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IZVLECEK

Zatiranje plodove vinske musice (PVM) (Drosophila suzukii
(Matsumura, 1931), Diptera, Drosophilidae) je tezavno, ker
ima vrsta izjemen razmnozevalni potencial, je polifagna in ima
ostro nazobcano leglico, s katero lahko predre povrhnjico
zdravih plodov, v katere nato izleze jaj¢eca. Poleg tega se
odrasle zerke lahko zabubijo v tleh, kjer so zavarovane pred
insekticidi. Nasa hipoteza je bila, da bodo talne glive, ki so
patogene za zuzelke, znatno zmanjSale izleganje music iz
okuzenih bub PVM. Bube PVM smo okuzevali z vec
entomopatogenimi in talnimi glivami: a) v substratu,
okuzenim s konidiji gliv, b) z neposrednim nanosom
suspenzije gliv na bube ter ¢) z namakanjem bub v suspenzijo
gliv. Gliva Metarhizium brunneum Petch izolat H.J.S. 1154 je
znatilno zmanjsala izleganje PVM v okuZenem substratu,
bioinsekticid Naturalis (na podlagi entomopatogene glive
Beauveria bassiana (Bals.-Criv.) Vuill.) pa v poskusih
neposredne izpostavitve. Poskus namakanja bub v suspenzijo
gliv, s katerim smo Zeleli dolo¢iti ICsy izleganja bub, je bil
neuspeSen. Sklepamo, da je razvojni stadij bube PVM
prekratek, da bi glive izrazito vplivale na izleganje odraslih
osebkov PVM. Skladno z nasimi rezultati in objavljeno
literaturo, bi bilo smiselno preuciti potencial entomopatogenih
gliv v biotinem varstvu neposredno na odraslih osebkih
PVM.

Kljuéne besede: bioti¢no varstvo rastlin; entomopatogene
glive; jagodiCevje; Skodljivci; talne glive; virulenca;
zuzelke
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ABSTRACT

SUSCEPTIBILITY OF SPOTTED WING DROSOPHILA
(Drosophila suzukii (Matsumura, 1931)) PUPAE TO
ENTOMOPATHOGENIC FUNGI

Spotted wing drosophila (Drosophila suzukii (Matsumura,
1931), Diptera, Drosophilidae) management is difficult mainly
because of its short generation time, polyphagy and serrated
ovipositor, but also because its larvae can pupate in the
orchard soil and are thus protected from insecticide
applications. We hypothesized that insect-pathogenic soil
fungi could successfully infect Drosophila suzukii pupae in
soil environment. We tested several entomopathogenic or soil
fungi against pupae in a) conidia-spiked soil, b) via direct
applications of conidia, and c) by dipping pupae into conidial
suspensions. Metarhizium brunneum Petch strain H.J.S. 1154
significantly reduced fly emergence in conidia spiked soil and
bioinsecticide Naturalis (based on entomopathogenic fungus
Beauveria bassiana (Bals.-Criv.) Vuill. in direct exposure
tests. Our attempt to determine 1Cs, of pupal hatching rate by
dipping D. suzukii pupae into conidial suspensions was
unsuccessful. We conclude that the pupal stage is probably too
brief to allow entomopathogens to cause a significant
reduction of fly emergence. According to our results and
published articles, the fungal biocontrol potential would
probably best be evaluated in spray applications against adult
flies.

Key words: biological control; entomopathogenic fungi;
insect-pathogenic soil fungi, insect; organic; pest; soft
fruit; virulence
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Jaka RAZINGER in sod.

1UvOD

Plodova vinska musica (PVM) (Drosophila suzukii
(Matsumura, 1931), Diptera, Drosophilidae) izvira
iz Azije in je od I. 2008 zastopana v Severni
Ameriki in Evropi, kjer povzrota Skodo na
jagodievju (Cini in sod., 2014). Od ostalih
sorodnih vrst vinskih music, ki se prehranjujejo na
gnijo¢ih in poskodovanih plodovih, se samice
PVM razlikujejo po ostro nazobCani leglici, s
katero lahko samice odlagajo jajceca Vv
neposkodovane zorece plodove in povzrocijo vecje
izgube pridelka (Lee in sod., 2011). V domaci
strokovni literaturi sta o Skodljiveu in moznih
nacinih njegovega zatiranja Ze pisala Bohinceva in
Trdan (2014).

PVM se razmnozuje hitro in ima skozi celo rastno
dobo na razpolago Stevilne gostiteljske rastline,
zato je njeno zatiranje oteZeno. Poleg tega lahko
dorasle zerke zapustijo plod in se zabubijo v tleh
sadovnjaka, Kjer so varne pred insekticidi
(Cuthbertson in sod., 2014a). Proucéevanih je bilo
ze veC strategij varstva v nasadih ameriskih
borovnic, jagodnjaka, malinjaka (e.g. Bruck in
sod., 2011; Van Timmeren and Isaacs, 2013) in
drugih sadnih vrst, toda pri ekoloski pridelavi sadja
je raba insekticidov mo¢no omejena, poleg tega
njihova raba negativno vpliva na Kkoristne

organizme. Vec raziskav v svetu je bilo usmerjenih
v proucevanje parazitoidov in plenilcev (Chabert in
sod. 2012; Gabarra in sod. 2015; Rossi Stacconi in
sod. 2015; Woltz in sod. 2015), entomopatogenih
ogorc¢ic (Cuthbertson in sod., 2014b; Gargani in
sod.,, 2013; Woltz in sod., 2015) in
entomopatogenih gliv (Naranjo-Lazaro in sod.,
2014) z namenom ucinkovitega biotiCnega
zatiranja PVVM. V nobeni od omenjenih raziskav pa
niso neposredno preizkuSali vpliv izolatov
entomopatogenih gliv (EPF) na razvojni stadij
bube PVM.

Nasa hipoteza je bila, da lahko entomopatogene
glive uspesno okuzijo bube PVM v testnem
substratu. Znano pa je, da so lahko, poleg
entomopatogenih gliv, tudi talne glive patogene za
zuzelke, kar smo Ze dokazali na zgledu kapusove
muhe Delia radicum (Linnaeus, 1758) (Razinger in
sod., 2014a, b). Cilji raziskave so bili dolog¢iti
zmanjsanje izleganja musSic a) zaradi posredne,
substratne, izpostavitve glivam in b) neposredne
izpostavitve glivam, ter c¢) dolociti inhibicijo
izleganja (ICsg) bub prek namakanja bub v
suspenziji ~ konidijev  razli¢nih  talnih  in
entomopatogenih gliv.

2 MATERIALI IN METODE

2.1 Nanos gliv in bioinsekticidov

Preskusali smo glive Metarhizium brunneum Petch
(izolata H.J.S. 1154 in 1868), Trichoderma
atroviride Bissett (izolat 1873), Clonostachys
rosea (Link) Schroers (izolat 1884), in Beauveria
bassiana (Bals.-Criv.) Vuill. (izolata 2121 and
2122). V poskusih smo konidije dodajali testnemu
substratu v vodni suspenziji. Glive smo gojili ter
preverili viabilnost konidijev, kot je opisano v
Razinger in sod. (2014b). Bioinsekticid Laser 240
SC (as. spinosad, 22,75 % w/w, Dow
Agrosciences, Dunaj, Avstrija) smo uporabili kot
pozitivno kontrolo. Bioinsekticid Naturalis (a.s. B.
bassiana, 2,3 x 10° CFU ml?*, Andermatt
biocontrol AG, Grossdietwil, Svica) smo uporabili
kot referencni bioticni pripravek. Neionski
detergent Tween 80 (0,1 %) smo uporabili kot
negativno kontrolo.
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2.2 Gojenje plodove vinske musSice

PVM smo gojili v 30%x30x30 cm plasti¢nih
insektarijih v komori v nadzorovanih razmerah:
dan:no€ 14:10 h pri 21 °C in 77 = 3 % RH. MusSice
so imele na razpolago vodovodno vodo ter umetno
hrano (20 g agarja, 20 g sladkorja, 10 g pSenicne
moke, 50 g suh pekovski kvas, 500 ml vodovodne
vode, 400 g naribanih ekoloskih jabolk, 500 ml
ekoloskega jabol¢nega soka, 50 ml jabol¢nega kisa
in 4 g nipagina (methyl 4-hydroxybenzoate,
Sigma-Aldrich)), kamor so legle jajceca in v kateri
so se razvijale li¢inke.

2.3 Zasnova poskusov

2.3.1 Substratna izpostavitev bub plodove vinske
musice

Stiristo gramom na zraku posusenega $otnega

komercialnega substrata za presajanje
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(Tonsubstrat, Klasmann-Deilmann GmbH,
Nemcija) smo dodali 40 ml suspenzije konidijev in
40 ml sterilne demineralizirane vode. Substrat s
konidiji smo temeljito premesali s sterilno lopatico
v plasticni posodi, da smo dobili kon¢no
koncentracijo 4x10° Zivih konidijev g* zratno-
suhega substrata. 40-gramske alikvote substrata s
konidiji smo dodali v posamezne 250 ml poskusne
posodice. V vsako posodico smo dodali pet 1-3 dni
starih bub PVM. Pokrove testnih posod smo
preluknjali z iglo. Poskus smo izvajali v enakih
razmerah kot smo gojili musSice (opisano zgoraj).
Vsak dan do osem dni po okuzbi smo belezili
Stevilo izleglih muSic. Neizlegle bube smo
prestavili na vodni agar (1 %) in po sedmih dneh
dolocili stopnjo okuzbe z glivami.

2.3.2 Neposredna
vinske musice

izpostavitev bub plodove

Pet 1-3 dni starih bub PVM smo dali v posamezno
jamico na multi-plos¢i s 6 jamicami. 50 pl
suspenzije konidijev s koncentracijo 1x10° Zivih
konidijev ml* smo odpipetirali neposredno na
bube. Vsak dan do osem dni po okuzbi smo
belezili stevilo izleglih muh. Neizlegle bube smo
prestavili na vodni agar (1 %) in po sedmih dneh
dolo¢ili stopnjo okuzbe z glivami.

2.3.3 Doloc¢anje 50 % inhibicije izleganja bub
(1Cs0)

Deset 1-3 dni starih bub PVM smo namo¢ili v
suspenzije konidijev, 0,1 % Naturalis, ali Tween
80 (0,1 %) kot negativno kontrolo, za 30 s, ob
socasnem rahlem meSanju. PreskuSali smo
naslednje koncentracije suspenzij konidijev: 10°,
10°, 10°, 10%, 10° in O Zivih konidijev ml™. Po
namakanju smo neadsorbirane suspenzije konidijev
ali ostale testne tekocCine odstranili tako, da smo
izpostavljene bube prestavili na sterilne papirne
brisace. Po 10 izpostavljenih bub smo prestavili v

posamezno jamico na multi-plo§¢i s Sestimi
jamicami. V vsako jamico smo dodali 1 g umetne
hrane. Umetno hrano smo zamenjali po 7 dneh, da
smo preprecili razvoj naslednjega rodu PVM.
Negativna kontrola je bila izvedena v Sestih
ponovitvah, ostali postopki pa v treh. Eno
ponovitev je predstavljalo 10 bub v posamezni
jamici. Poskus smo opazovali 0, 2, 3,4, 7, 10 in 16
dni po izpostavitvi (PI) in belezili Stevilo izleglih
music.

2.4 Analiza podatkov

Podatke iz poskusov substratne in neposredne
izpostavitve bub PVM smo analizirali za
normalnost razporeditve z D’Agostino-Pearson
omnibus K2 testom. 1z teh podatkov smo
izracunali parameter 'dolgozivost music', kot
povpre¢je vsote zivih muSic opazenih v vseh
ponovitvah v vseh dneh opazovanj poskusov. Ta
parameter nam je sluzil kot ocena posrednega
vpliva obravnavanj na musSice (odrasle osebke).
Statisticno znacilnost razlik med obravnavanji in
negativno kontrolo smo izrac¢unali z dvosmerno
analizo variance s faktorjema 'Cas po izpostavitvi'
in ' obravnavanje' ter Bonferronijevim post-testom.
Kumulativno stopnjo izleganja smo obdelali z
enosmerno analizo variance in Dunnettovim post-
testom. Podatke iz poskusa Doloc¢anje ICsy smo
analizirali z dvosmerno analizo variance z
dejavnikoma 'koncentracija konidijev' in '¢as po
izpostavitvi' ter  Bonferronijevimi  post-testi
(Gaddum, 1948; Motulsky, 1995). Razlika med
obravnavanji in negativno kontrolo je bila znacilna
pri pogoju P < 0,05, in je oznaCena v grafih oz. v
tabeli z zvezdico (*). Stevilo neodvisnih ponovitev
poskusov in ponovitve v posameznem poskusu so
navedene v naslovih grafov oz. tabele. StatistiCne
analize smo opravili s programom GraphPad Prism
5.00 (GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA,
ZDA).

3 REZULTATI

3.1Substratna izpostavitev bub plodove vinske
musice

Na Stevilo zivih muSic v poskusu substratne

izpostavitve bub je znacilno wvplival cas

izpostavitve (Fg, o> = 389; P < 0.0001) in

interakcija  dejavnikov  'Cas izpostavitve' in

‘obravnavanje' (Fes, 042 = 4,79; P < 0.0001), medtem

ko samo 'obravnavanje' ni imelo znacilnega vpliva
(Fs, 942 = 1,6; P = 0,1210). Bonferronijev post-test
je pokazal znaéilno vecje Stevilo zivih musSic v
kontrolnem  obravnavanju v  primerjavi z
obravnhavanjem B. bassiana (seva 2121 in 2122) na
tretji dan in pri sevu 2122 tudi Cetrti dan po
izpostavitvi (PI). Znacilno manj zivih music v
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primerjavi s kontrolo je bilo v skupinah okuzenih z
glivama C. rosea in B. bassiana (2121) ter
pripravkom Naturalis Sesti dan PL ter glivama M.
brunneum (1868) in B. bassiana (2121 in 2122) ter
pripravkom Naturalis sedmi dan Pl (Slika 1).
Najbolj patogen izolat glive (M. brunneum 1154)
je povzro¢il 15 % (znadilno), bioinsekticid

o

Naturalis pa 5 % zmanjSanje (neznacilno)
celokupnega izleganja muSic v primerjavi s
kontrolno skupino. Obravnavanja niso znacilno
vplivala na parameter 'dolgozivost music' (Tabela
1). Najvec neizleglih in okuzenih bub smo opazili
v skupinah okuzenih z glivama M. brunneum
(1154 in 1868) in B. bassiana (2121 in 2122).

M. brunneum 1154
M. brunneum 1868
C. rosea

T. atroviride

B. bassiana 2121 +* +*

* 40O e

|© B. bassiana 2122
- Kontrola

-&- Naturalis

-¥- Laser

Steilo zivih music D. suzukii
(uporabili smo 5 bub na ponovitev)

/

f
f
f

Dnevi PI

Slika 1: Stevilo zivih music vrste D. suzukii, ki so se izlegle iz bub, vstavljenih v substrat, ki je bil okuZen z
razli¢nimi glivami, ali obdelan z bioinsekticidom, v odvisnosti od ¢asa po izpostavitvi. Zvezdica (*) oznacuje
znacilno razliko od kontrolnih vzorcev (P < 0,05). Predstavljena so povprecja = standardna napaka. Uporabili
smo pet bub na ponovitev. Stevilo ponovitev (N), zdruzenih iz dveh poskusov, je bilo 14. Podatkovne totke na
grafu smo zamaknili do + 0,2 enote za prepreCevanje prekrivanja. Naturalis - bioinsekticid na podlagi glive
Beauveria bassiana izolat ATCC 74040. Laser 240 SC - bioinsekticid na podlagi aktivne snovi spinosad; PI - po

izpostavitvi oz. okuzbi.

Figure 1: The number of living D. suzukii flies emerged from pupae placed into soil inoculated with different fungi
or treated with bioinsecticide. Asterisk (*) denotes a significant difference from control samples (P<0.05). Data
presented are means + standard error. Five pupae per replicate were used. Number of replicates (N) pooled from
two experiments was 14. Data points on the graph were nudged up to + 0.2 units to prevent overlapping.
Naturalis — bioinsecticide based on Beauveria bassiana isolate ATCC 74040. Laser 240 SC- insecticide based on

spinosad; Dnevi Pl — days post infection.

3.2 Neposredna
vinske muSice

izpostavitev bub  plodove

Na stevilo zivih muSic v poskusu neposredne
izpostavitve sta znaCilno vplivala dejavnika
‘obravnavanje' (Fg, go1 = 9,40; p < 0,0001) in '¢as po
izpostavitvi' (Fgs g1 = 184; p <0,0001), hkrati pa
tudi njuna interakcija (Fes, so1 = 2,12; p < 0,0001).
Bonferronijev post-test je pokazal znacilno manj
prezivelih music, v primerjavi s kontrolo, v
skupinah okuZenih z glivo T. atroviride Cetrti dan
Pl, z bioinsekticidom Laser 240 SC peti in Sesti
dan PI in pripravkom Naturalis Sesti dan PI (Slika
2). Obravnavanja so znacilno vplivala na
parameter 'dolgozivost music' pri testu neposredne

128 Acta agriculturae Slovenica, 109 - 1, marec 2017

izpostavljenosti (Fg o9 = 12,2; p < 0,0001). Najbolj
patogen izolat (M. brunneum 1154) je povzrocil 8
% (neznacilno), Naturalis pa 21 % (znaéilno)
zmanjSanje celokupnega izleganja muSic Vv
primerjavi s kontrolno skupino. Skupine zuzelk, ki
so bile okuzene z glivo M. brunneum (1154 in
1868), ter pripravki Naturalis in Laser 240 SC, so
imele znailno manjs$i parameter 'dolgozivost
music', v primerjavi s kontrolo (Tabela 1). Najvec¢
neizleglih okuzenih bub smo opazili v skupinah,
okuzenih z glivami M. brunneum (1154 in 1868),
C. rosea, B. bassiana (2121) in pripravkom
Naturalis.
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Slika 2: Stevilo zivih music vrste D. suzukii, ki so se izlegle iz bub neposredno okuzenih z razli¢nimi glivami ali obdelanih
z bioinsekticidom, v odvisnosti od ¢asa po izpostavitvi. Zvezdica (*) oznacuje znacilno razliko od kontrolnih vzorcev
(P < 0,05). Predstavljena so povpreéja = standardna napaka. Uporabili smo pet bub na ponovitev. Stevilo ponovitev
(N), zdruzenih iz dveh poskusov, je bilo 12. Podatkovne toc¢ke na grafu smo zamaknili do + 0,2 enote za preprecevanje
prekrivanja. Naturalis - bioinsekticid na osnovi glive Beauveria bassiana izolat ATCC 74040. Laser 240 SC-
bioinsekticid, ki temelji na aktivni u¢inkovini spinosad; PI - po izpostavitvi oz. okuzbi.

Figure 2: The number of living D. suzukii flies emerged from pupae directly infected with different fungi or treated with
bioinsecticide. Asterisk (*) denotes a significant difference from control samples (P<0.05). Data presented are means +
standard error. Five pupae per replicate were used. Number of replicates (N) pooled from two experiments was 12.
Data points on the graph were nudged up to + 0.2 units to prevent overlapping. Naturalis — bioinsecticide based on
Beauveria bassiana isolate ATCC 74040. Laser 240 SC — insecticide based on spinosad; Dnevi Pl — days post
infection.

Tabela 1: Parameter 'dolgozivost music', izraéunan kot povpreje vsote zivih music v vseh ponovitvah v vseh dneh
opazovanj poskusov. Zvezdica (*) oznacuje znacilno razlikovanje od negativne kontrole (P < 0,05). Predstavljena so
povpredja + standardna napaka. Uporabili smo pet bub na ponovitev. Stevilo ponovitev (N), zdruzenih iz dveh
poskusov, je bilo 14 v poskusu substratne izpostavitve in 12 v poskusu neposredne izpostavitve.

Table 1: Parameter Fly longevity, calculated as the replicate average of the sum of living flies observed at all observation
days. Asterisk (*) denotes a significant difference from control samples (P<0.05). Data presented are means + standard
error. Five pupae per replicate were used. Number of replicates (N) pooled from two experiments was 14 in soil test
and 12 in direct exposure test.

Obravnavanje Substratna izpostavitev | Neposredna izpostavitev
Dolgozivost music (a.u.) | DolgoZivost music (a.uU.)

M. brunneum (1154) 13,5+0,68 9,8 £0,83*

M. brunneum (1868) 13,8+ 0,81 10,0 + 0,59*

C. rosea (1884) 13,9+0,81 11,4+0,71

T. atroviride (1873) 15,3+0,72 10,4+ 0,73

B. bassiana (2121) 14,8 +£ 0,45 11,5+0,90

B. bassiana (2122) 15,3+ 0,62 12,7+ 0,75

Kontrola 14,9+ 0,70 12,9+ 0,48

Naturalis® 14,1+0,83 9,3+0,67*

Laser 240 SC° 13,0+ 0,77 4,8 +0,39*

® Bioinsekticid na podlagi glive Beauveria bassiana izolat ATCC 74040, uporabljen v priporoceni koncentraciji
0,1% (v/v).

® Bioinsekticid na podlagi spinosada (22,75 % m/m aktivne uinkovine), uporabljen v priporoeni koncentraciji
0,1% (v/v).
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3.3 Doloc¢anje 50 % inhibicije izleganja bub
(1Cs0)

Na stevilo music, izleglih iz bub okuzenih z glivo
M. brunneum 1868 v poskusu dolocanja ICs, je
zna¢ilno  vplivala  'koncentracija  konidijev'
(F6, 110 = 7,94; p < 0,0001) in '¢as po izpostavitvi'
(Fe, 110 = 380, p < 0,0001) ter njuna interakcija
(Fz6, 110 = 2,41; P = 0,0002). Bonferronijevi post
testi so pokazali znacilno manj izleglih music v
primerjavi s kontrolo v skupinah okuzenih z 102
ml™ viabilnih konidijev glive M. brunneum 1868
(v nadaljevanju konidijev) cetrti dan PI, ter v
skupinah okuzenih z 10" konidijev etrti, sedmi in
16. dan PI, 10° konidijev cetrti dan PIL, 108
konidijev &etrti in 10. dan PI in 10° viabilnih
konidijev mI™ 16. dan PI (24% zmanj$anje). Na
Stevilo music, izleglih iz bub, okuZenih z glivo M.
brunneum 1868 v poskusu dolocanja ICs, je prav
tako znacilno vplivala 'koncentracija konidijev'
(Fe, 110 = 3,61; p = 0,0026) in '¢as po izpostavitvi'
(Fe, 110 = 343, p < 0,0001), ne pa njuna interakcija
(Fs, 116 = 1,43; P = 0,0796). Okuzba bub z 10°
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viabilnimi konidiji glive M. brunneum 1868 ml™ je
zmanjsalo Stevilo izleglih music za 8 % 16. dan PI
v primerjavi s kontrolno skupino. Stevilo music,
izleglih iz bub, okuzenih z glivo B. bassiana
(2121) v poskusu dolocanja ICs, je bilo odvisno
od dejavnikov 'koncentracija konidijev'
(Fe,110 = 7,93; p < 0,0001) in '¢as po izpostavitvi'
(Fs, 110 = 246; p < 0,0001) ter tudi njune interakcije
(Fs6, 110 = 2,39; P = 0,0002). Bonferronijevi post
testi so pokazali znacilno manj izleglih muSic v
primerjavi s kontrolo, kjer je bila koncentracija
viabilnih konidijev 10° mI™* &etrti, sedmi, 10. in 16.
dan Pl in pri koncentraciji 10® viabilnih konidijev
ml™ Cetrti dan PI. Okuzba bub z 10° viabilnimi
konidiji glive B. bassiana (2121) ml™ je povzro¢ilo
24 % zmanjsanje Stevila izleglih musSic 16. dan PI
v primerjavi s kontrolno skupino. Namakanje bub
v 0,1 % raztopino pripravka Naturalis je znacilno
vplivalo na izleganje music Cetrti dan PI. 16. dan
PI je bilo 4 % (neznacilno) manj izleglih music v
obravnavanju s pripravkom Naturalis v primerjavi
s kontrolo (Slika 3).
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Steilo music D. suzukii izleglih iz bub pomoéenih v razliéne koncentracije suspenzij konidijev
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Slika 3: Stevilo music vrste D. suzukii, izleglih iz bub, pomog&enih v razliénih koncentracijah konidijev ali obdelanih
z bioinsekticidom, v odvisnosti od Casa po izpostavitvi. Zvezdica (*) oznacuje znalilno razlikovanje od
kontrolnih vzorcev (P < 0,05). Predstavljena so povprec¢ja + standardna napaka. Uporabili smo deset bub na
ponovitev. Standardne napake so izraCunane iz Sestih ponovitev kontrolnih vzorcev in treh ponovitev pri ostalih
obravnavanjih. Naturalis - bioinsekticid na osnovi izolata glive Beauveria bassiana ATCC 74040; Pl - po
izpostavitvi oz. okuzbi.

Figure 3: The number of living D. suzukii flies emerged from pupae dipped into various concentrations of fungal
conidia or treated with bioinsecticide. Asterisk (*) denotes a significant difference from control samples (P<0.05).
Data presented are means + standard error. Ten pupae per replicate were used. Error bars are drawn from 6 in
control and 3 replicates in fungal treatments. Naturalis — bioinsecticide based on Beauveria bassiana isolate
ATCC 74040. Dnevi Pl — days post infection.
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4 DISKUSIJA

V poskusih posredne (substratne) in neposredne
izpostavitve bub plodove vinske musice (PVM; D.
suzukii) smo ugotovili, da glive in bioinsekticida
znacilno vplivajo na izleganje bub s socasnim
pojavom mikoz na vecini neizleglih bub (Slika 1,
Slika 2, Tabela 1). lzpostavljenost glivam je,
Ceprav znacilno, sorazmeroma malo zmanjSala
Stevilo izleglih bub v poskusih z okuZenim
substratom ter pri poskusih z neposredno
izpostavitvijo (izolat glive M. brunneum 1154 je
povzrocil 15 in 8 %, Naturalis pa 5 in 21 %
zmanjSanje celokupnega izleganja muSic v
poskusih z okuzenim substratom oziroma v
poskusih z neposredno izpostavitvijo). Nasa
hipoteza, da bodo talne glive iz rodov
Clonostachys ali  Trichoderma v poskusih
substratne izpostavitve prekasale entomopatogene
glive, je bila zavrnjena, saj je le dobro znana
entomopatogena gliva M. brunneum (sev H.J.S.
1154) znacilno zmanjSala izleganje muSic Vv
okuzenem substratu. To gre morebiti pripisati
kratkotrajnosti razvojnega stadija bube PVM, ki
(entomopatogenim) glivam ne omogoca, da bi v
takSnih razmerah dosegle Zelen ucinek (Cini in
sod., 2012).

Izpostavljenost glivam je imela tudi posreden vpliv
na izlegle musSice, Se posebej v poskusih z
neposredno izpostavitvijo. Musice, ki so se izlegle
iz bub neposredno okuzenih z izolatom glive M.
brunneum (1154 in 1858) ali bioinsekticidoma
Naturalis in Laser 240 SC, so imele znacilno
manjSo vrednost parametra 'dolgozivost music'
(Tabela 1). To je lahko povezano z nanosom
velikega Stevila konidijev na posamezno bubo, saj
so bili konidiji v poskusu neposredne izpostavitve
naneseni neposredno na bube, v primerjavi s
poskusom substratne izpostavitve, Kkjer nismo
opazili znacilnega vpliva na parameter 'dolgozivost
music'. Zanimivo pa smo v poskusu substratne
izpostavitve opazili, da je izpostavitev bub
nekaterim sevom gliv premaknila krivuljo
izleganja v levo, torej so se musSice hitreje razvile
in izlegle, a tudi hitreje poginile v primerjavi z
musicami v kontrolni skupini (npr. izolata glive B.
bassiana, seva 2121 in 2122, Slika 1).
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Doslej je vecina avtorjev testirala komercialne
insekticide na podlagi entomopatogenih gliv (EPF)
ali pa komercializirane izolate EPF proti jajcecem
in/ali  muSicam (odraslim osebkom) PVM
(Cuthbertson in sod., 2014b; Gargani in sod., 2013;
Woltz in sod., 2015), z izjemo Naranjo-Lazaro in
sod. (2014), ki so testirali nekomercialne izolate
EPF Isaria fumosorosea Wize in Metarhizium
anisopliae (Metchnikoff) Sorokin proti odraslim
musicam. Cuthbertson in sod. (2014b), Woltz in
sod. (2015) in Naranjo-Lazaro in sod. (2014) so
porocali, da lahko s prSenjem EPF dosezemo
znacilno povecanje smrtnosti music. Izolati glive I.
fumosorosea Pf21, Pf17 in Pfl5 so povzroéili 85,
60 o0z. 58 % smrtnost 12. dan Pl (Naranjo-Lazaro
in sod., 2014). Bioinsekticid Naturalis (0,3 %
raztopina) je povzro€il 44 % smrtnost music sedmi
dan PI (Cuthbertson in sod., 2014b). Zal pa v teh
¢lankih ne porocajo o vplivu EPF na bube, zato je
primerjava  rezultatov  naSih  poskusov =z
objavljenimi rezultati problemati¢na. Ce vseeno
primerjamo vpliv gliv na izleganje bub z vplivom
na odrasle osebke, vidimo, da imajo glive ve&ji
vpliv na smrtnost odraslih osebkov (smrtnost med
50 in 85 %) kot na izleganje bub (zmanjSanje
izleganja bub za 15 do 21 %). Dodatno smo v tej
raziskavi opazili znacilen posredni ucinek na
odrasle osebke prek izraCuna parametra
'dolgozivost music'. Tako se zdi, da so odrasli
osebki bolj dovzetni za glivicne okuzbe kot bube.
Skladno s tem, nasi izsledki kazejo na vprasljivo
uspesnost potencialne uporabe EPF za obdelavo tal
v sadovnjakih z namenom zmanjSanja populacije
PVM.

Poskus dolocanja ICs, izleganja bub PVM z
namakanjem bub v suspenzijo konidijev gliv M.
brunneum (1154 in 1868) in B. bassiana (2121), je
bil neuspesen. Znacilno manjSe izleganje music je
bilo opazeno pri ve¢ razli¢nih koncentracijah
konidijev ob razliénih ¢asih PI, vendar ta odziv ni
bil odvisen od koncentracije (Slika 3). To je
verjetno najlaze pripisati kratkotrajnosti razvojnega
stadija bube (Cini in sod., 2012).
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5 SKLEPI

Ugotovili smo, da preizkusane glive znacilno
vplivajo na izleganje bub PVM. Znacilno
zmanjSanje izleganja smo opazili pri EPF M.
brunneum in B. bassiana (Naturalis), ne pa tudi pri
talnih glivah iz rodov Clonostachys in
Trichoderma. Primerjava objavljenih rezultatov z
rezultati pridobljenimi v tej Studiji kaze, da imajo

doloCeni mikrobni bioinsekticidi in trenutno
nekomercialni izolati EPF v nadzorovanih
razmerah vecji vpliv na smrtnost music vrste D.
suzukii, v primerjavi z nanosom na bube.
Posledicno bi bilo priporocljivo usmeriti vec
raziskav v testiranje (neznanih) EPF izolatov proti
odraslim musicam.
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