MOZNOSTI ZATIRANJA OGRCEV POLJSKEGA MAJSKEGA HROSCA
(Melolontha melolontha L., Coleoptera, Scarabaeidae)
Z. ENTOMOPATOGENO GLIVO
Beauveria brongniartii (Sacc.) Petch

TJASA GRIL
Seminarska naloga
Ljubljana, Oktober 2006
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1 Uvod

Bioti¢no varstvo rastlin z uporabo entomopatogenih gliv je zanimivo in hitro razvijajoce raziskovalno
podrocje, kjer sodelujejo strokovnjaki s podrocij rastlinske pridelave, zdravja ljudi in zivali ter
pridelave hrane. Vkljucuje mnozico pomembnih znanstvenih disciplin, kot so rastlinska patologija,
ekologija, genetika, fiziologija, na¢ini namnozevanja gliv, formulacije in nacini aplikacije (Lacey in
sod., 2001). Bioti¢ni agensi se uporabljajo na obmo¢jih, kjer so kemi¢na sredstva za varstvo rastlin
prepovedana (npr. vodovarstvena obmocja), so v opuscanju ali so postala neucinkovita zaradi razvoja
odpornosti pri Skodljivih organizmih.

2  Entomopatogene glive

Velika skupina gliv, tudi entomopatogenih, je izgubila sposobnost oblikovanja spolnih spor oz. jih
oblikujejo redko. Taksne glive uvr$séamo med visje glive, deblo Deuteromycota (Fungi imperfecti),
razred Hyphomycetes (Lacey in sod., 2001). Glavna znacilnost predstavnikov tega debla je tvorba
micelija, ki na posebnih konidiogenih celicah nosi nespolne spore (konidije). Glive razreda
Hyphomycetes oblikujejo konidije na miceliju. Poleg konidijev nekatere vrste oblikujejo tudi trajne
spore, klamidospore. NajpogostejSe vrste entomopatogenih rodov gliv iz razreda Hyphomycetes so
Aspergillus, Beauveria, Culcinomycetes, Hirsutella, Metarhizium, Nomuraea, Paecilomyces,
Tolypocladium in Verticillium (Inglis in sod., 2001).



2.1 Entomopatogene glive kot bioti¢ni agensi

Obstaja 700 vrst entomopatogenih gliv (Hajek in St. Leger, 1994). Leta 1998 je bilo na voljo priblizno
40 trznih pripravkov za bioti¢no varstvo, ki so narejeni na osnovi entomopatogenih gliv (Cook in sod.,
1996; Whipps, 1997a, Fravel in sod., 1998). Dokazana je njihova ucinkovitost proti velikemu Stevilu
razliénih $kodljivcev npr. rastlinjakov $¢itkar (Trialeurodes vaporariorum), usi (Aphididae), tripsi
(Thysanoptera), kobilice (Orthoptera), hrosc¢i (Coleoptera) in drugi (Lacey in sod., 2001).

Na ucinkovitost bioticnih pripravkov vpliva kompleksna mnozica biotskih in abiotskih dejavnikov:
son¢no obsevanje; mikrobni antagonisti; vedenje gostitelja, njegova fiziologija, starost in vigor;
prisotnost fitofarmacevtskih sredstev; primerna temperatura, vlaznost in vstopna mesta za inokulum
(Lacey in sod., 2001).

Za ustrezno ucinkovitost sredstva moramo poiskati tudi primerno formulacijo pripravka, ga aplicirati
na rastlino oz. na Skodljivce v ustrezni koli¢ini in pravo¢asno. Odlocitev o ¢asu nanaSanja bioti¢nega
pripravka je odvisna predvsem od zastopanosti dovzetnega gostitelja v ustreznem razvojnem stadiju,
ugodnih okoljskih dejavnikov in mora biti v skladu z drugimi kmetijskimi opravili (namakanje,
uporaba fungicidov) (Lacey in sod., 2001). Z uporabo semiokemikalij v vabah, ki privabljajo odrasle
zuzelke lahko ustrezno izboljSamo ucinkovitost sredstev. Vabe inokuliramo s sporami gliv, ki okuzijo
odrasle zuzelke, ko priletijo do njih ter se ob naslednjem stiku s tlemi prenesejo na li¢inke skodljivca
(Klein in sod., 1999), kot je to primer pri zatiranju li¢ink gozdnega majskega hros¢a (Melolontha
hippocastani) z glivo Beauveria brongniartii (Koller in sod., 2005).

Uporabnost pripravkov na podlagi entomopatogenih gliv je v primerjavi s konvencionalnimi
fitofarmacevtskimi pripravki povezana predvsem z njihovo ucinkovitostjo in ceno. Prednosti bioti¢nih
pripravkov vkljucujejo varnost ljudi in drugih neciljnih organizmov, zmanjSevanje nevarnih ostankov
v hrani, poveCanje aktivnosti drugih naravnih sovraznikov, ohranjanje oz. poveCanje bioloske
raznolikosti v okolju. Pomembna prednost je tudi, da je nanasanje mogoce s konvencionalno opremo
in moznost dolgega shranjevanja pripravkov. Slabosti bioticnih pripravkov so povezane predvsem z
odpornostjo ciljnih organizmov na tovrstne pripravke, hitrostjo delovanja, s specifiénim delovanjem
(presirok ali preozek spekter ciljnih organizmov, na katere ucinkujejo) in visokimi stroski (Lacey in
sod., 2001).

2.2 Patogeneza pri entomopatogenih glivah

Konidiji ve¢ine entompatogenih gliv razreda Hyphomycetes se trdno pritrdijo na kutikulo zuzelk. Po
vzpostavitvi stika med hifo, konidijem ali drugim organom glive, ki je sposoben okuzbe, potece
kalitev in tvorba struktur, ki omogocajo prodiranje skozi kutikulo. Entomopatogene glive prodirajo v
notranjost gostitelja na mehanski na¢in oz. s pomocjo gostitelja. Gliva se §iri s hifami in poskusa
premagovati obrambne mehanizme gostitelja. Smrt gostitelja nastopi zaradi prekinitve dovoda hranil,
fizi€nih ovir in/ali nastankom oz. izlocanjem toksinov npr. beauvericin, bassianolid in oosporein pri
glivi Beauveria bassiana.

Po smrti gostitelja micelij glive v ugodnih razmerah izras¢a iz kadavra, oblikuje konidiogene celice,
sledi sporulacija na povrSini odmrlega organizma in sprosc¢anje konidijev v okolico. Pri Sirjenju
konidijev sodelujejo razli¢ni prenasalci, kot so dez, veter, Zuzelke (Boucias in sod., 1988, 1991).

3  Entomopatogena gliva vrste Beauveria brongniartii

Polno ime glive je Beauveria brongniartii (Sacc.) Petch, Trans. Br. mycol. Soc. 10(4): 249 (1926) in jo
uvrs¢amo v ustrezne taksonomske enote: Fungi, Ascomycota, Ascomycetes, Leotiomycetidae,
Helotiales, Sclerotiniaceae. Obstaja veliko sinonimov za glivo:

Beauveria melolonthae (Sacc.) Cif., Estac. Agron. de Moca, B 14: 169 (1929)

Beauveria tenella (Sace.) D.M. Macleod, Aphor. 6(1): 35 (1937)

Botrytis bassiana subsp. tenella (Sacc.) Sacc., Michelia 2(no. 8): 544 (1882)

Botrytis brongniartii Sace., Syll. fung. (Abellini) 10: 540 (1892)

Botrytis melolonthae Sacc., Annls mycol. 10(3): 320 (1912)

Botrytistenella Sacc., Fungi italica: tab. 692 (1881) [1874]

Isaria kogane Haseg.{?} & Koyama{?}, Teishitsu Rin'yakyoku Tokyo Tingyo Shikenjo ringyo shiken
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Hokoku 4(1): 29, 35 (1941)
Isaria tenella (Sace.) Giard, (1891).

Gliva je razSirjena v Evropi, Aziji, Afriki, in Juzni Ameriki. Obstajajo pisni podatki o zastopanosti
glive v Belgiji, na Danskem, Franciji, Italiji, Svici, Avstriji in Nem¢iji (CAB ABSTRACTS 1970-
2004). V Sloveniji je bila gliva prvi¢ najdena in potrjena z eno izmed molekularnih metod na
Kmetijskem institutu Slovenije leta 2005, v vzorcih tal iz Crnovrske planote.

Kadaver ogrca poljskega majskega hrosca v tleh Crnovrske planote (foto:N.alié).

3.1 Opis glive v Cisti kulturi

Je haploidna filamentozna hifomicetna gliva. Kolonije glive in vitro dosezejo v osmih dneh premer
10-16 mm, imajo volnat, kosmat, zameten do praskast, v€asih vlaknat videz. V vis§ino merijo do 5 mm.
Sprva so bele barve, pozneje se pogosto obarvajo rumenkasto do roznato, redkeje rdeCkasto do
Skrlatno. S spodnje strani je kolonija neobarvana ali rumenkasta do oranzna, redkeje rdeca ali Skrlatna.
Izcedek in vonj nista prisotna. Hife so brezbarvne z gladkimi stenami, Siroke 1,5 — 3 um. Tudi hife
zracnega micelija so hialine z gladkimi stenami, 1 — 4 pm S$iroke, plazece ali zavite navzgor, nosijo
majhne skupinice ortotropnih ali rahlo plagiotropnih stranskih celic, iz katerih lahko ob nadaljnjem
razvejanju nastanejo okroglaste konidiogene celice. Konidiogene celice so navadno razporejene v
majhne skupinice ali posamicno vzdolz hif. Konidiji so hialini, gladki, elipti¢ni, redko okroglasti,

nasli.

3.2 Micelij na naravnem substratu

Na naravnem substratu je micelij volnat do praskast, redko vlaknat, rumenkast, vCasih rdeckast. Hife
zracnega micelija nosijo konidije, ki so pogosto bolj grozdicasti kakor v Cisti kulturi.

Micelij glive Beauveria brongniartii na kadavru ogrca poljskega majskega hrosc¢a (foto: F.Celar)

3.3 Zivljenjski pogoji
Optimalne temperature za razvoj glive so med 20 in 25°C. Poskusi kaZejo, da ima vnos glive

Beauveria brongniartii v tla v obdobju od maja do avgusta za posledico povecanje gostote glive v tleh,
medtem ko vnos glive v jeseni, od oktobra do novembra, ne vpliva na povecanje gostote glive (Kessler
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in sod., 2003). Najugodnejsi odstotek v tleh je 57%, za prezivetje 29%. Razli¢na vsebnost vlage ne
vpliva na virulentnost preuc¢evane glive (Piatti in sod., 1995).

Na rast in razvoj glive vplivata tudi tekstura in struktura tal. Vsebnost ilovice v tleh, ne glede na
sestavo tal, ugodno vpliva na zastopanost glive. Tla z visoko vsebnostjo organskih snovi in posledi¢no
s povecano mikrobiolosko aktivnostjo tal (katalazna aktivnost), negativno vplivajo na zastopanost
glive v tleh (Kessler in sod., 2003).

Bistvenega pomena za prezivetje glive na nekem obmocju je prisotnost li¢ink gostitelja (ogrcev)
poljskega majskega hrosca (Melolontha melolontha). Raziskave kazejo, da veliko Stevilo gostitelja
bistveno poveca gostoto glive v tleh, medtem, ko se zmanjsa hkrati z upadanjem populacije li¢ink
hrosca. V tleh, v katerih so zastopane li¢inke majskega hrosc¢a, gliva lahko okuzi 75% populacije. Po
prvem vnosu glive Beauveria brongniartii v tla se je po dveh rastnih dobah njena gostota v odsotnosti
ciljnih organizmov znizala za 89%, za razliko od tal, kjer so bili gostitelji Se zastopani (41% znizZanje
gostote). Gostota glive Beauveria brongniartii se postopno za¢ne znizevati, ko se populacija li¢ink
poljskega majskega hros¢a zmanjsa za 46 % .

Drasti¢no znizanje zastopanosti glive Beauveria brongniartii zaradi upada Stevila li¢ink gostitelja
prica o visoki specifiénosti delovanja glive na li¢inke poljskega majskega hrosc¢a (Melolontha
melolontha) (Kessler in sod., 2004).

3.4  Negativni ucinki glive Beauveria brongniartii na neciljne organizme

Entomopatogena gliva Beauveria brongniartii bi lahko imela negativne stranske ucinke na neciljne
organizme, ki zivijo v tleh. Najbolj so ogrozeni naravni sovrazniki poljskega majskega hrosca,
predvsem hros¢i iz druzine Carabide (brzci), ki se prehranjujejo z ogrci majskega hrosca. Weisateiner
in sod. (v tisku) so hranili li¢inke treh vrst brzcev (Poecilus versicolor, Poecilus cupreus in Clivinia
fossor) z entomopatogeno glivo Beauveria brongniartii okuzenimi ogrci majskega hros¢a. Podobno
raziskavo je izvedel tudi Traugott s sodelavci (2005) na brzcu vrste Poecilus versicolor. Rezultati obeh
raziskav kazejo, da gliva ni pomembno vplivala na preu¢evane hrosce.

Gliva ne vpliva na li¢inke gozdnega majskega hros¢a (Melolontha hippocastani), ki je v Sloveniji
za$Citena vrsta (Rhode in sod., 1994; Rhode, 1996). Ugotovljeno je tudi, da gliva negativno ne vpliva
na dezevnike vrste Lumbricus terrestis. V poskusu niso odkrili niti enega primerka, okuzZenega z glivo
(Hozzank in sod., 2003).

Strasser in sodelavci (2000) so ugotovili da gliva in njeni metaboliti niso fitotoksicni, rastline ne
absorbirajo nobenega od metabolitov oz. se zelo hitro detoksificirajo. Drugi raziskovalci so nanasali
metabolite entomopatogenih gliv na rastline in ugotovili, da z eno izjemo, ne povzro¢ajo kloroz in
nekroz (Amiri in sod., 2000; Bandani in sod., 1999, 2000).

Sredstva na osnovi glive Beauveria brongniartii so registrirana po EU direktivi 91/414/EEC, s ¢imer
je zagotovljena tudi neskodljivost za ljudi (Neale in sod., 1999).

3.5  Pripravki na osnovi Beauveria brongniartii

Pripravke na osnovi glive Beauveria brongniartii proizvajajo nekatere evropske druzbe in imajo
razli¢na komercialna imena (Butt in sod., 1999):

- Engerlingspilz®

- Beauveria Schweizer®

-  Betel®

- Melocont® - Pilzerste

Priporoca se uporaba 20 — 30 kg Melocont — je¢mena (je¢men, preras¢en z micelijem glive Beauveria
brongniartii) / ha dvakrat letno za optimalno varstvo rastlin (Strasser, 1999).

Proizvajalci sredstva Engerlingspilz® priporo¢ajo vnos 30-50kg/ha med rastno dobo, ista koli¢ina je
priporo¢ena tudi pri pripravku Beauveria Schweizer® (http://www.blw.admin.ch). Podatkov za
priporoceno koli¢ino pripravka Betel nismo nasli.



3.6  Delovanje entomopatogene glive vrste Beauveria brongniartii

Entomopatogene glive izlo¢ajo mnozico sekundarnih metabolitov z relativno nizko molekulsko maso.
Nekateri u¢inkujejo antibioti¢no, drugi vplivajo na patogenezo gliv (Amiri in sod., 1999; Bandani in
sod., 2000). Malo je znano o njihovih lastnostih in nastajanju (Amiri in sod., 2000). Sekundarni
metaboliti glive Beauveria brongniartii vsebujejo basianin, beauvericin, oosporein in tenelin (Roberts,
1981; Khachatourians, 1991).

Beauvericin ima antibakterijski u¢inek (Ovchinnikov in sod., 1971) in zmerne insekticidne lastnosti
(Suzuki in sod., 1977). Basianin in tenelin sta rumena pigmenta, ki zavirata ATPaze eritrocitnih
membran (Jeffs in sod., 1997). Rdeci dibenzokinon oosporein oksidira proteine in aminokisline s
spreminjanjem SH - skupin, kar povzroc¢a encimske motnje (Wilson, 1971). Je ucinkovit antibiotik
proti gram—pozitivnim bakterijam, v manjs$i meri ucinkuje tudi proti gram-—negativnim bakterijam
(Taniguchi in sod., 1984). Ne ucinkuje na rastline in glive (Brewer in sod., 1977).

1z komercialnih izolatov glive Beauveria brongniartii so izolirali le oosporein, drugih omenjenih
metabolitov z uporabo visoko ob¢utljivih tehnik (HPLC in MS) niso ugotovili (Strasser in sod., 2000).

4  Problematika prerazmnoZevanja poljskega majskega hros¢a in uporaba entomopatogene
glive Beauveria brongniartii

4.1 Evropa

V zadnjih letih iz vse ve¢ drzav, ki imajo alpsko (Avstrija, Svica, Italija—juzna Tirolska, Slovenija) ali
druga hladnejSa podnebja (Danska) porocajo o $kodi, ki jo povzroca poljski majski hrosc.

Razlog za razmnozitev bi lahko iskali v otoplitvah podnebja v zadnjem desetletju, ko blage zime ne
doprinesejo k naravnemu propadanju talnih Skodljivcev.

V Sloveniji so problem izpostavili zlasti na Idrijskem, kjer je bil skodljivec omenjen Ze v tridesetih in

petdesetih letih prejSnjega stoletja. V zadnjem Casu so ugotovili mocnejSe pojave odraslih hroscev v
letih 1989, 1992, 1995, 1998, 2001 in 2004. Naslednje hros¢evo leto bo 2007.

4.2  Slovenija

Od leta 2002 dalje iz obmogja Crnovrike planote (zaselki Zadlog in Idrijski Log) ter iz Crnega vrha
porocajo o Skodi na kmetijskih povrSinah. Planota se nahaja na nadmorski visini 650-750m in je
sestavljena iz kraskih polj z znacilnimi vrtacami in brezni. Celotno obmocje je vodovarstveno
obmocje. Prevladujejo pasniki in travniki, njivskih povrSin je malo. Na tem obmocju se ukvarjajo
predvsem z govedorejo oz. pridelavo voluminozne krme.

Leta 2002 so ogrci tretjega larvalnega stadija popolnoma unicili travno ruso na 370ha (60-120
ogrcev/m?). Po mnozi¢nem letu hro$¢ev v maju 2004 je bila ponovno ugotovljena visoka gostota
ogrcev v tleh (48—170/m?), v letu 2005 je bilo najbolj prizadetih okrog 561ha travnikov, od tega 60%
intenzivnih in 40% ekstenzivnih.

Prenamnozitev plj skea majskega hro$¢a, uni¢eni pasniki na Crnem Vrhu (foto: F.Celar).



4.3  Preucevanje moznosti zatiranja ogrcev poljskega majskega hroSca z glivo Beauveria
brongniartii

Glede na ranljivost celotnega kraskega ekosistema je na ogroZzenem obmod¢ju edini primeren nacin

zatiranja liCink poljskega majskega hrosc¢a uporaba entomopatogene glive Beauveria brongniartii.

Prva uporaba te glive je znana iz Svice, ko so v letih med 1985 in 1988 na 4000ha naselili micelij
glive za zatiranje li¢ink. Na Tirolskem v Avstriji li¢inke majskega hrosc¢a uspes$no zatirajo z glivo
Beauveria brongniartii ze od leta 1993. Glivo iste vrste za obvladovanje populacij majskega hrosca
uporabljajo Se v Italiji, Nemciji, Franciji, Nizozemski in Danski.

V obéini Idrija so na napadenih povrsinah v tla vnasali glivo Beauveria brongniartii, ki jo proizvajajo
kot formulacijo MELOCONT® - Pilzgerste. Specificen sev glive je neposredno namnozen v
laboratoriju na steriliziranih zrnih jeCmena, ki jih s posebno sejalnico sejemo v travno ruso, setvena
razdalja je 10 x 10cm. Gliva Zivi na zrnih jecmena, dokler ne najde ciljnih organizmov, ogrcev v tleh,
jih okuzi, na njih se razvija in se ohranja v tleh. V Casu odlaganja jajcec se samice okuzijo in
posledi¢no leZzejo manjSe Stevilo in manj vitalna jajCeca.

Vnos in uporaba glive Beauveria brongniartii sta dovoljena za zatiranje ogrcev majskega hrosca na
znosno raven, ki je 10 ogrcev/m?. Glivo se kot komercialni pripravek vnasa v koli¢ini 30 — 50kg/ha.
Priporoceno je vnasanje v »split aplikaciji«, kar pomeni v dveh zaporednih rastnih dobah po 35kg/ha.
Dokazano je namre¢, da zastopanost 2x 104 CFU/g tal zadosti za uspe$no zmanjSevanje populacije
ogrcev (Keller in sod., 2003).

Ob zastopanosti ogrcev poljskega majskega hrosca lahko gliva prezivi v tleh celo 13 let (Keller, 2000).

Ceprav je dokazano, da gliva nima negativnih uéinkov na okolje, bi se v primeru negativnih vplivov
na naravno ravnovesje in biotsko raznovrstnost vnos glive prekinil. Sanacijo bi izvajali s kemijskim
zatiranjem ogrcev, s ¢imer bi odstranili ciljnega gostitelja glive ter zmanjSali njeno gostoto in
prezivetie (Keller, 2000). Menimo, da kemijsko zatiranje ogrcev na podro&ju Crnega vrha zaradi
specificnosti obmocja (vodovarstveno obmocje) ni primerno.

4.4 Kombinirane metode zatiranja

Ruther in sodelavci so poskusali razviti primerno vabo za privabljanje rojeCih samcev poljskega
majskega hrosca. Uporabili so kombinacijo sinteti¢nih rastlinskih hlapnih snovi, kakr$ne oddajajo listi
ob mehanskih poskodbah in spolnega feromona 1,4- benzokinona. V tridesetih minutah se je v vabe
ujelo vec kot 300 samcev (Ruther in sod., 2002).

Preizkusali so tudi razli¢ne tipe pasti, najucinkovitejsa sta tipa FU (Free University of Berlin) in BBA
(Institute for Biological Control). Pri ugotavljanju ucinkovitosti vab je potrebno dobro poznati nacine
hroscevega gibanja in skrivanja. Pomembna je tudi viSina nastavljanja pasti, saj Stevilo ulovljenih
samcev narasca z visino (Koller in sod., 2005).

Glavni problem pri uporabi glive Beauveria brongniartii predstavlja njeno vnasanje v tla, kjer se
nahajajo ciljni organizmi. Keller s sodelavci (1997) je s helikopterji nanaSal suspenzijo blastospor na
obronke listnatih gozdov, napadenih s poljskim majskim hros¢em. Samice, ki so odlagale jajceca so
bile vektor vnosa glive v tla. Zaradi velike koli¢ine suspenzije blastospor, ki je potrebna pri takSnemu
nacinu zatiranja takSen nacin vnasanja antagonista v tla ni primeren (Keller in sod., 1997).

V nekaterih nemskih dezelah so se v zadnjem letu prenamnozile li¢inke gozdnega majskega hrosc¢a
(Melolontha hippocastani). Za resitev problema je Koller s sodelavci (2005) uporabili kombinirano
metodo, imenovano »Catch and Infect«. Samci se okuzijo v feromonski vabi, kjer je micelij
entomopatogene glive Beauveria brongniartii s sporami. Zanimale so jih moZnosti prenosa spor s
samcev na samice med parjenjem ter z okuzenih samic med odlaganjem jaj¢ec v tla oz. na ciljne
organizme. Rezultati so pokazali, da je bila okuzba samcev v vabi uspesna, prav tako prenos spor s
samcev na samice. Po izolaciji iz vzorcev tal micelija glive niso potrdili. Za neuspeSen prenos spor
glive v tla avtor kot mozne vzroke navaja ekstremno vroce in suho poletje in umetno ustvarjene



razmere (mrezniki), ki so negativno vplivale na obnaSanje hro$Cev. Zaradi aktualnosti problema
potekajo nadaljnje raziskave (Koller in sod., 2005).
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