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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.
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1. Problematika

Najma v horskych lesoch na tizemi Slovenka ¢asto dominuje smrek obycajny (Picea abies L., Karst.),
v podobe umelo vytvorenych monokultur, pre ktoré lykozrat smrekovy (Ips typographus L.) (Coleop-
tera: Curculionidae) predstavuje obrovské riziko, zvac¢Sa pre porasty ¢asto postihované vetrovymi ka-
lamitami. Vo vSeobecnosti je lykoZzrat 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 kalamitnd hmota ponechanda v poraste, tvori ideal-
ne podmienky pre jeho premnoZenie, nasledne pri nedostatku odumretej, pripadne oslabenej smreko-
vej hmoty, napada aj zdravé stromy a pri pocetnom napore dokaze narusit ich prirodzeny obranny me-
chanizmus (Kreutz at al. 2004a). Stromy tak nie si schopné branit sa naporu lykozrata, ¢im nasled-
ne vznikaju lykozratové kalamity.

K beznym metdédam regulacie pocetnosti lykozrata pouZivanym v praxi patria fytosanitarne opat-
renia (Wermelinger 2004). Kym pouzitie lapacov sluzi hlavne ako metéda monitoringu popula¢ne;j
hustoty (Galko et al. 2014), fytosanitarne opatrenia s uc¢inné iba pokym popula¢na hustota lykozra-
ta nedosiahne kritické hodnoty (DJkland et al. 2016). MozZnostou je aj pouZitie chemicky oSetrenych
lapakov, ¢o vyZaduje spravne nacasovanie (Wermelinger 2004). Pri si¢asnom natlaku na znizovanie
spotreby pesticidov, ako aj ich problematicka aplikacia a otazna ac¢innost na stojatych stromoch, pri-
pada do tivahy vyutzitie biologickych metdd ochrany, pri ktorych sa do prostredia vnasa patogén. V mi-
nulosti boli realizované pokusy s vyuzitim entomopatogénnych hub (EPH), aplikaciou praskového
média umiestneného do feromdnového lapaca (Vaupel & Zimmerman 1996; Kreutz et al. 2000; Kre-
utz 2002; Kunca 2009; Vakula et al. 2010, 2012; Grodzki & Kosibowicz 2015), av§ak prenos infekcie
na populaciu $kodcu sa nepreukazal s dostato¢nou ti¢innostou. Problémom praskového média so spod-
rami umiestnenymi do feromonového lapaca bola rychla strata virulencie spor. Batazy (2012) udava
nizku G¢innost v redukcii populacii lykozrata v prirodnych podmienkach, av§ak laboratorne testy uka-
zali vysoka mortalitu imag aj lariev v uzavretych podmienkach. RieSenim problému kratkej a¢innos-
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ti praskového média spor hub, by mohlo byt vyuZitie nosica, v ktorom by huby rastli, ¢o by zabezpeci-
lo ich prezitie aj v extrémnych podmienkach feromdnovych lapacov. Tato metoda je jednoducho apli-
kovatelna a selektivna, nakolko feromoénové odparniky primarne 14kaju cielové druhy skodcov (Vaku-
laetal. 2012).

2. Material a metady

Terénno-laboratdrny experiment ti¢innosti nosica entomopatogénnych hub, bol vykonany v priebe-
hu rokov 2020 a 2021, vo Vojenskych lesoch a majetkoch (VLM), na polesi Sklené. Cielom bolo zis-
tit i¢innost nosic¢a udrzat hubu Beauveria bassiana (Bals.) Vuill. virulentnti v podmienkach feromo-
nového lapaca, kde je nosic ¢asto vystaveny slne¢nému Ziareniu, suchu a teplu. Nasledne sa overovala
schopnost huby infikovat a usmrtit imaga l. smrekového.

Vyber ploch vhodnych pre uskuto¢nenie experimentov prebehol v polovici aprila 2020. Zaciat-
kom juina boli v blizkosti porastovej steny smrekového porastu napadnutého lykoZritom smrekovym
nainStalované feromdonové lapace. Jednalo sa o lapace MultiWit, navnadené feromoénovym odparni-
kom Pheroprax A. Odchytové vani¢ky lapacov s nosi¢om boli upravené a imaga lykozruata boli schop-
né opustit ich, pricom sa nevyhli kontaktu s nosi¢om, kedy dochadzalo k infikovaniu. Iméaga boli od-
chytavané do 1dcl plastovych flasiek, upevnenych k odchytovej vani¢ke po dobu 4 hodin, v ¢ase dna
s najvyssou letovou aktivitou imag (obr. 1). Iméga z flasticiek boli este v priebehu toho dna v labora-
toriu umiestnené do Petriho misiek s kiiskom Cerstvej smrekovej kory a navlhcenou bunicitou vatou
(obr. 2). Imaga boli vizualne kontrolované kazdy der v priebehu 10 dni. Pozorovala sa schopnost huby
usmrtit a prerast imaga (obr. 3) podla troch hodnotiacich stupriov: imago zivé (0), mftve nepreraste-
né (1) a mrtve prerastené hubou (2) (stupen prerastanie imag).

Obrazok 1. Upravend zberné vanicka s nosi¢om huby Obrazok 2. Odchytené a chované imaga lykozruata

B. bassiana smrekového v Petriho miskach

Figure 1. Modified collection tray with carrier of B. Figure 2. Captured and bred imagines of I. 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 feromonové lapace. Na kazdej z ploch bolo 5 ks lapacov, 4 ks s nosic¢om entomopatogénnej huby
a 1 ks kontrolny. Jednalo sa o lapace MultiWit BK, navnadené feromoénovym odparnikom IT ECOLU-
RE Tubus. Nosic¢e entomopatogénnej huby sme, ako predchadzajuici rok, vlozili do upravenych od-
chytovych vaniciek, ktoré umoznili imdgam lykoZzruta opustit ich po infikovani. Lykozruaty boli od-
chytavané do 11 plastovych flasiek upevnenych k odchytovej vanicke po dobu asi 24 hodin (obr. 4).
Uskuto¢nené boli 3 odchyty poc¢as kulminéacie rojenia imag. Cast imag bolo umiestnenych v laborat6-
riu do Petriho misiek s kiiskom cerstvej smrekovej kory (potrava) a navlhéenou bunicitou vatou. Po-
dlarovnakych hodnotiacich stupriov ako v predchadzajicom roku sa hodnotila schopnost huby usmr-
tit a prerast imaga v priebehu 10 dni.

Obrazok 4. Upravend odchytova nadoba 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 lykozrita 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 lapac 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 v laboratérnych podmienkach vykondvana 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 zamerana na vyhodnotenie efektu nosi¢a EPH s hubou Beauveria bassiana v lapacoch,
na moralitu imag 1. smrekového. PouZita bola metdda zovSeobecnenych linearnych modelov s bino-
mialnou distribtciou a logit spojovaciou funkciou. Parametre modelu boli odhadované metédou ma-
ximaliz4cie vierohodnosti modelu. Koeficienty boli exponenciované aby sme dostali tzv. odds-ratios,
teda pomer Sanci vyskytu sledovaného javu.

2.1. Efekt nosic¢a na mortalitu imag

Prvé analyza bola zamerana na efekt nosi¢a B. bassiana oproti kontrole pri mortalite imag 1. smre-
kového. Iméga bez znakov nékazy a jedince usmrtené EPH vstupovali do modelu ako bindrna zévis-
14 premennd. Mortalita sa oznacila nasledovne: 0 Zivé imaga (vratane mrtvych imag bez mycélia); 1
mitvy chrobak prerasteny mycéliom. Kontrolné lapace a lapace s nosicom ako nezavisla premenna.

2.2. Uéinnost nosica zachovat hubu Beauveria hassiana virulentnii

V dalSej ¢asti prace bol analyzovany efekt i¢innosti nosic¢a udrzat hubu B. bassiana virulentnu. V ¢as-
tilapacov (4/10) sa menil nosi¢ EPH po 6 tyzdioch za ¢erstvy. Lapace s vymenenymi nosi¢mi boli po-
rovnavané s lapa¢mi, kde ostal pévodny nosi¢ (6/10) po celt dobu experimentu. Vyhodnocovany bol
efekt vymeny nosi¢a na mortalitu odchytenych imag spésobenu EPH.

3. Vysledky a diskusia
3.1. Efekt nosica na mortalitu imag
Nosi¢ EPH umiestneny v lapac¢i mal vyrazne vyssi pomer Sanci (tab. 1) na infikovanie imag 1. 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 imag l. 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 nosic¢a zachovat’ hubu Beauveria bassiana virulentnii

Efekt vymeny nosi¢a na infikovanie imag bol vy$si pri novych nosi¢och (tab. 2). Pomer $anci naka-
zy bol 2,56 k jednej pri pouziti nového nosica. Tento rozdiel bol §tatisticky signifikantny.

Tabulka 2. Odhadované parametre modelu, ktorym sa hodnotil efekt vymeny nosic¢a oprotilapa¢om, vktorych bol ponechany
»stary“ nosic

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

Nosié¢ odds-ratios std.error zvalue 2,50% 97,50% Pr(>|z])
Novy 2,526 0,023 40,529 2415 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 G¢innosti nosi¢ v niektorych lapa¢och vymeneny za Cerstvy (obr. 7).
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Obrazok 7. Mortalita imag 1. smrekového spdsobené hubou B. bassiana. z nosi¢a a porovnanie mortality po vymene nosi¢a
(nosic2)

Figure 7. Mortality of I. 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 tthynom dochadzalo 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 dokazala imaga usmrtit nevy-
znamné. Pocas experimentu doslo aj k uhynu 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 rodicovské imaga
(obr. 9), priblizne 50 % imag z celkového poctu. Pozorovali sme tiez, Ze niektoré materské chodby
boli kratke s nizkym poc¢tom lariev alebo nedoslo ku nakladeniu vajicok. Domnievame sa, Ze vplyv
na schopnost zaloZit potomstvo mala rychlost akou huba usmrtila imaga.

Napriek tomu, Ze va¢Sina rodi¢ovskych imag bola prerastena, na potomstve sme neobjavili infek-
ciu hubou B. bassiana, ¢o moze byt spdsobené tym, ze vajicka st ulozené v 16Zku, kryté a larvy postup-
ne za sebou chodby upchavaju drvinou a trusom. AvSak, mladé iméaga pred vyletenim vykonavaju zre-
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lostny Zer pod kérou kde sa vyliahli. Predpokladame, ze takto modze dojst ku ich infekcii pri kontakte
s prerastenymi rodicovskymi imagami. Z dévodu dalsich pozorovani bola druha polovica klatov po-
nechana v poraste do zacCiatku septembra, a nasledne presunuta do fotoeklektorov v laboratériu, kde
lykozruty dokoncia svoj vyvin.

Obrazok 9. Pozerky lykozruata s prerastenymi rodicovskymi imagami hubou B . bassiana
Figure 9. Galleries of 1. typographus with parental imagines owergrown by B. bassiana.

Vysledky experimentu aplikacie EPH B. bassiana do feromdénovych lapa¢ov pomocou vyvijaného
nosica ukazali vysoku uc¢innost relativne dlhé obdobie. Na rychlost, akou huba dokaze imago usmrtit
ma vplyv viacero faktorov. Medzi hlavné patri koncentracia spor, ktoré sa na imago zachytia. Aj nizke
koncentracie st schopné imaga usmrtit (Ansari & Butt 2012), avSak tento proces trva dlhSie. Ku dal-
$im patri zivotaschopnost spor, kde poveternostné podmienky (napr. teplota, vihkost, UV Ziarenie)
(Moore et al. 1993; Morley-Davies et al. 1996) priamo ovplyviiuju kli¢enie a prezivanie spér. V pred-
chadzajucich experimentoch obdobného charakteru bolo médium so spérami EPH aplikované do la-
paca vo forme prasku a dochadzalo ku rychlej strate virulencie spér (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 iméaga. Pri aplikéacii huby pomocou nosica, si spo-
ry udrzali vysoku virulenciu v podmienkach feroménovych lapacov, ¢o pripisujeme tomu, Ze nosic je
v Case 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 spory. Virulencia huby bola pozorovana na mortalite odchytenych imag 1. smrekového. Pre
porovnanie u¢innosti nosi¢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 vmédiu. Po¢as experimentu doslo aj
k ithynu 20 % imag odchytenych z kontrolného lapaca (bez nosica huby), pri¢om 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 nosicom. Tieto boli od seba umiestnené
pribliZzne 20 metrov. Geneticka analyza kmenov B. bassiana nebola vykonana. Z toho dovodu by zrej-
me v budicich experimentoch bolo vhodné umiestnit kontrolné lapace vo vaésej vzdialenosti od lapa-
¢ov s nosicom EPH a tiez vykonat genetick(l analyzu huby infikovanych imag v kontrolnych lapac¢och.

Experiment teda potvrdil schopnost nosi¢a udrzat hubu B. bassiana virulentnu aj v podmienkach
lapaca, tieZ vysoku ucinnost huby v laboratérnych podmienkach. Podobné vysledky v laboratérnych
podmienkach vykazuju aj prace viacerych autorov (Wegensteiner 1996; Kreutz et al. 2004b). Cielom
je aj tspesna aplikacia patogéna do populacie Skodcu. Podla doterajsich pozorovani su aj infikované
iméaga schopné zalozit novi generaciu. Cerstvo vyliahnuté imaga naslednej generacie este pred vyle-
tenim vykonavaju tzv. zrelostny Zer. Predpokladame, Ze takto méze dojst ku vertikdlnemu prenosu in-
fekcie pri kontakte so spérami z uZ prerastenych rodi¢ovskych imag. Tato hypotézu je vSak potrebné
overit.
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Vyhodou vyuzitia entomopatogénnych huib v boji proti lykozratovi 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, najcas-
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). Nepredstavuja nebezpecenstvo pre
vtaky, ryby a cicavce (Zimmermann 1993, 2007) a nepredstavuju riziko pre Iudi alebo Zivotné prostre-
die (Strasser et al. 2000; Dabro & Thomas 2009). V kombinacii s feroménovym lapac¢om je tato me-
toda selektivna, nakolko feroménové odparniky primarne lakajua 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 pode, hrabanke) kli¢ivost aj niekolko mesiacov
(Ansari & Butt 2012).
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