Fixacia spor Beauveria bassiana v polymérnej matrici
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Abstract. The regulation of spruce bark beetle Ips
typographus population by its naturally appearing
predator Beauveria bassiana spp. showed very
hopeful. The low-molecular polyethylene as the
polymeric matrix for B. bassiana spp. conidia
revealed the best attributes for outdoor bio-control
applications. B. bassiana spp. conidia in
homogenous polymeric matrix were applied to Ips
typographus L. and this suspensions caused first
infections in 2 days and death of spruce bark beetles
in 11 days of approximately 85% at concentrations
107 per ml polymer matrix.

Uvod

Podkornik lykozrat smrekovy (Ips typographus)
patri medzi najvyznamnejsSich Skodcov ihli¢natych
lesov. Vynikajice podmienky pre jeho Sirenie po
veternej kalamite vo Vysokych Tatrach v r. 2004
mali za nasledok jeho premnozenie, v dosledku
¢oho doslo k dramaticky rozsiahlemu usychaniu
smrekov v tejto lokalite. Snaha o regulaciu
pocetnosti lykozruta sa uberala viacerymi smermi.
Jednym z nich bol vyvoj jednoduchych lepovych
lapacov s pridavkom feromonu, kde sa lykozrat
zachytaval na platnic¢ke, opatrenej lepom o vysokej
adhéznej pevnosti. No ako sa ukazalo, lykozrut sa
na tychto platnickach dokazal sice vel'mi, vel'mi
pomaly, ale predsa len postuvat’, az nakoniec lepovi
plochu opustil. Znamena to, ze ani tie najpevnejsie
lepy nanesené v §tandardnej hribke okolo 100g/m?
nie su schopné trvale lykozruta zachytit’ a pripttat’.
To je mozné iba v dvoch pripadoch — ak je nanos
lepu nad 700g/m*  kedy uz lep zrejme vnika
lykozratovi pri  jeho lezeni do dychacieho
ustrojenstva, alebo — ato je zaujimavé — ak je lep
naneseny v pasikoch sviac ako 4mm medzerami.
Lykozrat sa vie presunit’ po lepiacom povrchu az
k rozhraniu, tam vSak zastane, pretoZe sa nevie
svojimi prednymi ndzkami zachytit’ na hladkom
substrate, ktorym je najcastejSie polymérna folia,
a nemdze tak pokracovat v lezeni.

Pokrok Vo vyvoji metod produkcie
entomopatogénnych huib, ich stabilizacie, aj ich

aplikacie umoznil formulaciu novych
biopesticidovych produktov na baze
entomopatogénnych hub. Tieto preparaty st

z environmentalneho hl'adiska podstatne
vyhodnejSie nez stale eSte extenzivne vyuZzivané
chemické prostriedky, kedze vzhladom na
charakter ich aplikdcie a biologickii podstatu
nemaju negativny dopad na zivotné prostredie.

K regulacii pocetnosti populacii lykozruta

smrekového sa ukazuje byt najvhodnejsia
entomopatogénna huba Beauveria bassiana.
V najjednoduchs$om systéme sa spory vo forme
zmacateI'ného pudru aplikuju do feromdnovych
lapacov. Hmyz prilakany feromonom sa infikuje
Sporami huby a po jeho tniku z lapaca sa stava ich
nositelom. Spory na povrchu tela hmyzu vyklicia,
rastiice hyfy preniknt do tela postihnutého jedinca
a v priebehu niekolkych dni ho usmrtia. Aplikacia
spor vo forme jemného prasku ma vSak viacero
nevyhod a nie je prili§ vhodnd ani
z environmentalneho hladiska. Vietor postupne
roznasa spory zo zariadenia do okolitého prostredia,
¢o ma negativny dopad na spolo¢enstvo hmyzu
v okolitej prirode. Navyse dazd’'ova voda, ktora sa
dostava do aplikaénych zariadeni vyrazne znizuje
zivotaschopnost’ spor a tym aj ich ucinnost’.
Pre zabezpedenie vysokej efektivity, aj selektivity
tejto metddy bolo treba =zaistit’ dostato¢ne dlhu
zivotnost’ spor Beauveria bassiana a ich spol'ahlivy
prenos na lykozrata. Imobilizécia spor do vhodnej
polymérnej matrice malo prispiet’ k obidvom tymto
cielom.

Pouzité metodiky a materialy

K meraniu adhéznych vlastnosti polymérnych
systémov sa pouzil Dynamometer Instron 4301,
doplneny  pripravkom k meraniu  pevnosti
adhézneho spoja v odlupovani (peel test).

Viskozita polymérnych systémov sa merala na
rota¢nom viskozimetri metddou Brookfield
Enkapsulécia spor sa robila na zariadeni Mini spray
— dryer Buechi 190 pri volitelnom  prietoku a
teplote.

Pre pripravu adhéznych povrchov boli pouzité
komeréné PSA, aj adheziva pripravené v
laboratériu na baze kauCukov a oligomérnych
tackiefierov. Ako polymérna matrica boli pouzité
nizkomolekulové polyméry o nizkej hodnote Tg.
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K enkapsulacii spor Beauveria bassiana sa pouzili
vodné roztoky prirodnych aj syntetickych
polymérov (dextrin, 8krob, polyvinylpyrolidon,
polyvinylalkohol a i), povrchovo aktivnou latkou
bol Tween 20. Dispergacia spor v roztokoch sa
zabezpecovala pdsobenim ultrazvuku po dobu 10
min.

Vysledky a diskusia

Adhézne vlastnosti komerénych PSA lepidiel.

Vzhladom na planované primarne vyuzitie tychto
lepidiel k odchytu  hlodavcov st ich
najvyznamnejSie parametre: Load at tensile strength
a Energy at tensile strength, ktoré hovoria aku silu
musi zivoCich vyvinat, aby sa mohol odputat’ od
lepidla a kol’ko energie na to spotrebuje.

Merania boli vykonané na pristroji Dynamometer
Instron 4301

posuv hlavice: 10mm/min.

Teplota: 25°C.

Hodnoty uvedené v tabulke boli ziskané ako
priemer nameranych hodnét zo Styroch merani.

Trapcoll Trapcoll All Ratrap
B A Trap

Load at tensile | 316,64 422,41 381,48 | 458,59
strength (N)

Energy at | 54,2 62,16 53,21 88,43
tensile strength
(mJ)

Aplikacia spor v polymérnej matrici

Ako polymérna matrica poslazili nasledovné
polyméry: (a) nizkomolekulovy polyetylén, (b)
polybutén, (c) PVAL Sloviol 88-100, 14% vodny
roztok, (d) hydrolyzat kolagénu. Polymérne
materialy boli zvolené, alebo upravené tak, aby ich
viskozita lezala v rozmedzi 20.000 - 50.000 mPa.s,
kedy mozno ocCakavat’ ich dostato¢né ulpievanie na
nozickach a tele leziceho hmyzu.

Pritom prvé dva materialy (a, b) st nepolarne a teda
hydrofébne a vykazuju navySe pseudoplasticitu,
posledné (c, d) st polarne. Mohol sa tu teda
prejavit’ vplyv polarity prostredia na zivotnost spor.
Ztohto pohladu sa napokon wukazali byt
vyhodnejsie hydrofobne polymérne materialy.

Ako optimalny pre regulované uvolfiovanie spor sa
napokon ukazal systém, zalozeny na jedno, alebo
dvojzlozkovom termoplastickom materiali,
obsahujucom polymérnu zlozku s parametrami
rozpustnosti okolo 20 (J/m%)*2. Tejto, aj viskozitnej
poziadavke vyhovuje nizkomolekulovy polyetylén
o molekulovej hmotnosti 450 — 4000, alebo
atakticky polypropylén o molekulovej hmotnosti

550 - 5000 Druhou zlozkou moézu byt alkany C11
az C18.

Termicky upraveny termoplasticky material vyssie
uveden¢ho zlozenia vytvara spolu sV iiom
zapracovanymi spoérami multikomponentny systém,
v ktorom v dosledku vzajomnych interakeii si spory
uchovavaji dlhu Zivotnost’ (v chladni¢ke pri 8 °C
po 9tich mesiacoch pokles viability na 62 %), na
druhej strane parametre polymérneho systému st
zvolené tak, ze pri kontakte hmyzu s jeho
povrchom dochadza k uchyteniu polyméru na jeho
koncatinach, pripadne aj ostatnom tele a tak nielen
7ze je tento hmyzi jedinec vystaveny ucinku
patogénnej huby, ale ju moze zavliect' aj medzi
inych, dovtedy este neinfikovanych prislusnikov
svojho druhu.

Velmi dobré vysledky sa v laboratoriu dosiahli
S nizkomolekulovym polyetylénom ako matricou
pre konidie Beauveria bassiana o koncentrécii 10/
ml. Z tohto materalu bol vytvoreny film o hrubke
0,1 mm, cez ktory museli lykozrity prejst. Po
dvoch dnioch sa unich objavili znamky infekcie
a do 11 dni 85 % jedincov zahynulo.

Enkapsulacia spér Beauveria bassiana

Cielom enkapsulacie spér bolo predizenie ich
virulentnosti, zlep$enie odolnosti vo¢i UV ziareniu
a v neposlednom rade zlep$enie manipulacie s nimi.
Koncentracia sp6r bola 20 mg v 100 ml roztoku. Ph
roztokov bolo vzdy v rozmedzi 7,0 — 7,5. Prietok
pocas enkapsulacie bol voleny tak, aby pri danej
teplote (30 — 50 °C) sa ziskaval suchy produkt. Pri
niektorych experimentoch sa spdry oznacili
pomocou fluorescenéného farbiva (fluorescein
izotiokyanat, FITC), ¢o umoznilo stanovit' ich
distribuciu v polymérnych Casticiach.

Velkost' Castic sa merala pomocou optického
mikroskopu aich morfologia pomocou
elektronového skenovacieho mikroskopu (SEM).
Zistilo sa, ze Castice maju nepravidelny ovalny tvar
o velkosti 0,01 — 0,25 mm podl'a podmienok ich
pripravy, pricom samotné spory maji rozmer 0,002
mm.

Zaver

Lykozrata smrekového nemozno trvale zachytit
pomocou vykonnych polymérnych adheziv, okrem
Specialnych podmienok.

Polymérne adhézne systémy je mozné pouzit' ako
matricu pre spory entomopatogénnej huby
Beauveria bassiana. V st¢innosti s feromonovym
lapatom sa tak ziska efektivny prostriedok
k likvidacii lykozratov.



Spory mézu byt do polymérnej matrice vmiesavané
priamo, alebo pohodlnejsie vo forme kapsuli.
Problém hodnotenia uéinnosti likvidacie Lykozruta
smrekového za vyuZitia entomopatogénnej huby
Beauveria bassiana v teréne spociva vtom, Ze
k thynu lykozrutov nedochadza v lapa¢i. Tam sa
len zabezpe¢i ich spolahlivé infikovanie hubou
anasledne umozni ich odlet. Infikované jedince sa
vratia do prirody, kde napokon hynu.
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