usmrtit
ma vplyv viacero faktorov. Medzi hlavné patri koncentracia spor, ktoré sa na imago zachytia. Aj nizke
koncentracie si schopné imaga usmrtit (Ansari & Butt 2012), avSak tento proces trva dlhsie. Ku dal-
$im patri zivotaschopnost spor, kde poveternostné podmienky (napr. teplota, vilnkost, UV ziarenie)
(Moore et al. 1993; Morley-Davies et al. 1996) priamo ovplyviiuja kli¢enie a prezivanie spor. V pred-
chadzajucich experimentoch obdobného charakteru bolo médium so spérami EPH aplikované do la-
paca vo forme prasku a dochadzalo ku rychlej strate virulencie spor (Kunca 2009; Vakula et al. 2010,
2012; Grodzki & Kosibowicz 2015), pravdepodobne v dosledku vysokych teplot, pripadne navlhnu-
tim praskového média a tym stratou prilnavosti na imaga. Pri aplikacii huby pomocou nosica, si spo-
ry udrzali vysoku virulenciu v podmienkach feroménovych lapacov, ¢o pripisujeme tomu, Ze nosic je
v ¢ase aplikacie do lapaca prerasteny mycéliom huby, ktoré pri kratkodobych nepriaznivych podmien-
kach (denné teplotné maxima) dokaze prezit vo vnutri nosi¢a a nasledne znovu vyrast na povrch a pro-
dukovat spdry. Virulencia huby bola pozorovana na mortalite odchytenych imag I. smrekového. Pre
porovnanie u¢innosti nosic¢a z ¢asového hladiska, bol tento v niektorych lapa¢och vymeneny. Po tejto
vymene sa potvrdila signifikantne vysSia virulencia huby z ¢erstvého nosica, o pripisujeme postup-
nému vysychaniu média, pripadne postupnému vycerpaniu zivin v médiu. Po¢as experimentu doslo aj
k thynu 20 % imag odchytenych z kontrolného lapaca (bez nosica huby), pricom na ¢asti bola pozoro-
vana infekcia hubou B. bassiana. Zdroj infekcie mohol byt z prirodného prostredia kde sa B. bassiana
prirodzene vyskytuje (Kram & Kram 2012; Meyling & Eilenberg 2006; Landa ez al. 2001; Reay et al.
2010) alebo prenosom spor patogénu vzduchom z lapacov s nosi¢om. Tieto boli od seba umiestnené
priblizne 20 metrov. Geneticka analyza kmenov B. bassiana nebola vykonana. Z toho dévodu by zrej-
me v buducich experimentoch bolo vhodné umiestnit kontrolné lapace vo vac¢sej vzdialenosti od lapa-
¢ov s nosicom EPH a tiez vykonat genetickd analyzu huby infikovanych imag v kontrolnych lapacoch.

Experiment teda potvrdil schopnost nosi¢a udrzat hubu B. bassiana virulentnu aj v podmienkach
lapaca, tiez vysoku G¢innost huby v laboratérnych podmienkach. Podobné vysledky v laboratdrnych
podmienkach vykazuju aj prace viacerych autorov (Wegensteiner 1996; Kreutz et al. 2004b). Cielom
je aj uspesna aplikacia patogéna do populacie skodcu. Podla doterajSich pozorovani st aj infikované
imaga schopné zalozit novti generaciu. Cerstvo vyliahnuté imaga naslednej generacie este pred vyle-
tenim vykonavaju tzv. zrelostny zer. Predpokladame, Ze takto mdze dojst ku vertikalnemu prenosu in-
fekcie pri kontakte so spdrami z uz prerastenych rodi¢ovskych imag. Tato hypotézu je viak potrebné
overit.
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Vyhodou vyuzitia entomopatogénnych hub v boji proti lykoZrautovi smrekovému je ekologickost,
pretoze su prirodzenou sucastou prirodného prostredia (Kram & Kram 2012; Meyling & Eilenberg
2006; Landa et al. 2001; Reay et al. 2010) a boli pozorované na podkdrnych druhoch hmyzu, najéas-
tejsie na Ips typographus (Kirschner 2001; Wegensteiner 2004; Wegensteiner et al. 2007 a, b; 2015
a, b), Ips sexdentatus (Draganova et al. 2010; Takov et al. 2012). Nepredstavuji nebezpecenstvo pre
vtaky, ryby a cicavce (Zimmermann 1993, 2007) a nepredstavuju riziko pre ludi alebo Zivotné prostre-
die (Strasser et al. 2000; Dabro & Thomas 2009). V kombindcii s feroménovym lapacom je tato me-
tdda selektivna, nakolko feromdnové odparniky primarne lakaju cielové druhy Skodcov (Vakula et al.
2012).Vyhodou je tiez ich schopnost produkovat nové konidia na uhynutych jedincoch. Konidia st
tiez schopné udrzat si za priaznivych podmienok (v pdde, hrabanke) kli¢ivost aj niekolko mesiacov
(Ansari & Butt 2012).
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STUDIA VYUZITIA ENTOMOPATOGENNEJ HUBY BEAUVERIA
BASSIANAV INTEGROVANEJ OCHRANE LESA PROTI TVRDONOVI
SMREKOVEMU HYLOBIUS ABIETIS
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Lalik, M., Galko, J., Rell, S., Kunca, A., Vakula, J., Gubka, A., Nikolov, C., Leontovy¢, R., Zubrik, M.:
Study of the use of the entomopathogenic fungus Beauveria bassiana in integrated forest protection
against the large pine weevil Hylobius abietis. APOL, 2022, vol. 3, no. 1, p. 37-46.

Abstract: The large pine weevil (Hylobius abietis) is an important pest of freshly planted coniferous trees.
Feeding damage to conifer seedlings can be prevented by protecting the seedlings (mechanically or chemi-
cally), or by reducing H. abietis abundance. The entomopathogenic fungus Beauveria bassiana has promise
for H. abietis control. To test the effects of the B. bassiana-colonized carriers (25 mm in diameter and coloni-
zed by strain AMEP20, BB alpha and beta) on H. abietis adults that move into forest clearances, we perfor-
med several experiments. These included an experiment in Petri dishes under laboratory conditions and a fi-
eld experiment. Infection by B. bassiana and mortality of H. abietis was confirmed in all experiments. The to-
tal mortality rate in two treatments Petri dishes with B. bassiana carriers was 100% after 15 and 23 days was
74%. The mortality of H. abietis adults was affected by the absence/presence of carriers in the bark on the
block. The number of dead adults after 4 weeks of treatment in forest clearing were higher in plots with car-
riers than in the control plot. Mortality was highest for adults trapped in the plot with carriers on trap barks
(52%), followed by the plot with carriers and an attractant (19%), and followed by the plots with carriers wi-
thout an attractant (18%). The results suggest that carriers colonized by the entomopathogenic fungus B.
bassiana could be suitable for reducing H. abietis abundance in forests. The results indicated that H. abietis
adults may be infected by B. bassiana after only a short exposure to carriers. The B. bassiana-colonized car-
rier is ready-to-use, i.e., it could be immediately produced and applied.

Key words: large pine weevil; entomopathogenic fungi; carrier; forest protection

1. Probhlematika

Tvrdon smrekovy Hylobius abietis L. (Coleoptera: Curculionidae) je vyznamnym $kodcom ihli¢natych
sadenic (Eidmann 1974; Nordlander 1987). Velké mnozstvo priov vzniknutych nahodnou alebo tmy-
selnou tazbou vytvaraju priaznivé podmienky pre narast populacie H. abietis. Larvy sa vyvijaja v Cer-
stvych ihli¢natych prioch a povazuja sa za uzito¢né pri rozklade priov (Nordlander et al. 1997; Von
Sydow & Birgersson 1997; Leather et al. 1999; Moore et al. 2004). Imaga sa roja na jeseri toho istého
roku alebo na jar nasledujuceho roku a pri nepriaznivych podmienkach na vyvoj mdze byt vyvoj aj viac
ro¢ny (Nordenhem 1989). Na zabezpecenie dozrievania vaji¢ok musia dospelé samice H. abietis skon-
zumovat velké mnozstvo potravy, zvycajne vo forme kory mladych sadenic ihlicnanov (Munro 1928;
Nordenhem 1989; Leather et al. 1999; Orlander et al. 2000; Wainhouse et al. 2004). Na miestach,
kde je hojny vyskyt H. abietis, mozu poskodit alebo uplne zni¢it mlady porast. (Orlander & Nilsson,
1999; Day et al. 2004; Wainhouse & Brough 2007). V ddsledku toho sa zalesnovanie musi opakovat,
¢o moéZe podstatne zvysit ndklady. Je znamych vela moZnosti ochrany sadenic pred poSkodenim me-
chanicky alebo formou chemickej ochrany, pripadne zber imag moze znizit ich pocetnost. Dal§im po-
tencialnym sposobom zniZenia poSkodenia H. abietis je biologicka kontrola prostrednictvom pouzitia
entomopatogénnych hadatiek alebo hub (EPH) (Wegensteiner & Fiihrer 1988). EPH oslabuje a zabi-
jasvojich hostitelov a nasledne sa Zivia extrakciou zivin z ich tela (Ansari & Butt, 2012). Tieto huby sa
povazuju za environmentalne bezpecné (Zimmermann 2007), mdzu sa hromadne vyrabat (Jaronski
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2014) a maju znacny potencial kontrolovat réznych lesnych skodcov (Ansari & Butt 2012; Augus-
tyniuk-Kram & Kram 2012). Je dostupnych viac ako 50 produktov, ktoré obsahuju EPH, zvyc¢ajne
Beauveria spp., ktoré st dostupné vo forme zmacatelnych praskov, koncentrovanych suspenzii alebo
emulgovanych suspenzii (Mascarin & Jaronski 2016). Infekcie spdsobené EPF Beauveria bassiana
(Bals.-Criv.) Vuill., B. brongniartii (Sacc.) Petch a B. caledonica (Bissett a Widden) su trvalo pritomné
v populéciach H. abietis, ale ich prevalencia je zvy¢ajne <6 % (Williams et al. 2013; Barta et al. 2019).
Vsetky vyvojové §tadia H. abietis su citlivé na EPE hoci druhy a kmene hub sa liSia svojou virulenciou
(Ansari & Butt 2012). Objav vysoko virulentnych kmeniov B. bassiana mé tieZ vysoky potencial pre
biologickt kontrolu H. abietis. Skonzumovana plocha kory bola u H. abietis oSetrenych B. bassiana
nizsia ako u tych neoSetrenych a skonzumovana plocha kory sa znizila, ked sa zvySila koncentracia ko-
nidii B. bassiana aplikovana na H. abietis (Barta et al. 2019). Pri celoplosnom postreku EPH na velké
plochy existuji dva problémy: Po prvé, larvy a dospeli H. abietis s ukryté a po druhé, postrekovanie
velkych ploch by mohlo poskodit necielovy hmyz, pretoze vi¢Sina EPH ma Siroké spektrum hostitelov
(Zimmermann 2007; Devi et al. 2008). Tieto problémy by sa dali vyrieSit prilakanim H. abietis do ob-
lasti, kde sa EPH vyskytuju. Nosic, ktory je kolonizovany B. bassiana ma gulovy tvar a ma priemer
priblizne 25 mm. EPH na tomto nosici rasti a produkuju spory pocas celej vegetacnej sezony. Nosi¢
B. bassiana bolvyvinuty v laboratériach Lesnej ochranarskej sluzby v Banskej Stiavnici (Narodné les-
nicke centrum, Lesnicky vyskumny Gstav Zvolen) bol patentovany (PCT/SK2020/050007, Prioritné
udaje: PP 79-2019).

Hlavnym cielom aktivity je testovanie biologickej i¢innosti Specialneho nosic¢a entomopatogénne;j
huby Beauveria bassiana na infekciu imag tvrdona smrekového (Hylobius abietis) na vybranej ploche
(plochach), ktory bol vyvinuty na LOS Banska Stiavnica.

Pracovnici spolo¢nosti VLM SR, 8. p., sa spolupodielali na realizacii terénnych experimentov. Ich
ucast na terénnych pracach pre vyskum bola koordinovana na zaklade pokynov NLC, pri¢om sa jed-
nalo najméi o asistenciu pri vybere vhodnych ploch, pri zakladani experimentov v lesnych porastoch,
vyrobe lapacich kor podla pokynov LOS, vyrobe kolikov na oznacenie experimentov v teréne, atd.

2. Material a metody
2.1. Experiment v roku 2020

Experiment bol zaloZeny v smrekovych porastoch v ramci Lesnej spravy Sklené v lokalite Rovné hora.
Pred zaloZenim experimentu bol vykonany ,,skrining® pritomnosti imag tvdronia smrekového do zem-
nych pasci na piatich lokalitach (5 pasci na kazdej lokalite). Na experiment sme nasledne vybrali plo-
chu s najvys$Sou pocetnostou cielového Skodcu.

Na vybranej ploche boli zaloZené 4 rovnako velké bloky (obr. 1). Velkost bloku bola priblizne 15 %
25 m avzdialenost medzi nimi 30 az 50 m (podla podmienok prostredia). Na jednotlivych blokoch boli
vykonané nasledovné oSetrenia:
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Obrazok 1. Rozmiestnenie blokov po ploche (1. blok biela, 2. blok zIta, 3. blok ¢erven4, 4. blok modra)
Figure 1. Distribution of blocks on the surface (1st block white one, 2nd block yellow one, 3rd block red one, 4th block blue one).

1. blok (K): Lapacie kory bez nosi¢a — kontrola. V bloku sa inStalovalo 24 ks lapacich kor (4 rady, 6
kor v kazdom rade). V kdrach sa nenachadzal nosic. Vzdialenost medzi korami bola priblizne 5 — 6 m
v zavislosti od podmienok terénu. Vzdialenost medzi radmi bola 5 az 10 m. Nasledne sa medzi jednot-
livé kory inStalovalo 20 ks zemnych pasci (5 pasci v jednom rade) na odchyt H. abietis.

2. blok (G): Samostatny nosi¢. V bloku sa inStalovalo 24 ks nosi¢ov entomopatogénnej huby, ktoré
sporuluju do prostredia spory. Rozostupy ostali rovnaké, ako je opisané vyssie.

3. blok (A): Nosic + atraktant. V bloku sa in$talovalo 24 ks nosi¢ov entomopatogénnej huby, ktoré
sporuju do prostredia spory, ku ktorym bol pripnuty atraktant s obsahom alfa-pinenu s etylalkoholom
v pomere 1:1. Rozostupy ostali rovnaké, ako je rovnaké opisané vyssie.

4. blok (L): Lapacie kory s nosicom. Kory boli inStalované v tom istom dizajne opisanom pri prvom
bloku, avsak vo vsetkych lapacich kérach sa nachadzal nosic¢ (obr. 2a).

Na ochranu nosic¢ov pred konzumaciu mySami a ¢iasto¢nt ochranu pred slnkom sme pouzili flor-
balové lopticky, ktoré sme narezali, aby do nich bolo mozné vlozit nosi¢ alebo nosi¢ s atraktantom
(obr. 2b). Bloky a jednotlivé rady boli v teréne vyznacené drevenymi kolikmi nastriekanymi reflex-
nou farbou. Zemné pasce (lapace), ktorych bolo spolu 80 ks, sti upravené malé vedierka s objemom
1,2 litra s 10 otvormi (priemer 10 mm) v hornej asti lapaca (obr. 2¢). Pasce mali vrchnaky a boli za-
kopané do zeme tak, aby otvory, cez ktoré vchadzali imaga, boli na povrchu pddy. Ako atraktany imag
t H. abietis sa do kazdej pasce pouzili borovicové vetvi¢ky (dizka 50 mm a priemer 12 + 2 mm), ktoré
boli pripravené z jediného stromu borovice lesnej. Vetvicka bola umiestnena do pasce spolu s 20 ml
flaSkou obsahujucou 70%-ny etylalkohol. Vrchnak flaSe mal Sest otvorov s priemerom 2mm a jeden
otvor s priemerom 4 mm. Steny zemnych pasci boli oSetrené teflonovym sprejom, ktory po uschnuti
na stenach spdsobuje, Ze imaga sa nedostanti po stenach z pasce von. Zemné pasce a flasky s etanolom
boli vyrobené pracovnikmi NLC.
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Obrazok 2. a. nosic¢ v lapacej kore, b. nosi¢ s atraktantom, c. zemna pasca s odchytenymi H. abietis, d. odchytené iméaga
umiestnené v laboratériu

Figure 2. a. carrierin the trapping bark, b. carrier with attractant, c. ground trap with captured H. abietis, d. captured image
placed in a laboratory.

Odber imag bol vykonavany minimalne po 6-tich diloch od umiestnenia nosi¢ov do terénu z do-
vodu, aby imaga prisli do kontaktu s nosi¢om. Zo vsetkych zemnych pasci sa odoberali odchytené H.
abietis pocas niekolkych dni. Odoberali sa pinzetou, ktora sa po kazdom odbere dezinfikovala etano-
lom a nasledne boli vlozené do samostatnych Petriho misiek, ktoré boli prevezené do laboratérii LOS
(NLC) (obr. 2d). Odoberané boli aj imaga, ktoré sa odchytili priamo z lapacich kor, v ktorych boli
umiestnené nosice (LS).
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2.2. Experiment v roku 2021

Pracovnici spolo¢nosti VLM SR, §. p., sa spolupodielali na realizacii terénnych experimentov. Ich
Ucast na terénnych pracach pre vyskum bola koordinovana na zaklade pokynov NLC, pri¢om sa jed-
nalo najmai o asistenciu pri vybere vhodnych ploch, pri zakladani experimentov v lesnych porastoch,
vyrobe lapacich kor podla pokynov LOS, odchyte H. abietis, vyrobe kolikov na oznacenie experimen-
tov v teréne, atd.

Za ucelom rozsirenia nasho terénneho vyskumu o borovicové porasty na OZ Malacky, bol vyhoto-
veny zoznam porastov, v ktorych prebiehala taZba v poslednych rokoch. Nasledne bol diia 31.03.2021
vykonany terénny skrining vybranych ploch za uc¢elom zistenia pritomnosti poskodenia borovicovych
sadenic od zrelostného zZeru H. abietis. Bolo skontrolovanych priblizne 10 porastov. Nakolko sme ne-
nasli pocas celého dna Ziadne poSkodenie na sadeniciach, dalej sme upustili od myslienky realizovat
experimenty v tejto oblasti, nakolko sa tu cielovy $kodca nachadza len v minimalnej pocetnosti.

Nové terénne experimenty boli teda zaloZené opit v smrekovych porastoch v ramci Lesnej spravy
Sklené. Pred zaloZenim experimentu bol vykonany ,,skrining“ pritomnosti imag H. abietis do lapacich
kor na piatich lokalitach (5 pasci na kazdej lokalite). Na dalSie experimenty sme nasledne vybrali plo-
chy s najvys$Sou pocetnostou cielového Skodcu.

Utinnost nosi¢a sme dokazali v predoslych pokusoch. V novom experimente sme sa zamerali na vy-
voj a terénne testovanie Specidlnych chraniciek vytlacenych na 3D tlaciarni podla vlastného navrhu
(obr. 3). Chranicka mé dve ulohy. Jednak ochranit samotny nosic¢, aby ho nekonzumovali drobné hlo-
davce a jednak zabranit kontaktu nosica s uzito¢nymi druhmi hmyzu, ako napr. bystrusky. Chranic¢ky
mali taky priemer otvorov, aby don presli imaga H. abietis, ale nie velké bystrusky, ktoré st chranené.

Obrazok 3. 3D tlac¢iaren (vlavo) a chranicka v teréne (vpravo)
Figure 3. 3D printer (left) and field protector (right).

Dalsi terénny experiment v ramci LS Sklené mal za ciel overit ti¢innost pouzitia nosi¢ov priamo
v lapacich kérach, nakolko tato kombinacia sa v predoS§lom roku javila ako najucinnej$ia. Pokus bol
zalozeny na 3 plochach. Na kazdej ploche bolo nastavenych 10 kor s nosi¢mi a 10 kor bez gl (kon-
trola). Imaga boli zberané priamo z lapacich kor, nasledne boli prevezené do laboratoria a ich stav bol
kontrolovany v pravidelnych intervaloch.

Pocas rieSenia projektu sme ziskali dal§ie kmene entomopatogénnej huby Beauveria bassiana (pra-
covné nazvy BB alfa a BB beta). Cielom nasho laboratorneho pokusu bolo porovnat u¢innost a rych-
lost posobenia ich spor na imaga H. abietis v porovnani s nasim pouzivanym kmeniom (BB AMEP20)
a vysledky porovnat s kontrolou. Na experiment sme pouzili 220 imag H. abietis, ktoré boli ziskané
z LS Sklené. Imaga boli rozdelené do 4 blokov (3 r6zne kmene s hubou B. bassiana a kontrola), v kaz-
dom bloku do 11 Petriho misiek (v 1 Petriho miske bolo 5 imag). V kazdej miske bol kus smrekovej
kory ako potrava a kiisok navlh¢enej buniciny ako zdroj vody a vlhkosti. Kontrola postupnej mortality
imag bola vykonavana kazdé 3 — 4 dni. Hodnotilo sa, ¢i si imaga Zivé, resp. mftve a za¢inaju prerastat
hubou.

Aktudalne problémy v ochrane lesa, 1, 2022 41



Lalik, M. et al. /APOL, 2022, 1, 3746

3. Vysledky a diskusia
3.1. Experiment v roku 2020

V laboratoriach sa v pravidelnych intervaloch (niekolko dni) sledovalo postupné prerastanie odchyte-
nych imag H. abietis podla jednotlivého spdsobu osetrenia (obr. 4). Z vysledkov jednoznacne vyplyva
vplyv nosi¢a na mortalitu imag H. abietis, ked kazdy sposob pouzitia nosi¢a bol vyrazne lepsi ako kon-
trola bez nosica. Z vysledkov moZeme konStatovat, Ze imaga odobrané z kontrolného bloku nevykazali
v podstate zZiadnu mortalitu. Z vysledkov vyplyva aj to, Ze najvy$Siu priemernti mortalitu dosiahli ima-
ga H. abietis odobrané priamo z lapacich kor (66 %), nasledované imagami odchytenych do zemnych
pasci v bloku s lapacimi korami (cez 50 %), v ktorych boli nosice. Varianty blokov so samostatnymi
nosi¢mi, resp. nosi¢mi a atraktantmi dosiahli priemernti mortalitu a prerastenie odchytenych imag
do 20%.
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Obrazok 4. Kumulativna mortalita imag H. abietis pocas trvania experimentu
Figure 4. Cumulative mortality of H. abietis images during the experiment.

Vzhladom na pozitivne vysledky 24-hodinovej pritomnosti nosicom pri imagach H. abietis v labora-
tornom experimente (Lalik et al. 2021) sme oc¢akéavali, Ze nosice tiez zvySia umrtnost H. abietis v teré-
nom experimente. Po tom, ¢o boli nosic¢i umiestnené v teréne, sme pockali 6 dni na umiestnenie pasci,
aby sa mohla rozvinut infekcia B. bassiana (Barta et al. 2019). NajvysSiu mortalitu sme zaznamenali
v skupine imag odobratych priamo z lapacej kory 66 %, €o je pochopitelné, pretoze tito dospeli jedinci
nepochybne prisli do kontaktu s nosicom. Na rozdiel od toho jedince odchytené z lapacej pasce sa ne-
museli dostat do kontaktu s nosicom, ¢o ma za nasledok zniZzenti mortalitu. Imaga H. abietis st velmi
aktivni a pohyblivi. Do polovice septembra lieta 50 — 60 % novovyrojenych dospelych jedincov (Tan
et al. 2010). Samice mdzu lietat alebo prejst velké vzdialenosti, aby nasli vhodné miesta na kladenia
vajicok (Mracek & Srutka 1984). Dospelé jedince H. abietis dokazu preletiet az 2000 m na jeden krat
a pocas celého zivota mozu preletiet viac ako 80 000 m (Solbreck & Gyldberg& 1979). V holinach
sa samce pohybuju v reakcii na inych samcov (Tilles et al. 1988) alebo v reakcii na samicie feromdony
(Selander 1978). Napriek moznosti, Ze imaga sa mohli presuntt na blok a potom do pasce bez toho,
aby sa kontaktovali s nosicom, umrtnost imag na blokoch s nosi¢mi dosiahla 20 — 50 %. Na Slovensku
sa prirodzena timrtnost v populaciach H. abietis pohybuje od 0 do 6 % v zavislosti od datumu odchytu.
Po zaciatku jula nebola pozorovana Ziadna nakaza (Barta et al., 2019). Toto sme potvrdili aj my, ked
na na$ej kontrolnej ploche neboli odchytené imaga, ktoré by nasledne v laboratérnych podmienkach
zahynuli v dosledku huby B. bassiana.

Domnievame sa, Ze na vysledky mohol mat vplyv aj fakt, Ze sa jedna o glejové podloZie a pocas
dazdivého roka 2020 bolo extrémne podmocené (dokonca boli zemné pasce vytlacené vodou) a kolaje
po tazbovych mechanizmoch tvorili bariéry pre imaga H. abietis (nakolko sa po ploche pohybuju cho-
denim a lietaji len obmedzene).
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3.2. Experiment v roku 2021

Vysledky ukéazali, ze chranicky dokazu zabezpecit, aby sa bystrusky nedostali do tesného kontaktu
s nosi¢om. Celkovo sme odchytili 87 bystrusiek, ktoré sme nasledne preniesli do laboratoria a sledo-
vali prerastanie. Z odchyteného mnozstva prerastlo 6 bystrusiek. Dalsie druhy, ktoré sme odchytili,
boli pavtiky 47 ks (prerastli 4 ks), mravce 54 ks (prerastli 3 ks), lykokazy 63 ks (prerastlo 18 ks).

Sumarne vysledky zo vSetkych ploch z experimentu, kde bol pouzity nosi¢ vlapacich kdrach ukaza-
li, Ze zivych jedincov kazdou kontrolou ubtidalo a naopak mortalita imag H. abietis a ich tispesSne pre-
rastaniu hubou postupe stipala, ¢im sme opét potvrdili i¢innost tohto nosic¢a v teréne (obr. 5). Imaga
zberané z kontroly nie st v grafe uvedené, nakolko sa tam nevyskytla ziadna mortalita, ¢o potvrdilo, Ze
mortalita uvedena v grafe bola zapri¢inena uspesnou infekciu z naSho nosica.

120
00 e

.......... — 7jvé
—— itve
W mitve-prerastené

--------- Linedrny (Zivé)

---------------- Linedrny (mftve-preraste

Pocet tvrdonov
[3*) =N N oo
(==} (=1} (=) [==] [
ol |
E
_
S
|
v . :
] :
~ - .
— ;
I
o | :
o
[ ]
N | : :
I

Poradie kontroly stavu imag tvrdona

Obrazok 5. prezivanie a mortalita imag H. abietis zberanych z lapacich kor s nosicom
Figure 5. Survival and mortality of H. abietis images collected from carrier traps.

Z vysledkov porovnavania réznych kmenov huby B. bassiana vyplyva, Ze maja vyrazne rozdielny
vplyv na mortalitu H. abietis. NajlepSie vysledky dosiahol kmen BB beta, kde v 15. den pokusu bola
dosiahnuta 100 % mortalita. Ako druhy najlepsi vySiel nas kmenn BB AMEP20, kde bola 100 % mor-
talita dosiahnuté na 23. den. Kmen BB alfa dokazal usmrtit iba 82 % H. abietis na konci experimentu
(obr. 6). Kontrolné jedince pocas celého experimentu neuhynuli.
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Obrazok 6. Porovnanie priebehu mortality imag H. abietis podla pouzitého kmena entomopatogénnej huby B. bassiana
Figure 6. Comparison of the course of mortality of H. abietis images according to the used strain of entomopathogenic fungus
B. bassiana.
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Naifikovanie roznymi kmernimi hubou B. bassiana méze mat iny vplyv na mortalitu imag (Barta
et al. 2019). Toto sa potvrdilo v laboratornom experimente. Testovali sa tri r6zne kmene huby B. bas-
siana. Dva kmene dosiali 100 % mortalitu imag jeden po 15 dnioch a druhy po 23 dnoch. Posledny
testovany kmen dosiahol 82 % mortalitu imag. Podobné vysledky prezentovali Ansari & Butt (2012),
ktori uviedli, Ze vSetky imaga H. abietis priamo oSetrené suspenziou konidii B. bassiana (1 x 108 ml)
boli usmrtené do 20 dni. V dalSej Studii spdsobila rovnaka koncentracia konidii B. bassiana celkova
umrtnost imag H. abietis po 30 diloch (Barta et al. 2019).

4. Sithrn

Vysledky naznacujua, Ze nosice kolonizované entomopatogénnou hubou B. bassiana by mohli byt
vhodné na zniZenie pocetnosti H. abietis v lesoch. Vysledky ukéazali, Ze imaga H. abietis moZu byt
infikované B. bassiana uZ po kratkom vystaveni nosi¢om. Opisany nosi¢ bol vo vyvoji 5 rokov a bol
testovany v laboratornych a prirodnych podmienkach. Pouzitie nosicov zniZuje lokalnu pocetnost
H. abietis a ma minimalne G¢inky na ostatné bezstavovce. Ak chceme tieto u¢inky minimalizovat, je
vhodné nosi¢ vloZzit do chranicky. Okrem toho sa zd4, Ze s nosicom nie je potrebné pouzit atraktant, ak
sa spravne umiestni (ku pnu alebo k sadenici). Hoci suc¢asna studia zistila, Ze atraktant pri nosi¢och
nezvySil umrtnost H. abietis, je potrebny dalsi vyskum, aby sa zistilo, ¢i atraktant, ktory sa pridava
priamo k nosicu, zvySuje umrtnost H. abietis. Kvoli ekologickym rizikdm spojenym s pouzivanim tra-
di¢nych insekticidov vyrobcovia pesticidov Coraz viac uvazuju o vyvoji a vyrobe biopesticidov. Sticas-
né vysledky naznacuju, Ze nosic s B. bassiana bude uzito¢nym biopesticidom na kontrolu H. abietis
v lesoch a moZno aj na kontrolu inych hmyzich §kodcov v inych polnohospodarskych kultarach.
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Zubrik, M., Barta, M., Vakula, J., Galko, J., Kulfan, J., Zach, P, Rell, S., Kunca, A., Leontovy¢, R., Gub-
ka, A., Nikolov, Ch., Lalik, M., Holusa, J.: Study of the use of entomopathogenic fungi in integrated fo-
rest protection against gypsy moth Lymantria dispar. APOL, 2022, vol. 3, no. 1, p. 47-55.

Abstract: This article summarizes research in the field of entomopathogenic fungi of the gypsy moth. Non-
native entomopathogenic fungus Entomophaga maimaiga appears to be the most promising species. It is re-
latively evenly distributed in the territory of Slovakia, while its occurrence coincides with the occurrence of
its host species. It is very effective in the natural bioregulation of the gypsy moth. However, it has certain spe-
cific requirements on habitats characteristics, such as humidity, altitude, age of the forest stand, etc., which
can significantly reduce its effectiveness in some years or in some localities. The artificial introduction of the
fungus into new localities appears to be relatively easy, but it encounters legislative problems due to its status
as a “non-native organism”, resulting from the Nature Conservation Act no. 543/2002 Z. z.

Key words: Entomophaga maimaiga; forest pests; non-native organisms; pest control

1. Probhlematika
1.1. MniSka vel'kohlava

Mniska velkohlava Lymantria dispar (L.) 1758, patri do radu Lepidoptera, ¢elad Erebidae, pod¢elad
Lymantriinae, ktora je u nas zastipena 15 druhmi (Pastoralis et al. 2013). Aredl jej rozSirenia zabera
celt Eurépu okrem severskych §tatov a Irska, severnti Afriku a naprie¢ Aziou sa tiahne az k Japonsku
avychodnej Cine. Roku 1869 bola zavle¢ena do USA nedaleko Bostonu odkial svoj areal vyskytu stale
rozsiruje. Skodca spdsobuje defoliaciu stromov v obdobi konca méja — jun. Poskodenie moze mat ne-
gativny dopad na stabilitu porastov, znizuje vitalitu stromov a spdsobuje naslednti mortalitu vyvolana
pdsobenim sekundarnych skodcov (McManus & Csoka 2007; Zubrik et al. 2021).

Husenice mnisky velkohlavej st Sirokymi polyfagmi. V na8ich podmienkach patria k najviac po-
Skodzovanym druhom Quercus cerris L., Quercus petraea Matt., Quercus robur L., Quercus rubra L.
Tilia cordata Mill., Populus spp. a Salix spp. (Zubrik et al. 2021). Populacia L. dispar sa vyznacuje vel-
mi radikalnymi medzigenera¢nymi zmenami. Tieto zmeny v poéte jedincov pripadajicich na jednot-
ku plochy nazyvame popula¢nou dynamikou. Prvé zmienky o vyskyte gradacii z nasho tizemia siahaja
az do minulého storocia (Zuabrik et al. 2021).

Mniska velkohlava je vo svojom areali napadana Sirokym spektrom prirodzenych nepriatelov. Pat-
ria k nim parazitoidy, predatory a entomopatogénne organizmy (Doane & McManus 1981). Patogé-
ny zohravaja velmi délezit1 tlohu pri prirodzenom zaniku populacie. Patogény nasli aj pomerne $iro-
ké uplatnenie v umelej regulacii $kodcu. NajvyznamnejSie patogény su virusy, baktérie, mikrosporidie
a huby (Weiser 1966; Doane & McManus 1981; Hoch et al. 2001).

1.2. Hubové patogény

K beznym druhom hub, ktoré sa vyskytuja v prirodzenom bioregula¢nom spektre mnisky velkohla-
vej u nas, patri napriklad Beauveria bassiana. Jej vyznam pre kolaps populacie mnisky je skor okrajo-
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vy (Zubrik 1997). Vzhladom na svoju polyfagnost a nestalost v prostredi je vyuzitie tejto huby v ume-
lej regulacii zna¢ne limitované a zatial pomerne malo preskimané. Z dal$ich druhov huab, ktoré boli
na mniske velkohlavej zaznamenané, st napriklad Aspergilus flavus alebo Paecilomyces farinosus
(Doane & McManus 1981). Najvacsi potencial pre prirodzend regulaciu populacie mnisky velkohla-
vej maju vsak najmé huby rodu Entomophaga (Zubrik et al. 2016, 2018a).

Entomophaga maimaiga je vysoko virulentny, hubovy patogén, ktory patri do druhového komple-
xu Entomophaga aulicae. Na zaklade biochemickej analyzy bola E. maimaiga identifikovana ako sa-
mostatny druh. E. maimaiga bola opisana a izolovana ako prirodzeny nepriatel mnisky velkohlavej
v centralnej oblasti ostrova Hon8 v Japonsku. Prirodzeny areal roz8irenia tohto druhu zahftia Japon-
sko, Tichomorsku oblast Ciny, Juzni Kéreu, daleky vychod Ruska a pravdepodobne aj Indiu (Soper et
al. 1988; Hajek 2007).

E. maimaiga bola okolo roku 1910 zamerne introdukovana do USA s cielom p6sobit ako prirodze-
ny nepriatel mnisky velkohlavej. Vo volnej prirode USA sa ale v nasledujucich rokoch nenasla a tak sa
tento pokus o jej introdukciu povazoval za netspe$ny (Speare & Colley 1912). Okolo roku 1990 bola
v niektorych populaciach mnisky velkohlavej v USA neocakavane zistena vysoka mortalita husenic
(Andreadis & Weseloh 1990). Laboratdrne testy potvrdili, ze mortalitu spdsobila E. maimaiga (Ha-
jeketal. 1990). Od tej doby sa huba zacala $irit v USA a sposobila kolaps mnohych lokalnych gradécii
Skodcu, pri¢om na niektorych miestach konkurovala aj doteraz najvyznamnejSiemu patogénu mnisky
velkohlavej v USA — virusu NPV. E. maimaiga sa stala od tej doby jednym z najvyznamnej$ich priro-
dzenych patogénov mnisky velkohlavej v USA (Hajek 2007; Tobin & Hajek 2012).

V roku 1999 bola tato huba introdukovana aj do Eurépy — do Bulharska (Pilarska et al. 2000). In-
trodukcia bola uspesna a huba sa nasledne zacala Sirit v Europe. Postupne sa objavila vo viacerych
krajinach (Tabakovic-Tosic et al. 2012; Georgieva et al. 2013; HraSovec et al. 2013). E. maimaiga bola
na Slovensku prvykrat zistena az v roku 2013, pri¢om nie je mozné vylucit, Ze sa na Slovensku vyskyto-
vala uz dlh$iu dobu (Zuabrik et al. 2014). Nase experimenty potvrdili vyskyt E. maimaiga na viacerych
miestach Slovenska (Zubrik et al. 2018b).

Huba ma niektoré vlastnosti, ktoré ju predurcuja byt ispeSnou v prirodzenej regulacii mnisky vel-
kohlavej. Huba je mimoriadne druhovo Specificka a napada takmer vylu¢ne larvy mnisky velkohlavej
(Hajek et al. 1996; Zubrik et al. 2018b). Siri sa vzduchom a ma schopnost v kratkej dobe zasiahnut vel-
ka ¢ast populacie Skodcu (Zubrik et al. 2016).

Cielom tejto Studie bolo spresnit areal rozsirenia huby E. maimaiga na Slovensku, zistit jej ekolo-
gické naroky a hladat spdsob vhodného zakomponovania tohoto patogénna do umelej regulacie mnis-
ky velkohlavej na naSom uzemi.

2. Material a metady
2.1. Zher vzoriek pre zistovanie pritomnosti huby E. maimaiga

V teréne bol z kazdej lokality odobraty asi 1 kg pody do pevného papierového vrecka. Kovova lopatka,
ktora sa pouzivala na odber vzorky, bola medzi kazdou plochou sterilizovana 96%-nym alkoholom.
Pdda sa odobrala najmenej z okolia 10 stromov tak, zZe sa lopatkou odobralo cca 100 g pddy zo vzdia-
lenosti nie viac ako 15 cm od paty kmena. Pdda sa nasypala do jedného vrecka tak, aby sa vytvorila asi
1kg vzorka pre dant lokalitu. Zaznamenali sme ¢islo porastu, dielca a GPS stradnice lokality. Vrec-
ka so zeminou sa dopravili do laboratérii NLC. V laboratériu sa pdda spracovala (preosievanim) pre
analyzu na PCR analyzatore, kde sa nasledne stanovila pritomnost huby E. maimaiga PCR analyzou.

Stanovenie pocetnosti mniSky vel'kohlavej

V letnych mesiacoch sme umiestnili feromdnové lapace na vybrané lokality, aby sme zistili po¢etnost
samcov mniSky velkohlavej. Pouzili sme lapace typu delta a feromdnovy odparnik typu Lymowit (Wi-
tasek, Rakusko). Lapace sme pravidelne navstevovali a zaznamendavali pocet odchytenych samcov.
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2.2. Navrh vhodného sposobu umelej introdukcie spor entomopatogénnej huby E. maimaiga do lokalnych
populacii mnisky vel'kohlavej

V mesiaci oktdbersa zalozil pokus, zamerany na overenie 4 spdsobov introdukcie inokula huby E. mai-
maiga. Pripravili sa 25 kvetinace, ktoré sa naplnili sterilnou pddou. Na pédu sa naniesli (postrek vod-
nou suspenziou) zimné spory huby E. maimaiga. Na jednu sériu experimentov sa pouzila poda ziska-
na z kontaminovanej lokality (Parovské Haje, odber oktdber toho istého roka). Odber pddy sa vyko-
nal tak, ze sa z lokality, na ktorej bola v predchadzajicom roku zistena vysoka infekcia lariev mnisky
velkohlavej odoberala pdda v objeme asi 3 kg z okolia priblizne 30 stromov (100 g pody /strom), pri-
¢om sa poda odoberala z oblasti mensej ako 10 — 15 cm od péaty kmena. Pre kazdy variant sa pripravili
3 kvetinace + jedna séria ako kontrola.

Tabulka 1. Charakteristika jednotlivych variant
Table 1. Characteristics of individual variants.

Oznadenie Opis — spdsob oSetrenie jedného 25 kvetinaca
Kontrola— neosetrend, sterilnd pdda

200 ml suspenzie 9,83 x 103 spor/ml (asi 2 mil. spor)

200 ml suspenzie 9,83 x 104 spor/ml (asi 20 mil. spor)

200 ml suspenzie 9,83 x 105 spor/ml (asi 200 mil. spor)

Pdda z lokality s prirodzene vysokym vyskytom E. maimaiga (Parovské Héje)

m|g|O|w (>

Skoro na jar roku 2021 sme pokryli povrch kvetina¢ov nepriepustnou féliou, aby sa zabranilo tini-
ku spdr. Pod foliu boli umiestnené husenice 4. instaru L. dispar (20 ks/kvetina¢). Po 48 hodinach
bez potravy boli husenice premiestnené do laboratdria, kde boli chované oddelene na umelej potrave
do zakuklenia, resp. do prejavenie sa infekcie.

3. Vysledky a diskusia
3.1. Rozsirenie huby E. maimaiga na uzemi Slovenska

Vysledky PCR analyzy potvrdili pritomnost huby na 61 z 233 sledovanych lokalit. To predstavuje
26,1 % monitorovanych lokalit. Naznacuje to, Ze pocetnost huby je na izemi Slovenska pomerne vy-
soké a je na naSom Gzemi pomerne Siroko udomacnena (obr. 1).

Entomophaga malmalga
B skm X jskpt O fistnaty los
W 10km X bezviskytu @& hiEnaty les

1
25 50 100 km

Obrazok 1. Roz8irenie huby E. maimaiga na tzemi Slovenska
Figure 1. Distribution of the fungus E. maimaiga in Slovakia.

Jej rozsirenie v podstate kopiruje rozSirenie mnisky velkohlavej u nés, najmai je grada¢né centra.
Vyskytuje sa hojne vo v8etkych Styroch grada¢nych tizemiach, ktoré definoval Zuabrik et al. (2021).
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Chyba zatial na juhu Podunajskej niZiny, kde sa mniska vyskytuje ostrovéekovite najmé na topoloch.
Pomerne prekvapivy a neocakéavany je jej severny vyskyt v okoli PreSova. Mohlo by to znamenat, Ze
huba mo6ze mnisku velkohlava sprevadzat az na sever jej arealu a Ze teda dalSie Sirenie huby napriklad
do Polska by mohlo byt len otazkou ¢asu.

Podrobne sme sa v rdmci nd$ho vyskumu venovali roz§ireniu huby na dvoch uzemiach, v okoli Ma-
laciek na Zahori a v okoli PlieSoviec (obr. 2). Mniska velkohlava je v obidvoch oblastiach rozsiren4, ale
vzhladom na minoritné zastupenie dubov v lesnych porastoch sa jej gradacidm venuje len mensia po-
zornost. V okoli Malaciek, kde dominuje v porastoch borovica, je rozsirenie huby rovnomerné a je via-
zané na dubové porasty. V oblasti PlieSoviec, je rozsirena tieZ velmi rovnomerne. Vzhladom na dosah
spor, ktorymi sa huba §iri (2 — 5 km ro¢ne) sa da predpokladat, ze prakticky celé tzemie v lokalite Plie-
Sovce je prirodzenym sposobom chranené pred vznikom silnejSej gradacie. V lokalite Malacky sa na-
chadzaju casti, kde je premorenie druhom E. maimaiga nizke a kde sa nedé zatial o¢akavat jej silne;jsi
vplyv na popula¢nu hustotu Skodcu.

W 10m X beviskiu 0% § 10k X bez viskyia 94 iy les

————————
¢ 28 H ETS ] 1 I i

Obrazok 2. Vyskyt huby E. maimaiga na uzemi VLM PlieSovce (vlavo oblast PlieSovce, vpravo oblast Zahorie). Lokality
s vyskytom huby (ervené kriziky) a lokality bez vyskytu (¢ierne kriziky). Vyznacené st 2 zény, ruzova — do 5km a okrova
do 10 km od miest potvrdeného vyskytu

Figure 2. Occurrence of the fungus E. maimaiga in the territory of VLM Pliesovce (on the left the Pliesovce area, on the right the
Zdhorie area). The sites with fungus presence (red crosses) and without fungus presence (black crosses) are displayed. There
are 2 marked zones, pink — up to 5 km and ocher up to 10 km from the places of confirmed occurrence of the fungus.

3.2. Ekologické naroky huby E. maimaiga

Na zaklade udajov o vyskyte huby E. maimaiga a zozbieranych porastovych charakteristik sme od-
vodili niektoré zavislosti. Pre analyzu vplyvu veku bol pouZity stredny vek porastu prevzaty z udajov
programu starostlivosti o lesy. NajvyS$si relativny ale aj absolttny vyskyt E. maimaiga bol zaznamena-
ny v porastoch vo veku 80 rokov (obr. 3a, 3b). Je zndme uz z nasich predchadzajucich studii, Ze s ve-
kom porastu obycCajne rastie aj frekvencia vyskytu E. maimaiga. Je teda hojnejSia v starsich porastoch.
Najvyssi absolutny vyskyt huby zo vSetkych sledovanych lokalit bol zaznamenany v porastoch so za-
kmenenim 8 a 9. NajvysSie proporcionalne zastupenie vyskytu huby bolo v porastoch so zakmenenim
6. Najvacsi proporcionalny vyskyt bol zaznamenany v porastoch s juhozapadnou a vychodnou expozi-
ciou. Vyskyt E. maimaiga v porastoch so severnou a zdpadnou expoziciou bol najnizsi. Na zaklade mo-
nitorovanych lokalit predpokladame, Ze optimalna nadmorské vyska pre vyskyt E. maimaiga je v po-
rastoch 100 — 300 metrov nad morom. S rastucou nadmorskou vySkou klesé zastupenie E. maimaiga

(obr. 4). Vo vyske nad 700 m n. m. sa huba nevyskytovala.
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Obrazok 3a: Absolutny vyskyt E. maimaiga podla vekovych kategorii porastu

Figure 3a. Absolute occurrence of E. maimaiga according to age categories of the stand.
Obrazok 3b: Proporcionalny vyskyt E. maimaiga podla vekovych kategorii porastu
Figure 3b. Proportional occurence of E. maimaiga according to age categories of the stand.
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Obrazok 4. Percento ploch s vyskytom huby E. maimaiga z celkového poctu kontrolovanych lokalit v danej nadmorskej
vyske

Figure 4. Percentage of areas with the occurrence of the fungus E. maimaiga from the total number of inspected localities in
the given altitude.

Dalej sme analyzovali zavislost medzi pocetnostou mnisky velkohlavej a pritomnostou huby E.
maimaiga. Frekvencia vyskytu huby je vysSia na lokalitach, kde sa jej hostitel vyskytuje vo vy$Sej po-
cetnosti. Je to o¢akavany vysledok, ktory potvrdila aj analyza dat ziskanych v roku 2021. Plati teda, Ze
¢im je na lokalite vy$Sia pocetnost mnisky velkohlavej, tym vyssia je pravdepodobnost, Ze sa na lokali-
te vyskytuje aj huba E. maimaiga (obr. 5).

NaSe zistenia koreSponduju aj s tdajmi inych autorov, ktori Studovali vyskyt huby E. maimaiga a jej
vplyv na populaciu $kodcu. Ukazalo sa, zZe v pripade priaznivych podmienok (pritomnost hostitela
v urditej pocetnosti, vhodna pddna a vzdu$na vlhkost, pH pody, nadmorské vyska a pod.) dokaze huba
pocetnost mnisky zdsadnym sposob znizit. Znamy je napriklad vztah medzi aktivitou E. maimaiga
avlhkostou, ¢im vlhkejsie je (resp. v obdobi po dazdi), tym viac azygospdr vznikne, narasté produkcia
a emisia konidii, zvySuje sa hustota konidii vo vzduchu, infekcia azygosporami je vyssia vo vlhkom po-
¢asiapod. (Hajek et al. 1990; Hajek 2007).

Aj ked sme v ramci naSho vyskumu potvrdili pomerne plo$né rozsirenie huby E. maimaiga na Gze-
mi Slovenska, neznamena to, Ze sa gradacie mnisky velkohlavej u nas uz v buducnosti nebudu vy-
skytovat. Nase pozorovania ekologickych narokov tejto huby potvrdili, Ze ma urc€ité Specifické na-
roky na mikroklimatické podmienky, ktoré mézu jej vplyv na populaciu Skodcu vyrazne obmedzo-
vat. Za priaznivych podmienok moze gradacia hostitela vplyvom huby skoncit kolapsom uz v §tadiu

Aktudalne problémy v ochrane lesa, 1, 2022 51



Zubrik, M. etal. /APOL, 2022, 1, 47-55

progradacie a dalsom roku prejst do Stadia latencie. Ak vSak huba nema optimalne podmienky pre
svoj rozvoj, jej vplyv na pocetnost Skodu mdze byt, aj napriek tomu, Ze sa na lokalite vyskytuje, mino-
ritny (Hajek et al. 1990; Hajek 2007; Zubrik et al. 2016).
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Obrazok 5. Porovnanie poc¢etnosti mnisky velkohlavej na lokalitach s vyskytom huby E. maimaiga a bez vyskytu huby
Figure 5. Comparison of the abundance of gypsy moth in localities with the occurrence of the fungus E. maimaiga and without
the occurrence of the fungus.

3.3. Navrh vhodného spasobu umelej introdukcie spor entomopatogénnej huby E. maimaiga do lokalnych
populacii mniSky vel'kohlavej
Testy ukazali, ze infekéna schopnost testovanej suspenzie sa zvySuje priamo Umerne koncentra-
cii spdr, ktoré obsahuje (tab. 1, B, C, D). NajlepS$iu t¢innost dosiahol variant D, infikovanych bolo
21,67 % testovanych husenic. Infikované pdda z lokality Parovské Haje (E), mala tiez pomerne vyso-
ku ucinnost. Husenice v kontrolnej vzorke neboli infikované (obr. 6). PouZitie spor vo vodnom rozto-
ku (var. B — D), ako aj kontaminovana poda (E) zaistila prenos huby na novu lokalitu. Kazdy z uvede-
nych variant mozno odporucit ako G¢inny a vhodny sposob na umely prenos huby E. maimaiga do no-
vych oblasti.

Dodato¢né polievanie miesta introdukcie (Pilarska et al. 2000) sme nerealizovali a aj napriek tomu

sme dosiahli pomerne uspokojivé vysledky. V tejto oblasti sa otvara priestor pre podrobnejsi vyskum
toho, akym spdsobom zvysit efektivitu umelej introdukcie huby do novych populécii hostitela.
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Obrazok 6. Priemerny pocet huisenic infikovanych hubou E. maimaiga v zavislosti na variante oSetrenia
Figure 6. Average number of caterpillars infected by E. maimaiga depending on the treatment variant.
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V ramci Stadie vyuzitia entomopatogénnych hub v boji s mniSkou velkohlavou L. dispar sme sa zame-
rali najmé na druh E. maimaiga. Dospeli sme k nasledovnym zaverom.

— E. maimaiga je na uzemi Slovenska pomerne rovnomerne rozsirend. Jej vyskyt z vacSej casti kopi-
ruje rozsirenie hostitela — mniSky velkohlavej na naSom tzemi.

— E. maimaiga — ma viaceré vlastnosti, ktoré ju priamo predurcuju, aby bola mimoriadne ucin-
nym bioregulatorom pocetnosti mnisky velkohlavej. Ma vSak svoje vlastné naroky na podmienky
prostredia, ktoré mézu za urcitych okolnosti jej efektivitu v bioregulacii $kodcu zasadnym spdso-
bom zniZovat.

— Prenos huby E. maimaiga do novych oblasti sa javi ako pomerne jednoduchy a to jednak pomocou
vodnej suspenzie spor alebo prenosom kontaminovanej pddy. Umelé rozsirovanie arealu tejto ne-
pdvodnej huby vsak naraza na administrativne problémy vyplyvajlice zo Zakona o ochrane priro-
dy a krajiny (zakaz roz§irovania nepovodnych organizmov podla Zakona o ochrane prirody a kra-
jiny €. 543/2002 Z. z.).

— E. maimaiga sa na tzemi Slovenska vyskytuje od roku 2013. Tato huba uz v su¢asnosti zohrava do-
lezitu ulohu v prirodzenej bioregulacii mnisky velkohlavej a ma teda dolezité miesto aj v integrova-
nej ochrane lesa proti mniSke velkohlavej (Zabrik et al. 2019).
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