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UTJECAJ] ENTOMOPATOGENE GLJIVE BEAUVERIA
BASSIANA NA MORTALITET JELOVIH POTKORNJAKA
PITYOKTEINES SPINIDENS I PITYOKTEINES CURVIDENS

INFLUENCE OF THE ENTOMOPATHOGENIC FUNGI BEAUVERIA
BASSIANA ON THE MORTALITY OF FIR BARK BEETLES PITYOKTEINES
SPINIDENS AND PITYOKTEINES CURVIDENS

SAZETAK

Istrazivanjem je obuhvadena analiza prisutnosti patogene gljive Beauveria ba-
ssiana u populaciji jelovih potkornjaka te njezin utjecaj na redukciju populacije
vrsta iz roda Pityokteines na dva lokaliteta u Hrvatskoj. Utvrden je visok ukupni
mortaliteta potkornjaka; 60-73% u populaciji iz Trako$¢ana i 41-45% u popula-
ciji iz Litori¢a. Gljiva B. bassiana bila je uzro¢nik mortaliteta u Trako$¢anu na
11,6-25,2% od ukupno uginulih potkornjaka, a u Litoricu ovaj se postotak kre-
tao izmedu 1,7% i 13,2%.

Cilj provedenog istrazivanja je stvaranje preduvjeta za razvoj bududih istra-
Zivanja izolata gljive B. bassiana &ije bi spore mogle biti upotrijebljene protiv jelo-
vih potkornjaka kao jedna od bioloskih metoda suzbijanja potkornjaka.

Kljuéne rijeéi: patogeni kukaca, Abies alba, bioloske mjere zastite, umiranje
jele

UvVOD
INTRODUCTION

Pojam krivozubih jelovih potkornjaka vezan je uz vrste roda Pityokteines (Co-
leoptera, Curculionidae, Scolytinae) poznatih Stetnika obi¢ne jele (Abies alba
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Mill.) u palearktickoj regiji (Pfeffer 1995). Dolaze, iako rjede, i na nekim drugim
Cetinjatama kao $to su smreka, ari§ ili bor (Kovacevi¢ 1956). U Hrvatskoj su poz-
nate tri vrste ovog roda: P. curvidens Germar, P. spinidens Reitter i P. vorontzowi
Jakobson (Kovacevi¢ 1956; Pfeffer 1995). Od 2003. godine u Hrvatskoj je zabil-
jezeno pojacano suSenje jele narocito u Lici i Gorskom Kotaru $to se svakako
moZe dovesti u vezu i s potkornjacima (Schwerdtfeger 1981; Pernek 2005). Sli¢ne
Stete biljeze se u Bosni i Hercegovini i Sloveniji (Jaksa 2005; Uscupli¢ 2005).
Sudedéi po osutosti kroSanja, jela u hrvatskim Sumama spada u najugroZzeniju vrstu
Cetinjaca (Seletkovié i Potoci¢ 2004). SuSenje i umiranje jelovih Suma ubraja se u
kompleksne bolesti $to je prema Prpicu i Seletkoviéu (2001) posljedica promjenji-
vog djelovanja abioti¢kih i bioti¢kih ¢imbenika. Prema podacima sluzbe za
Izvjestajno prognozne poslove (IPP), u Sumarstvu od 2003. do 2006. godine, u
Hrvatskoj je posjeena znatna koli¢ina su$aca jele: nekoliko tisuéa m’* u 2002.,
oko 100.000 m” u 2003., oko 130.000 m’ u 2004 i vise od 300.000 m’ u 2005.,
pri ¢emu je gotovo uvijek zabiljeZen jak napad spomenutih potkornjaka (Pernek
2005). U uvjetima jakih gradacija javlja se problem slabe u¢inkovitosti suzbijanja
koji je vezan uz skriven Zivot veline razvojnih stadija potkornjaka pod korom.
Buduéi da su tesko dostupni zastitnim sredstvima naglasava se vaznost preventiv-
nih mjera koje su opce prihvaéen koncept zastite Suma od potkornjaka sa osnov-
nim ciljem zadrzavanja populacije niskom. Koncept obuhvaca strogu primjenu
Sumske higijene, brz odvoz zaraZenog materijala iz Sume, kontrolnu i represivinu
primjenu feromona i prskanje insekticidima. Kod primjene kemijskih sredstava
potreban je oprez jer je njihova uporaba u Sumama iz ekoloskih i gospodarskih
razloga sve viSe upitna.

Kod gomilanja velikih koli¢ina neizradenog i neizvezenog drvnog materijala
(nakon vjetrolomova i izvala) niti navedene mjere nisu uvijek ucinkovite. Jednu
alternativu suzbijanju predstavljaju bioloska sredstva ¢ija je primjena u Sumarstvu
zasad veoma ogranicena s obzirom da nisu dovoljno proudena (Berryman i Ferrel
1988; Turchin i dr. 1991; Reeve 1997). Prirodni neprijatelji koji bi se mogli kori-
stiti u tu svrhu mogu se grubo svrstati u nekoliko skupina: grabezljivi kukei i grin-
je, parazitoidi, nematode i patogeni (virusi, bakterije, prazivi, gljive) (Mills 1983;
Fuxa i dr. 1998). Kada je rije¢ o potkornjacima, narociti znacaj daje se patogeni-
ma (Wegensteiner 1994; Weiser i dr. 1998; Hindel 2001; Kohlmyer i dr. 2003;
Pernek 2005). Kao antagonist mnogih vrsta kukaca spominje se gljiva Beauveria
bassiana (Balsano) Vuillemin ¢ija je primjena u obliku bioloskog preparata
istrazivana na nekim vrstama potkornjaka (Bathon 1971; Wegensteiner 1992;
Nierhaus-Wunderwald 1993, Kreutz i dr. 2004). Poznati su brojni izolati i prepa-
rati na bazi ove gljive koji su se pokazali vrlo efikasnim (Kreutz i dr. 2004), mada
treba naglasiti kako su mnogi problemi oko optimalne primjene preparata jos ne-
rijeSeni. To se prije svega odnosi na nacin unoSenja spora u populaciju i selektiv-
nost preparata. Jedna ponudena moguénost je kombiniranje spora gljive sa fero-
monskim klopkama. Vaupel i Zimmermann (1996) i Kreutz i dr. (2000) su na taj
nacin uspjes$no prenijeli spore u populaciju smrekinog pisara (Ips typographus L.) i
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dokazali moguénost horizontalnog prijenosa medu jedinkama. Na jelovim pot-
kornjacima takva istrazivanja manjkaju.

Predmet ovog istraZivanja bio je utvrditi prisutnost patogene gljive B. bassiana
u populaciji jelovih potkornjaka te njezin potencijal u redukciji populacije vrsta iz
roda Pityokteines na dva lokaliteta u Hrvatskoj. Cilj istrazivanja je stvaranje pre-
duvjeta za buduéa istrazivanja izolata gljive B. bassiana Cije bi se spore mogle kori-
stiti u suzbijanju potkornjaka.

MATERIJALI I METODE
MATERIALS AND METHODS

Po jedno stablo jele posjeceno je na lokalitetima Trakos$¢an (400 m n.v.,
46°057°28" " N115°56°55”7 E) i Litori¢ (550 m n.v., 45°27°00"" N1 15°04°06"~
E) i ona su pregledana na prisutnost potkornjaka. Naj¢e$¢i stadij naden na oba lo-
kaliteta bila je ve¢inom kukuljica.

4. listopada 2003. godine oboreno je jace osuto stablo jele u Trako$¢anu. Sa
stabla su odrezane tri sekcije (trupc&ié¢i T1,T2 i T3) duZine i promjera navedenih u

Slika 1. Potkornjak napadnut gljivom Beauveria bassiana &iji bijeli micelij obrasta ¢itavu povrsinu tijela
Figure 1 Bark beetle infested with Beauveria bassiana with it's dead body engulfed with the white myce-
lium of the fungus
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Tablici 1. Sekcije su 6. listopada prebacene u laboratorij Instituta za entomologiju,
fitopatologiju i zastitu Suma Sveucilista BOKU (IFFF) u Becu. Isto tako, na Lito-
ricu je 17. listopada 2003. godine oboreno stablo jele jo$ zelene, ali blago osute
kro$nje. Odrezane su dvije sekcije (trup¢iéi T4 i T5) razli¢itih duZina i promjera
(Tablica 1.) te su odneseni u isti laboratorij gdje su inkubirani 20. listopada 2003.
godine.

Svih pet trup¢iéa inkubirano je u odvojenim kavezima u klima-komorama na
23 + 2 °C, uz odnos duZzine dana i nodi (L:D) 16:8.

Svakodnevno je praéeno i biljezeno izlazenje potkornjaka koji su potom sa-
kupljani u petrijevim posudama gdje su ¢uvani najce$ée 2 dana, a najvise 2 tjedna,
nakon Cega su disektirani prema metodi Wegensteiner i dr. (1995). Nakon $to
potkornjaci viSe nisu izlazili, trup&ié je okoran i okularno pregledan. Prisutnost
gljive B. bassiana je utvrdena na okoranim trupci¢ima gdje su potkornjaci, prozeti
bijelim micelijem gljive (Slika 1.), sakupljani i spremani u petrijeve posude radi ka-
snijeg brojanja i mikroskopiranja. Kako bi se potvrdilo da bijeli micelij uistinu pot-
jece od gljive B. bassiana, svaki dvadeseti potkornjak prozet micelijem mikroskop-
ski je pregledan na prisutnost spora grozdastog rasporeda (pod povecanjem
1000x).

REZULTATI
RESULTS

Inkubacija dijelova stabla u kontroliranim uvjetima rezultira dinamikom
izlaZzenja kukaca koja nije usporediva sa stanjem u prirodi. Bez obzira na razlike
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Slika 2. Dinamika izlazenja Pityokteines spinidens u klima komorama (trup¢ici inkubirani: 06.10.2003.)
Figure 2 Dynamic of emergence of Pityokteines spinidens in clima chambers (logs incubated 6/10/03)
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Slika 3. Dinamika izlaZenja Pityokteines spinidens u klima komorama (trup¢iéi inkubirani: 20.10.2003.)
Figure 3 Dynamic of emergence of Pityokteines spinidens in clima chambers (logs incubated 20/10/2003)
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Slika 4. Dinamika izlaZenja Pityokteines curvidens u klima komorama (trup¢iéi inkubirani: 20. 10. 2003.)
Figure 4 Dynamic of emergence ofPityokteines curvidens in clima chambers (logs incubated 20/10/2003)

fenoloske prirode, ovako dobiveni podaci ipak daju uvid u abundancu pojedinih
vrsta potkornjaka, omjer vrsta i spolova (Slika 2, 3 i 4.).

Iz trupciéa dopremljenih iz Trako$éana i inkubiranih 6. listopada 2007. godi-
ne izlazile su iskljucivo jedinke vrste P. spinidens. Imaga su pocela izlaziti ve¢ na-
kon 27. dana od pocetka uvodenja rezima inkubacije (Slika 2). Od tada je izlaZzenje
trajalo 32 dana (do 10. prosinca).
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Tablica 1. Ukupni broj izaslih potkornjaka iz trup¢ica (T1-T5) inkubiranih u klima komori,
omjer spolova i broj potkornjaka po dm? kore
Table 1 Total numbers of emerged Pityokteines beetles from logs (T1-T5) their respective sex
ratio, and average number of beetles per dm2 of the bark

Omjer
Oznaka Datum Vrsta potkor- Uk tkornjaka spoll
Lokalitet trupica  inkubacije h 0 PPK njaka ToE{II)T)? tl));)rk(i)renelﬁes spé)e(;va N /dm?®
Locality Label of Date of Bark beetle ratio
the bolds  incubation 5 species
cm cm dm J ? I+ e

T1 06.10.2003. 37,5 116,5 43,7  P.spinidens 262 242 504 0,9 11,5
Trako$¢an T2 06.10. 2003. 40,5 117 47,4  P.spinidens 212 403 615 0,5 13,0
T3 06.10. 2003. 31 104 32,2 P.spinidens 428 486 914 0,9 28,3

P. spinidens 279 233 512 1,2

T4 20.10. 2003. 46 110 50,6 X 11,2
o P. curvidens 20 35 55 0,6
Litoric P. spinidens 489 334 823 1,5
T 20.10.2003. 4 121 2,6 ' ’ 17,1
> 3 3,5 52, P.curvidens 48 30 78 1,6 7
Ukupno/Total 2265 738 1765 3501 (MNN15s

Tablica 2. Mortalitet i infekcija potkornjaka gljivom Beauveria bassiana u trup&i¢ima
iz Trakos¢ana inkubiranih u klima komori
Table 2 Mortality and Beauveria bassiana infected bark beetles incubated in clima chambers
from logs from Trakoséan

Dot toebolls  Bakboolleopicis i % “b Wb ek
Tl P. spinidens 204 300 59,5 41 8,1 13,6
T2 P. spinidens 162 453 73,6 53 8,6 11,6
T3 P. spinidens 267 647 70,1 163 17,8 25,2

Ukupno/Total 633 1400 68,8 257 12,6 18,4

Skracdenice: Ni- ukupno izaglih potkornjaka; nm- mortalitet potkornjaka u trup&i¢ima; nb- broj inficiranih
potkornjaka gljivom Beauveria bassiana u trup¢i¢u; nbm%- postotak inficiranih potkornjaka gljivom
Beauveria bassiana od ukupnog uginulog broja potkornjaka u trup¢i¢ima

Abbreviations: Nj- total emerged bark beetles; n,- mortality of bark beetles in the bolds; ny- number

of infected bark beetles with Beauveria bassiana in bolds; npm%- percentage of infected bark beetles

with Beauveria bassiana from the total dead beetles in the bolds

Iz trup&iéa dopremljenih iz Litori¢a i inkubiranih 20. listopada 2007. godine
prvi potkornjaci su poceli izlaziti nakon 23 dana (Slika 3. 14.). Od tada je izlaZenje
za P. spinidens trajalo 18 (do 13. prosinca), a za P. curvidens 23 dana.

Sveukupan broj potkornjaka u inkubiranim trupcié¢ima iznosio je 3.501, $to je
11,2-28,3 potkornjaka po dm? ili prosje¢no oko 16 potkornjaka/dm? (Tablica 1.).
Ako se to prerac¢una prema prosje¢nom promjeru trup¢ic¢a u pokusu koji je iznosio
40cm, onda to odgovara prosje¢nom stablu jele starosti 90 godina i visini 24m
(Klepac 2001) u kojem bi ukupan broj jedinki potkornjaka bio oko 20.000 (u
obrac¢un uzeto 20m visine buduéi da je na vrhu stabla kora tanka i u tom su dijelu
zastupljenije vrste P. vorontzowi i Cryphalus piceae Ratz.

Usporedba omjera spolova kod vrste P. spinidens ukazuje na razlike izmedu
lokaliteta. Dok je omjer muZjaka i Zenki u Trako$¢anu od 0.5-0.9, na Litori¢u je
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Tablica 3. Mortalitet i infekcija potkornjaka gljivom Beauveria bassiana u trup&i¢ima
iz Litori¢a inkubiranih u klima komori
Table 3 Mortality and Beauveria bassiana infected bark beetles incubated in clima chambers
from logs from Litori¢

Labelof thebolds Bk boetleopeces. % i mho e

T4 P. spinidens 302 210 41,0 4 0,7 1,7
P. curvidens 33 22 40,0

Ts P. spinidens 451 372 45,2 55 6,1 13,2
P. curvidens 34 44 56,4
Ukupnoy/Total 820 648 44,1 316 21,5 48,7

Skracenice: kao Tablica 2.
Abbreviations: like in Table 2

bilo vise muzjaka: 1,2-1,6 (Tablica 2.). Omjer spolova kod vrste P. curvidens jako
je varirao izmedu inkubiranih trupcica pa je taj omjer iznosio na jednom 0,6 a na
drugom 1,6. U odnosu na ukupan broj potkornjaka, omjer spolova iznosio je 1:1
(Tablica 1.).

Disekcijom vise od 1.400 jedinki obiju istraZivanih vrsta potkornjaka utvrdeno
je nekoliko vrsta patogena (Pernek i dr.-u pripremi), ali niti jedna zaraza gljivom B.
bassiana. Nakon okoravanja i pregledavanja potkornjaka pod korom utvrden je re-
lativno visok mortalitet koji je bio izmedu 60 i 73% od ukupne populacije u
trupci¢ima iz Trako$¢ana i izmedu 40 i 56% iz Litoric¢a (Tablica 2., Tablica 3.).

Mortalitet uzrokovan zarazom gljive B. bassiana gledano na kompletnu popula-
ciju potkornjaka pod korom trupcica kretao se u vrijednostima 8,1-17,8% u Tra-
ko§¢anu (Tablica 2.), odnosno 0,7-6,1% u Litori¢u (Tablica 3.). Promatraju li se
samo uginuli potkornjaci, onda je udio onih koji su stradali od gljive B. bassiana bio
11,6-25,2% u Trako$¢anu (Tablica 2.) odnosno 1,7-13,2% u Litori¢u (Tablica 3.).

RASPRAVA
DISCUSSION

P. spinidens i P. curvidens dvije su vrste jelovih potkornjaka koji genetski nisu
srodni kao vrsta P. curvidens i P. vorontzowi (Pernek i dr.-neobjavljeno), ali dijele
deblju jelovu koru kao zajedni¢ku Zivotnu ni§u. Prema rezultatima ovog istraZi-
vanja, prisutnost vrste P. spinidens u jelovim Sumama Hrvatske daleko je ¢e$éa
nego prisutnost vrste P. curvidens, $to odgovara i starijim literaturnim podacima
(Kovacevic¢ 1956).

Na temelju dobivenog rezultata prosje¢nog broja potkornjaka po dm? i omje-
ra spolova koji je priblizno 1:1 (Tablica 1.) te prosje¢no 50 jaja koje odlaze Zenka
(Maksymov 1950) moze se izracunati bioticki potencijal potkornjaka. Od 8 Zenki
na dm” u idudoj generaciji (F1) ocekuje se 400 jedinki potkornjaka, ¢ijih 200 Zenki
u iducoj generaciji (F2) formira novij jedinki 10.000 potkornjaka, od kojih zatim
5.000 Zenki odloZi 250.000 jaja (F3). Kako ovi kukci imaju 2 generacije godi$nje,
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od S trupcica iz ovog pokusa &ija je povriina kore iznosila ukupno 226,5 dm* po-
tencijalno bi se moglo ocekivati 250.000 potkornjaka u sljedeéem vegetacijskom
razdoblju. Drugim rijedima, stablo starosti 90 godina i promjera 40 cm dCija
povrsina kore iznosi 1260 dm?* sadrzi 20.000 potkornjaka koji bi u F3 generaciji
dali 12.500.000 potkornjaka, a koji bi za svoj normalni razvoj morali naseliti oko
600 jelovih stabala. Treba napomenuti kako se ovaj obracun i interpretacija te-
melji na malom uzorku (2 stabla), ali ipak pokazuje velik bioti¢ki potencijal ovih
vrsta. Obracun treba umanjiti za iznos mortaliteta za kojeg je utvrdeno da je rela-
tivno visok (44 odnosno 69%; Tablica 2. i 3.). Dakle pola jedinki potkornjaka ne
uspije zavrsiti svoj razvoj. Isto tako, potkornjaci koji su uspjeli izaéi iz floema kao
odrasli kukei stradavaju od bolesti kojima su inficirani jo§ unutar kore (Pernek i
dr.- u pripremi), a zatim stradavaju od razli¢itih antagonista, losih vremenskih uv-
jeta, nedostatka hrane itd. To je razlog zasto ipak ne dolazi do ostvarenja scenarija
iz gore navedenog obracuna gdje od jednog napadnutog stabla narednog vegeta-
cijskog razdoblja taj broj raste na 600. Pa ipak, ako se broj reducira i za 90%, jo$
uvijek se dobije 60 napadnutih stabala, §to ukazuje na vaZnost smanjivanja broja
jedinki potkornjaka raznoraznim zastitnim mjerama.

Moguéi razlog zbog kojeg medu disekcijom analiziranih potkornjaka nije
nadena niti jedna jedinka inficirana gljivom B. bassiana je §to su kukci najéesée hi-
stoloski obradeni unutar nekoliko dana pa se bolest nije stigla razviti do stadija
koji omoguduje pouzdanu identifikaciju patogena. Svakako, potrebno je uvaziti
moguénost da je odreden broj ipak bio zaraZzen. To znadi da je broj kukaca realno
inficiranih gljivom bio visi nego $to je dobiven ovim istraZivanjem. lako nema po-
dataka za jelove potkornjake, kod primjerice smrekinog pisara prirodni mortalitet
uzrokovan gljivom B. bassiana iznosi 10-18% (Kreutz i dr. 2004). Prema rezultati-
ma tog istrazivanja inficirani kukci ugibali su prosje¢no za 4-5 dana, a mortalitet
nakon 7 dana iznosio je visokih 99-100%.

Iz prakti¢nih razloga vazno je shvatiti da postoji mnogo razli¢itih ¢imbenika
radi kojih potkornjaci stradavaju i ne uspiju ostvariti svoj bioti¢ki potencijal u pot-
punosti. To znac¢i da svako potpomaganje takvih ¢imbenika od strane Covjeka
predstavlja doprinos u integriranom pristupu koji slicno kao u prirodi, smanjuje
bioti¢ki potencijal potkornjaka. Sto su pojedine komponente naglasenije to ¢e
zastitne mjere biti uspjesnije. To govori u prilog kako primjena lovnih stabala i fe-
romona kao komponenta integrirane zatite Suma nije beznacajna.

S obzirom da je utvrden relativno visok mortalitet potkornjaka vezan uz mi-
kozu koju izaziva B. bassiana to ée jaanje prisutnosti gljiiva u hodniku ujedno
znaditi smanjenje populacije. Kako je optimalna temperatura za sazrijevanje koni-
dija B. bassiana 25°C (Hallsworth i Mayer 1999) stavljanje zaraZzenog stabla u tak-
ve temperaturne uvjete povecava biotic¢ki potencijal mikoze.

Provedeno istraZivanje i istrazivanja drugih autora ukazuju na znacajan poten-
cijal gljive B. bassiana u biolo§kom suzbijanju potkornjaka, pogotovo ako se u
prakti¢noj primjeni upotrijebe domadi (lokalni) sojevi (Kreutz i dr. 2004).

Iz rezultata je takoder vidljivo kako je na lokalitetu Trako$éan potencijal glji-
ve B. bassiana mnogo jaéi od onoga na lokalitetu Litorié. S obzirom na mali uzo-
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rak, nije potpuno jasno da li se jacina infekcije moZe dovesti u vezu sa manjim Ste-
tama zabiljezenim na jeli u Trako$¢anu u odnosu na Litori¢ (podaci IPP
2003-2006).

Kako je pojava patogena na potkornjacima vezana uz kompleksno povezane
¢imbenike kao $to su: mikroklima, nadmorska visina, gustoéa populacije, broj ge-
neracija godiSnje, prisutnost alternativnog domacina, doba godine, za bolji uvid u
ove meduodnose potrebna su daljnja istraZivanja. Dobri ucinci sa gljivom B. bas-
siana postizu se s relativno niskom koncentracijom konidija 10x10* kod vrste .
typographus (Doberski 1981, Wulf 1983), pa se ne treba iskljuciti sli¢cna mo-
guénost redukcije populacije i kod jelovih potkornjaka.

Buduéa istrazivanja trebat Ce teZiti pronalazenju alternativnih domadina za pa-
togena koji bi mogli biti prenositelji, a vazno ¢e biti naéi odgovore na pitanja o
prijenosu, brzini djelovanja i perzistenciji gljive u prirodi.

Provedeno istraZivanje trebalo bi doprinijeti u buduéim istraZivanjima najpa-
togenijih izolata gljive jer je poznato kako su spore B. bassiana iz areala samih pot-
kornjaka najvirulentnije (Kreutz i dr. 2004).
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INFLUENCE OF THE ENTOMOPATHOGENIC FUNGI BEAUVERIA
BASSIANA ON THE MORTALITY OF FIR BARK BEETLES PITYOKTEINES
SPINIDENS AND PITYOKTEINES CURVIDENS

Summary

Occurrence of the entpomopathogenic fungi Beauveria bassiana and their influence in
the reduction of Pityokteines fir bar beetle population was studied at two localities in
Croatia.

The mortality of bark beetles at the location Trako$éan was 60-73% while 41-45% at
Litorié. The mortality rate caused by the fungi B. bassiana in Trakoséan was between 11,6
and 25,2%, and in Litorié between 1,7% and 13,2%.

The aim of this study was to obtain first information about the fungi B. bassiana in fir
bark beetle population in Croatia and build a basis for future research of fungi isolates
which can be used in biological control measures against fir bark beetles.

Key words: insect pathogens, Abies alba, biological control measures, fir decline
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