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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.
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1. Problematika
1.1. Mniska vel'kohlava

Mniska velkohlava Lymantria dispar (L.) 1758, patri do radu Lepidoptera, ¢elad Erebidae, podcelad
Lymantriinae, ktora je u nas zastipena 15 druhmi (Pastoralis et al. 2013). Aredl jej rozSirenia zabera
celt Eurdpu 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 stéle
roziruje. Skodca sposobuije defoliaciu stromov v obdobi konca méja — jiin. Poskodenie méze mat ne-
gativny dopad na stabilitu porastov, zniZuje vitalitu stromov a spésobuje naslednti mortalitu vyvolant
pdsobenim sekundarnych Skodcov (McManus & Csoka 2007; Zubrik et al. 2021).

Husenice mniSky velkohlavej su Sirokymi polyfagmi. V naSich podmienkach patria k najviac po-
Skodzovanym druhom Quercus cerris L., Quercus petraca Matt., Quercus robur L., Quercus rubra L.
Tilia cordata Mill., Populus spp. a Salix spp. (Zubrik et al. 2021). Populdacia L. dispar sa vyznacuje vel-
mi radikalnymi medzigenera¢nymi zmenami. Tieto zmeny v pocte jedincov pripadajacich na jednot-
ku plochy nazyvame popula¢nou dynamikou. Prvé zmienky o vyskyte gradacii z naSho uzemia siahaju
az do minulého storocia (Zubrik et al. 2021).

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

1.2. Huhové patogény

K beznym druhom hub, ktoré sa vyskytuja v prirodzenom bioregula¢nom spektre mnisky velkohla-
vej u nés, 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 znacéne limitované a zatial pomerne malo preskimané. Z dalSich druhov hub, ktoré boli
na mniske velkohlavej zaznamenané, su napriklad Aspergilus flavus alebo Paecilomyces farinosus
(Doane & McManus 1981). Najvacsi potencial pre prirodzentl regulaciu populéacie mnisky velkohla-
vej maju v8ak najma 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 Honsa v Japonsku. Prirodzeny areal roz$irenia tohto druhu zahfna Japon-
sko, Tichomorsk oblast Ciny, Juznti 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 posobit 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 nedspe$ny (Speare & Colley 1912). Okolo roku 1990 bola
v niektorych populaciach mnisky velkohlavej v USA neocakavane zistena vysoka mortalita htsenic
(Andreadis & Weseloh 1990). Laboratdrne testy potvrdili, Ze mortalitu sposobila E. maimaiga (Ha-
jeketal. 1990). Od tej doby sa huba zacala Sirit v USA a spdsobila kolaps mnohych lokalnych gradécii
§kodcu, pricom na niektorych miestach konkurovala aj doteraz najvyznamnejSiemu patogénu mnisky
velkohlavej v USA — virusu NPV. E. maimaiga sa stala od tej doby jednym z najvyznamnejsich priro-
dzenych patogénov mnisky velkohlavej v USA (Hajek 2007; Tobin & Hajek 2012).

V roku 1999 bola tato huba introdukovana aj do Eur6py — do Bulharska (Pilarska et al. 2000). In-
trodukcia bola uspesna a huba sa nasledne zacala Sirit v Eurdpe. 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 vyltcit, Ze sa na Slovensku vyskyto-
vala uz dlh8iu dobu (Zubrik et al. 2014). Nase experimenty potvrdili vyskyt E. maimaiga na viacerych
miestach Slovenska (Zubrik et al. 2018b).

Huba ma niektoré vlastnosti, ktoré ju predurcuju 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-
ku ¢ast populacie Skodcu (Zubrik et al. 2016).

Cielom tejto Studie bolo spresnit areal roz8irenia 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 Gzemi.

2. Material a metody
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 sterilizovani 96%-nym alkoholom.
Pdda sa odobrala najmene;j z okolia 10 stromov tak, Ze sa lopatkou odobralo cca 100 g pddy zo vzdia-
lenosti nie viac ako 15 cm od péty kmena. Pdda sa nasypala do jedného vrecka tak, aby sa vytvorila asi
1kg vzorka pre danu lokalitu. Zaznamenali sme ¢islo porastu, dielca a GPS stradnice lokality. Vrec-
ka so zeminou sa dopravili do laboratdrii NLC. V laboratdriu 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 feromdénové lapace na vybrané lokality, aby sme zistili pocetnost
samcov mnisky velkohlavej. Pouzili sme lapace typu delta a feromoénovy odparnik typu Lymowit (Wi-
tasek, Rakusko). Lapace sme pravidelne navstevovali a zaznamenéavali po¢et odchytenych samcov.
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2.2. Navrh vhodného spasobu umelej introdukcie spor entomopatogénnej huby E. maimaiga do lokalnych
populacii mnisky vel'kohlavej

V mesiaci oktobersa zaloZil pokus, zamerany na overenie 4 sposobov introdukcie inokula huby E. mai-
maiga. Pripravili sa 251 kvetinace, ktoré sa naplnili sterilnou poddou. Na podu sa naniesli (postrek vod-
nou suspenziou) zimné spory huby E. maimaiga. Na jednu sériu experimentov sa pouzila pdda ziska-
na z kontaminovanej lokality (Parovské Haje, odber oktdber toho istého roka). Odber pddy sa vyko-
nal tak, zZe sa z lokality, na ktorej bola v predchadzajucom roku zisten4 vysoka infekcia lariev mnisky
velkohlavej odoberala pdda v objeme asi 3 kg z okolia priblizne 30 stromov (100 g pody /strom), pri-
¢om sa pdda odoberala z oblasti mensej ako 10 — 15 cm od péty kmena. Pre kazdy variant sa pripravili
3 kvetinace + jedna séria ako kontrola.

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

Oznacenie Opis — sposob oSetrenie jedného 25 1 kvetinaca
Kontrola—neoSetrend, sterilnd poda

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 (Pérovské Haje)

m|g|O|o (>

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

3. Uysledky a diskusia
3.1. RozSirenie huby E. maimaiga na iizemi 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 Gzemi Slovenska pomerne vy-
soka a je na naSom uzemi pomerne $iroko udomacnena (obr. 1).
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Obrazok 1. Rozsirenie huby E. maimaiga na Gzemi Slovenska
Figure 1. Distribution of the fungus E. maimaiga in Slovakia.

Jej rozsirenie v podstate kopiruje rozsirenie mnisky velkohlavej u nas, najmai je grada¢né centra.
Vyskytuje sa hojne vo vsetkych Styroch grada¢nych Gzemiach, ktoré definoval Zubrik et al. (2021).
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Chyba zatial na juhu Podunajskej niziny, kde sa mniSka vyskytuje ostrovéekovite najmi na topoloch.
Pomerne prekvapivy a neoCakavany je jej severny vyskyt v okoli PreSova. Mohlo by to znamenat, Ze
huba méze mnisku velkohlava sprevadzat azZ na sever jej areélu a Ze teda dalSie Sirenie huby napriklad
do Polska by mohlo byt len otazkou ¢asu.

Podrobne sme sa v ramci na$ho vyskumu venovali rozsireniu huby na dvoch tizemiach, v okoli Ma-
laciek na Zahori a v okoli PlieSoviec (obr. 2). Mniska velkohlava je v obidvoch oblastiach rozsirena, 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 spdsobom chranené pred vznikom silnejSej gradacie. V lokalite Malacky sa na-
chadzaju casti, kde je premorenie druhom E. maimaiga nizke a kde sa ned4 zatial ocakavat jej silnejsi
vplyv na populaént hustotu Skodcu.

haga maimaiga

N
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Obrazok 2. Vyskyt huby E. maimaiga na tzemi VLM PlieSovce (vlavo oblast PlieSovce, vpravo oblast Zahorie). Lokality
s vyskytom huby (Cervené kriziky) a lokality bez vyskytu (Cierne kriziky). Vyznacené st 2 zony, 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. Ekologickeé naroky huby E. maimaiga

Na zéklade 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 adajov
programu starostlivosti o lesy. Najvyssi relativny ale aj absolatny vyskyt E. maimaiga bol zaznamena-
ny v porastoch vo veku 80 rokov (obr. 3a, 3b). Je zname uZ z naSich predchéadzajtcich §tudii, Ze s ve-
kom porastu obyc¢ajne rastie aj frekvencia vyskytu E. maimaiga. Je teda hojnejSia v star§ich porastoch.
Najvyssi absolutny vyskyt huby zo vsetkych sledovanych lokalit bol zaznamenany v porastoch so za-
kmenenim 8 a 9. NajvysSie proporcionalne zastipenie vyskytu huby bolo v porastoch so zakmenenim
6. Najvicsi proporcionalny vyskyt bol zaznamenany v porastoch s juhozdpadnou a vychodnou expozi-
nitorovanych lokalit predpokladame, Ze optimalna nadmorska vyska pre vyskyt E. maimaiga je v po-
rastoch 100 — 300 metrov nad morom. S rasticou nadmorskou vySkou klesa zastapenie 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.
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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 po¢etnostou mnisky velkohlavej a pritomnostou huby E.
maimaiga. Frekvencia vyskytu huby je vysSia na lokalitach, kde sa jej hostitel vyskytuje vo vy$sej po-
Cetnosti. Je to o¢akavany vysledok, ktory potvrdila aj analyza dat ziskanych v roku 2021. Plati teda, Ze
¢im je na lokalite vy$§ia pocetnost mnisky velkohlavej, tym vysSia je pravdepodobnost, Ze sa na lokali-
te vyskytuje aj huba E. maimaiga (obr. 5).

Nase zistenia koreSponduju aj s udajmi inych autorov, ktori Studovali vyskyt huby E. maimaiga a jej
vplyv na populaciu $kodcu. Ukazalo sa, Ze v pripade priaznivych podmienok (pritomnost hostitela
vurditej pocetnosti, vhodna pddna a vzdusna vlhkost, pH pddy, nadmorska vyska a pod.) dokaze huba
pocetnost mnisky zasadnym spdsob znizit. Znamy je napriklad vztah medzi aktivitou E. maimaiga
avlhkostou, ¢im vlhkejsie je (resp. v obdobi po dazdi), tym viac azygospor vznikne, narasta produkcia
a emisia konidii, zvySuje sa hustota konidii vo vzduchu, infekcia azygospdrami je vyssia vo vihkom po-
Casi a pod. (Hajek et al. 1990; Hajek 2007).

Aj ked sme v ramci nasho vyskumu potvrdili pomerne plo$né rozsirenie huby E. maimaiga na Uize-
mi Slovenska, neznamena to, Ze sa gradacie mniSky velkohlavej u nas uz v budiicnosti nebudu vy-
skytovat. Nase pozorovania ekologickych narokov tejto huby potvrdili, Ze ma urcité Specifické na-
roky na mikroklimatické podmienky, ktoré mézu jej vplyv na populéciu Skodcu vyrazne obmedzo-
vat. Za priaznivych podmienok mdZe gradécia hostitela vplyvom huby skoncit kolapsom uz v §tadiu
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progradacie a dalSom roku prejst do Stadia latencie. Ak vSak huba neméa optimalne podmienky pre
svoj rozvoj, jej vplyv na pocetnost Skodu méze byt, aj napriek tomu, Ze sa na lokalite vyskytuje, mino-
ritny (Hajek et al. 1990; Hajek 2007; Zabrik et al. 2016).
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Obrazok 5. Porovnanie pocetnosti 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 umele;j introdukcie spor entomopatogénnej huby E. maimaiga do lokalnych
populacii mniSky velkohlavej
Testy ukazali, Ze infekéna schopnost testovanej suspenzie sa zvySuje priamo umerne koncentra-
cii spor, ktoré obsahuje (tab. 1, B, C, D). NajlepSiu u¢innost dosiahol variant D, infikovanych bolo
21,67 % testovanych huasenic. Infikovana pdda z lokality Parovské Haje (E), mala tieZ pomerne vyso-
ku uc¢innost. Husenice v kontrolnej vzorke neboli infikované (obr. 6). Pouzitie spor vo vodnom rozto-
ku (var. B — D), ako aj kontaminovana pdda (E) zaistila prenos huby na novt lokalitu. Kazdy z uvede-
nych variant mozno odporucit ako u¢inny a vhodny spsob 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 sposobom zvySit efektivitu umelej introdukcie huby do novych populécii hostitela.
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Obrazok 6. Priemerny pocet hiisenic infikovanych hubou E. maimaiga v zavislosti na variante osetrenia
Figure 6. Average number of caterpillars infected by E. maimaiga depending on the treatment variant.

52 Aktudlne problémy v ochrane lesa, 1, 2022



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

V ramci Studie vyuzitia entomopatogénnych hub v boji s mniskou velkohlavou L. dispar sme sa zame-
rali najmi na druh E. maimaiga. Dospeli sme k nasledovnym zaverom.

— E. maimaiga je na zemi Slovenska pomerne rovnomerne rozSirend. Jej vyskyt z vicsej ¢asti kopi-
ruje roz$irenie hostitela — mnisky velkohlavej na naSom uzemi.

— E. maimaiga — ma viaceré vlastnosti, ktoré ju priamo predurcuji, aby bola mimoriadne u¢in-
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 pody. Umelé rozsirovanie arealu tejto ne-
povodnej huby vSak naraza na administrativne problémy vyplyvajice zo Zakona o ochrane priro-
dy a krajiny (zakaz rozsirovania nepdvodnych organizmov podla Zakona o ochrane prirody a kra-
jiny €. 543/2002 Z. z.).

— E. maimaiga sana uzemi Slovenska vyskytuje od roku 2013. Tato huba uZz v su¢asnosti zohrava do-
leZita tlohu v prirodzenej bioregulacii mnisky velkohlavej a ma teda doleZité miesto aj v integrova-
nej ochrane lesa proti mniske velkohlavej (Zubrik et al. 2019).
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kdcia vznikla aj vdaka podpore v rdmci Operacného programu Integrovand infrastruktiira pre projekt ,,Centrum
excelentnosti lesnicko-drevdrskeho komplexu LignoSilva“; (kéd ITMS: 3130118735), spolufinancovany zo zdro-
Jov Eurdpskeho fondu regiondlneho rozvoj a pre projekt ,,Vyskum a vyvoj bezkontaktnych metdd pre ziskavanie geo-
priestorovych tidajov za ticelom monitoringu lesa pre zefektivnenie manazmentu lesa a zvysSenie ochrany lesov (FO-
MON)“¢. p. 313011V465. Prdca vznikla vdaka financnej podpore v rdmci projektov APVV-18-0086, APVV-19-
0116 aAPVV-19-0119 financovanych agentiirou APVV a projektu “PROMOLES “- projekt financovany z rozpoc-
tovej kapitoly MPRV SR (prvok 08V0301). Prdca dalej vznikla vdaka financnej podpore z Eurdpskeho fondu re-
giondlneho rozvoja (ERDF) pre projekt ¢. 313011X531 ,,Rozvoj biologicky a biotechnicky orientovanych systémov
ochrany lesov pred domdcimi a nepévodnymi (invdznymi) organizmami .
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