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Abstract: In 2023, a novel carrier of entomopathogenic fungi (EPF) was tested under laboratory condi-
tions on larvae of Melolontha spp. The aim was to compare the efficacy of four Beauveria strains and a com-
mercial product Nema-green containing the entomopathogenic nematode Heterorhabditis bacteriophora.
The strains used included Beauveria bassiana strain FR and three B. brongniartii strains (617, 1071, and
7528), originally isolated from Melolontha larvae. The experiments were conducted in two repetitions,
with larvae exposed to fungal mycelium by short contact or immersed in nematode suspension. Survival
of larvae was evaluated 24 days after inoculation. The highest mortality (90%) was caused by nematodes,
followed by B. bassiana FR (58%). The B. brongniartii strains reached 20-33% larval mortality. No mortal-
ity was observed in the control group. The results indicate a high potential of entomopathogenic nema-
todes and the promising use of B. bassiana FR in the biological control of Melolontha spp. larvae.
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Uvod

Chrusty (Coleoptera: Melolonthidae) predstavuju vyznamnych $kodcov lesnych a polnohospodérskych
ekosystémov. Ich larvy, zndme ako pandravy, poskodzuju korene rastlin, ¢o vedie k oslabenému rastu a v nie-
ktorych pripadoch az k thynu. Tradi¢né chemické met6dy regulcie majt environmentdlne a zdravotné rizi-
k4, preto sa ¢oraz vi¢si doraz kladie na biologicku ochranu (Klingen et al. 2011).

Entomopatogénne huby (EPH) predstavuju efektivnu biologickt metédu reguldcie chrustov. Medzi naj-
Castej$ie pouzivané druhy patri Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae a Beauveria brogniarti. Tieto huby
infikuju larvy a dospelé jedince, spdsobujtice ich smrt a nésledné sirenie spor v populacii (Hajek & St. Leger
1994; Zimmermann 2007). Beauveria brogniarti je $pecificky u¢inné vo¢i niektorym druhom christov a mé
potencidl dlhodobo redukovat populécie (Goettel et al. 2005).

Mechanizmus uéinku: po kontakte s hmyzom sa spéry EPH prichytia na kutikulu a za¢inaju klic¢it. Huba
prenikd do hemolimfy, produkuje toxiny a enzymy, ktoré vedt k uhynu hostitela. Po smrti sa na telese jedinca
vyvijaju nové spéry, ktoré mozu infikovat dalgie jedince (Fang et al. 2006).

Aplikdcia v praxi: EPF sa aplikuji vo forme grandl, pragkov alebo tekutych suspenzii. V lesnictve sa nosice
¢asto mie$aja s podou v blizkosti korenov, aby sa maximalizoval kontakt s larvami. Beuveria brogniarti sa moze
aplikovat aj vo forme mycéliovych blokov v lese, ktoré umoziiuju postupné uvoltiovanie spor pocas vegetac-
ného obdobia (Shah & Pell 2003).

Okrem hub sa na biologicku reguldciu chrustov vyuzivaji entomopatogénne hadatka, predovsetkym rody
Steinernema a Heterorhabditis. Tieto hadatkd parazituji na larvich v pode, vylu¢uju baktérie, ktoré sposobuju
smrt hostitela a nésledne sa rozmnozuji (Kaya & Gaugler 1993).

Vyhody biologickych metdd: biologickd ochrana poskytuje environmentdlne $etrnu alternativu k che-
mickym insekticidom. Minimalizuje riziko rezistencie, je selektivna vo¢i cielovym $kodcom a znizuje sekun-
dérne negativne efekty na pddu a necielové organizmy (Lacey et al. 2015).
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Integracia met6d: pre maximalnu Uc¢innost sa ¢asto odportuca kombinovana aplikdcia entomopatogénnych
hub a héddatiek. Takéto integricia zvy$uje mortalitu lariev a znizuje populaény rast christov. Dolezitym as-
pektom je aj ¢asovanie aplikcie vzhladom na Zivotny cyklus skodcov (Ehlers 2001).

Vyzvy a perspektivy: hlavné obmedzenia biologickej ochrany zahffiaju citlivost na environmentalne pod-
mienky (teplota, vlhkost), logistické ndroky na aplikéciu a potrebu $pecifického vyberu EPF alebo hadatiek
pre konkrétny druh chrtstov (Hajek 2007; Zimmermann 2007).

Metodika

V roku 2023 sme sa experimente zamerali na otestovanie nosic¢a na larvy Melolontha spp. v laboratérnych
podmienkach. Testy prebiehali so 4 kmeiimi Beauveria a jednym komerénym pripravkom, ktory obsahuje
entomopatogénne hidatkd.

Ako entomopatogénné huby (EPH) boli pouzité: Beuveria bassiana kmeii FR. S tymto kmefiom pra-
cujeme na naom pracovisku uz niekolko rokov a ukazal sa a¢inny na vela druhov hmyzu. Dalgie tri kmene
entomopatogénnych hiab Beuveria brongniartii boli ziskane z USDA-ARS Emerging Pests and Pathogens Re-
search Unit, Robert W. Holley Center for Agriculture and Health 538 Tower Road, Ithaca, New York. Tieto
tri kmene boli vybraté na zaklade toho, Ze boli v minulosti odizolované priamo z lariev Melolotha melolontha.
Je teda predpoklad, ze na tieto kmene st larvy citlivé. I$lo konkrétne o Beauveria brongniartii, kmen 617,
kmeri 1071 akmen 7528. A ako posledny bol testovany komer¢ny pripravok Nema-green, ktory obsahuje pa-
razitické hlistice Heterorhabditis bacteriophora. Tento pripravok je priamo urceny proti larvim Melolotha spp.
Pred zaciatkom experimentov bolo ziskané kmene potrebné namnozit. Pripravili sme Sabouraud Dextrose
Agar, ktory je uréeny na mnoZenie entomopatogénnych hub. Vybrané kmene sa aplikovali na agar. Po infekcii
je potrebné, aby agar bol umiestneny v tmavej sterilnej miestnosti po dobu S dni a teplote 23 °C +1 °C, a po
piatich drioch sa v miestnosti rozsvieti svetlo a agar je nechany na kultivéciu dalsich 5 dni. Po 10 diioch je agar
s nainfikovanymi hubami pripraveny na pouzitie.

Experiment na otestovanie nosi¢a na larvy Melolontha spp. v laboratérnych podmienkach bol v takom
istom dizajne vykonany 2-krit. Larvy sme ziskali z prirody, kde sme ich vykopali na vhodnych lokalitdch
(obr. 1). Prvykrét bol pokus zalozeny 26. 8. 2023 a kontrolovany 20. 9. 2023 a druhykrat bol pokus zalozeny
2.10.2023 a vyhodnoteny 25. 10. 2023.

-

Obrazok 1. Larvy christov po vykopani (vlavo) a larvy christov pred infekciou EPH (vpravo).
Figure 1. Cockchafer larvae after excavation (left) and cockchafer larvae before infection with EPF (right).
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Jeden experiment pozostival z 11 misiek o objeme 1,2 litra, kde bol umiestneny zéhradnicky substrit a trs
travy aj s korerimi, ktora sltzila ako potrava pre larvy (obr. 2). Do jednej misky bolo umiestnenych 6 lariev pri
infikovanych larvich a 10 imdg v jednej miske prikontrolnych larvéch. Jedno oetrenie pozostavalo z 2 misiek
a kontrolnd miska bola jedna s 10 larvami. Celkovo bolo na pokus pouzitych 70 lariev.

Kontrolné larvy (10 kusov) neboli osetrené. Larvy ktoré boli osetrované kmerimi Beauveria, boli priamo
prilozené na agar s kmeniom huby (4-krat 12 lariev). Larvy sa nechali prilozené na mycéliom hib po dobu
1 sekundy a nésledne sa vlozili do misky so substrdtom. A poslednych 12 lariev bolo o$etrenych podla pri-
balového letdku v pripravku Nema-green. Tento pripravok sme nasypali do vody, rozmiesali a do takto na-
mie$anej suspenzie sme na jednu sekundu namo¢ili larvy a nésledne ich umiestnili do pripravenych misiek.

Kontrola bola vykonand v kazdom experimente iba jedenkrat, aby sa zamedzilo poskodenie alebo se-
kundérna infekcia lariev. Na konci experimentu sme kazdd misku vysypali separtne a prehladévali substrat
a hladali 7ivé alebo mftve larvy.

Obrazok 2. Infekcia larvy (vlavo) a zalozeny pokus (vpravo).
Figure 2. Infection of a larva (left) and established experiment (right).

Vysledky

Po 24 drioch od infekcie sme pokusy vyhodnocovali. Substrét z misky sme vysypali a hladali jednotlivé larvy
(obr. 3).

Najlepsiu t¢innost na mortalitu lariev mali entomopatogénne hddatkd 90 % (obr.4). Z lariev usmrtenych
hadatkami zostala len vonkajsia pokozka. Ako druhé najlepsie oSetrenie sa ukazala B. bassiana kmeii FR.
Mortalita lariev s makroskopickymi zndmkami entomopatogénnych hib dosahovala pri tomto kmeni 58 %.
Dvakmene EPH B. brongniartii dosahovali mortalitu lariev 33 % a jeden kmeii dosiahol mortalitu lariev 20 %
(obr. S). Pri kontrolnych larvich sme pocas experimentov nepozorovali mortalitu.

Zaver

Vysledky experimentov potvrdili vysoky potencidl biologickej regulacie lariev chrtstov (Melolontha spp.)
pomocou entomopatogénnych organizmov. Najvy$siu mortalitu (90 %) sme zaznamenali pri aplikacii ento-
mopatogénnych hadatiek Heterorhabditis bacteriophora (pripravok Nema-green), ktoré sa ukazali ako mi-
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Obrazok 3. Hladanie lariev v substrdte na konci experimentov.
Figure 3. Searching for larvae in the substrate at the end of the experiments.

[l L

Obrazok 4. Larvy usmrtené hadatkami (vlavo) a larvy usmrtené EPH (vpravo).
Figure 4. Larvae killed by nematodes (left) and larvae killed by EPF (right).

moriadne G¢inny prostriedok pri krdtkodobej elimindcii lariev. Medzi testovanymi hubami dosiahol najlepsie
vysledky kmen Beauveria bassiana FR s mortalitou 58 %, zatial ¢o kmene Beauveria brongniartii vykazovali
nizsiu Geinnost (20 — 33 %). V kontrolnych skupiniach mortalita nebola zaznamenan4, ¢o potvrdzuje jed-
nozna¢ny u¢inok pouzitych entomopatogénov.

Tieto vysledky poukazuji na vyznam kombindcie réznych biologickych agensov pri ochrane lesa. Zatial
¢o entomopatogénne hddatka poskytujui rychly nastup u¢inku, entomopatogénne huby mézu zabezpecit dl-
hodobé sirenie infekcie v populdcii $kodcov prostrednictvom sporulécie na uhynutych hostiteloch. Integrs-
cia oboch met6d moze byt preto efektivnym ndstrojom na udrzatelné znizovanie populécii chrustov a mini-
malizdciu §kod v lesnych ekosystémoch.
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Obrazok S. Mortalita lariev Melolontha za obidva experimenty.
Figure 5. Mortality of Melolontha larvae in both experiments.
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