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Kopsavilkums

Masveida kaiteklu savairoSanos daba regulé to paraziti un patogéni. Liela nozime ir
slimibu ierosinatajiem: entomopatog€najiem virusiem, baktérijam un séném. Priezu riisganas
zaglapsenes masu savairoSanas Saules un Térandes meZniecibas teritorijas, radija bitiskus
zaud&jumus. Iesp&jama art prieZu sprizotaja savairoSanas.

Misu darba merkis bija kait€kliem patogéno mikroorganismu (virusu, sénu un bakteriju)
apzinasana mérktiecigai populacija un ekosisttma akumuléto patogénu izmantoSanai, ka ari
virulentu patogénu celmu iegiiSana un genofonda izveidoSana. Empiriskais materials tika ievakts
6 objektos: 4 priezu audzés Kurzemes regiona un 2 priezu audz€s Vidzemes regiona. Patogénu
sastopamibas novertéSanai pielietojam noveéroSanas un mikroskopijas metodes. Mikrofloras
raksturoSanai un izdaliSanai tika izmantota atSkaidijuma metode. Virusu infekcijas aktivizéSanai
tika pielietoti stresa faktori. Virusbrivu populaciju identifikacijai tika lietota L. Jankevicas
optimiz&ta metode.

Izvértejot patogénu sastopamibu risganas zaglapsenes populacijas, secinajam, ka visos
parauglaukumos sastopams kodolu poliedrozes viruss (KPV). KPV aktiva forma izraisa kapuru
mirstibu Enguré — 28,343,4%, Ance — 25,0+2,8%, Paduré - 9,7+1,2%. Valka un Venta KPV
atrodas persistenta forma, ko var aktivizet pielietojot stresa faktorus. Savukart apsekotajas priezu
sprizotaja populacijas KPV aktiva forma sastopams Enguré — tipiska mirstiba 5,0+2,2%, Valka
un Ancg - 2,5+2,0%, savukart persistentd forma Venta un Paduré. Analiz&jot kapuru mikrofloru
noskaidrots, ka baktériju kopskaits dazadu sugu kapuros bitiski atskiras (P<0,05), (5,0+1,6)x10°
sprizotdja kapuros, (3,1+0,9)x10* riisgano zaglapsenu kapuros, attiecigi, (2,7+0,8)x10° un (3,0
+0,1)x10° priezu piacites un ozolu mikenes kapuros. No kaitekliem izdaliti patogéni un nosaciti
patogeéni mikroorganismi. Kodolu poliedrozes virusi izdaliti no 4 kaiteklu sugam. No N. sertifer
izdalitas 15 vizuali atSkirigas baktériju sugas, kas pieder pie 10 ginfim un 7 mikroskopiskas
sénes no 6 gintim. No B. piniarius izdalitas 14 bakterijas un 9 mikroskopiskas sénes no 6 gintim.
Turpmak nepiecieSams veikt eksperimentus izvert€jot jauno izolatu patogenitati.

Pielietojot stresa faktorus izdevies aktivizét poliedrozes tipa virusu priezu riisganas
zaglapsenes, priezu zaglapsenes, iedzeltenas prieZzu zaglapsenes un priezu sprizmesa kapuros.
Vislabakie rezultati iegtti, ka stresa faktorus izmantojot ekstrémas temperatiiras mainas (priezu
risganas zaglapsenes mirstiba 77,3+4,9%, sprizotaja - 96,9+6,0%). Lauka eksperimentos
pieradits, ka Ns KPV preparati ir efektivi riisganas priezu zaglapsenes ierobezotaji. Ns KPV
1993. gada izolata preparativas formas, 15 dienas p&c apmigloSanas, izraisa kapuru mirstibu
81,9+4,0% un 89,8+3,6 %. Savukart B. thuringiensis suspensijas efektivitate 44,4+7,1%. Paraléli

petijumiem uzsakam N. sertifer, B. piniarius un L. dispar savairo$anu un laboratorijas kultiiru
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izveidoSanu, iegiti N. sertifer un L. dispar d&jumi. Virusu latentas un persistentas infekcijas
pieradiSanai sekmigi pielietojam molekularos markierus un laboratorija optimizetu selektivu

metodi.
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1. Ievads

Kaiteklu savairoSanas pédgjos gados rada bitiskus zaud&umus mezsaimniecibai,
pieméram, prieZu rusganas zaglapsenes masu savairosanas Saules mezniecibas (Valkas VVM) un
Térandes mezniecibas (Ventspils VVM) teritorijas. lesp&jama ar1 priezu spriZzotaja savairoSanas.
Masveida kaiteklu savairoSanos daba regulé to paraziti un patogéni. Liela nozime ir slimibu
ierosinatajiem: entomopatogénajiem virusiem [1], baktérijam un séném [2]. Augu aizsardziba
cipa ar kait€kliem musdienas vél joprojam lieto dazadus kimiskus savienojumus — insekticidus,
kuri nodroS$ina atru un efektivu rezultatu. Taja pasa laika tie ievérojami piesarno apkartgjo vidi —
augsni, tdens resursus u.c. Kimiskas izcelsmes pesticidu intensiva izmantoSana nav vélama
Latvijas klimatiskajos apstaklos, kuri raksturojas ar salidzinoSi zemu saules intensitati, kas
paildzina kimisko savienojumu noardiSanas periodu daba. Nemot véra iepriek§ miné&to, Sodien
loti aktuali ir izstradat un ieviest praksé jaunus ekologiski nekaitigus, pietickami efektivus un

ekonomiski rentablus augu aizsardzibas lidzek]us.

Pasaulé mikroorganismi un bakulovirusi tiek sekmigi izmantoti augu aizsardziba.
Nozimigakais mikrobiologiskas izcelsmes produkts ir entomopatogéna bakterija Bacillus
thuringiensis (Bt). Pasaules Veselibas organizacija secindja, ka specifiskas iedarbibas rezultata
Bt produkti nerada nelabvéligu ietekmi cilvékam, citiem mugurkaulniekiem un vairumam ne
mérka bezmugurkaulnieku. A. Smits novéroja kodola poliedrozes virusa infekciju priezu
risganas zaglapsenes populacijas, kas 2005.gada tika apmiglotas ar Dimelin 80 WG.
Mikroorganismu introduc€Sana biocenozg tikai papildina un intensificé daba notiekoSos
procesus, tadel tos iesp€jams izmantot profilaktiskai augu aizsardzibai. Drosa un efektiva
mikroorganismu pielietosana biologiskaja kontrol& pieprasa padzilinatas zinaSanas par patogénu
ekologiju [3]. Lai noskaidrotu to potencialu meza kaiteklu populaciju regulésana, nepiecieSamas
zinasanas par mijiedarbibu starp patogéniem, to saimniekiem, vegetaciju un augsni.

MezZa ilgtspEjigai attistibai nepiecieSami ekologiski nekaitigi kaiteklu populaciju
savairoSanos ierobezojosSi lidzekli, lai samazinatu nepiecieSamibu pielietot kimiskos augu

aizsardzibas lidzeklus un novérstu kaitigo iedarbibu uz biologisko daudzveidibu.



Projekta méerki:
Funkcionalas biologiskas daudzveidibas — kaitékliem patogéno mikroorganismu (virusu,
sénu un bakteriju) — apzinaSana meérktiecigai populacija un ekosisttma akumul&to patogénu

izmantoSanai, un virulentu patogénu celmu iegtiSana un genofonda izveidosana.

Projekta mérku sasniegSanai tika izvirziti sekojosi darba uzdevumi:

1. Izpétit patogénu sastopamibu zaglapsenu un priezu sprizotdja populacijas Ventspils,
Kuldigas un Madonas rajonos iekartotajos 6 parauglaukumos.

2.  Entomopatogénas mikrofloras (bakteriju, sénu) izdaliSana no kaite€klu (N. sertifer,
B. piniarius u.c.) kapuriem un ktinipam.

3.  Stresa faktoru (termisko, fiziologisko, mehanisko u.c.) lietoSana virusu infekcijas
aktivizeSanai.

4. Lauka eksperimenti, veicot zaglapsenes kapuru apmiglosanu ar kodolu poliedrozes
virusu un bakteriju B. thuringiensis, un perspektivu augu aizsardziba izverteésana.

5. legadaties vegetacijas kameru un uzsakt virusbrivas kaiteklu kultiiras uzturésanu.

6.  Virusbrivu populaciju diagnostika, izmantojot molekularos markierus.

7. Vienas zinatniskas publikacijas sagatavoSana.



2. Literaturas apskats

Pasaulé zinami vairak ka 4000 mikroorganismu, kas izraisa augu kait€klu saslim$anu un
regul€ kait€klu savairoSanos daba. Atseviski kukainiem patogénie mikroorganismi tiek sekmigi
izmantoti augu aizsardziba. Pieaugot prasibam péc vides daudzveidibas saglabasanas un
aizsargasanas no talakas kimiskas piesarposanas, pasaulé pievers lielu uzmanibu ekologiski
nekaitigu un ekonomiski rentablu augu aizsardzibas lidzeklu izstradasanai, ar tiem maksimali
aizstajot kimiskos insekticidus. Sie Iidzekli nav orientdti uz totalu kaiteklu iznicinaganu
ekosisteéma, bet gan uz to savairosanas ierobezoSanu zem kritiska kaitiguma sliek$na, tadejadi
nodro$inot pietickamu augu aizsardzibu un sugu daudzveidibas saglabasanos. Pieaugot
prasibam vides aizsardziba un saglabasana visa pasaul€, Eiropas Savieniba izstradatas prasibas

augu aizsardzibas lidzekliem [4].

Entomopatogéno mikroorganismu preparatus misdienas uzskata par videi draudzigiem
bioinsekticidiem un perspektiviem integrétaja kaiteklu apkaroSanas sisttma. Kukainu patogéni,
to izraisitas epizootijas (kait€klu masveida saslimsana) un to pielietoSana plasi tiek pétita ASV,
Kanada, Anglija, Zviedrija, Vacija, Francija un Kina [2, 5, 6, 7]. Pétnieki norada, ka geografiski
attalam kaiteklu populacijam var bt atSkirigi entomopatogéni un to iedarbibas efektivitate, ko
nosaka kaite€kla vietgjas rases specifika, imiinas 1pasibas, baribas auga tips, mikroklimatiskie
apstakli u.c. faktori. Virusu preparati ir pietickami efektivi ka biologiskie insekticidi, un to
ieguve un pielietoSana parasti ir rentabla [8, 9, 10, 11]. K& piem&ru var min&t Gilpinia hercyniae
kodolu poliedrozes virusu, kas ir ilglaicigs kait€klu populaciju regul€tajs un sekmigi tiek
pielietots Kanada [5, 8]. Eiropas Savienibas valstis ka bioinsekticidi atbilstoSi EEC direktivai
91/414 registréti ar1 vairaki sénu Beauveria bassiana, Metharizium anisopliae, Paecilomyces
Sfumorosum un Verticillium lecanii celmi [12]. Vairums patogéno mikroorganismu, ko Sobrid
izmanto biologiskaja kontrolE, ir izdaliti no epidémiskam kukainu populacijam [2, 11, 13].
Mikroorganismiem ka biologiskas augu aizsardzibas Iidzeklim ir sekojosas prieksrocibas: 1) tie
ir specifiski noteiktam kukainu sugam, lidz ar to nav nelabvéligas ietekmes uz augiem, zivim,
putniem, siltasinu dzivniekiem, cilvéku un pargjo entomofaunu [14]; 2) iedarbojas visas kaiteklu
attistibas stadijas; 3) izplatas biocenozés un pasreproducgjas kait€klu populacijas, limitgjot
efektivi konkrétajos klimatiskajos apstaklos [11]. Lai izveidotu mikrobiologiskos preparatus,
vispirms jaatrod un no kait€kliem jaizol€ patog€ni, javeic to savairoSana maksligos apstak]os,

jaizveido augsti virulenti celmi, janosaka to aktivitate visas kukainu attistibas stadijas, japrecizé



to iedarbibas laiks un infekciju ietekméjosie sinergiskie faktori, jaizveido preparativas formas ar

labam tehniskam 1pasibam.

Biologisko augu aizsardzibas panémienu pielietoSana parasti nodroSina kaitigo organismu
savairoSanas intensitates ierobezoSanu zem kritiska sliekSpa, tadgjadi bitiski neapdraudot
kokaugu normalu augS$anu un attistibu, saglabajot ekologisko lidzsvaru daba. Lidz Sodienai
entomopatogénu ekologija ir relativi maz pétita, nav pietickamas informacijas par patogénu
ekologisko un fiziologisko saimnieku rindu [17]. Molekularie un teorétiskie atklajumi un uz tiem
balstitas metodes tick pielietotas ka “ekologiski resursi”, lai izpétitu saimniekkukainu un
patogénu mijiedarbibas aspektus. Pasaulé mikroorganismu diagnostika strauji palielinas
polimerazes kédes reakcijas pielietoSana (PCR), kas balstas uz DNS fragmentu multiplikaciju in
vitro. Molekularie atklajumi un uz tiem balstitas metodes tiek pielietotas patogénu sastopamibas

un izplatibas p&tijumos [18, 19].

Meza kaiteklu Neodiprion sertifer populacijas atrasti dazadi patogéni, visbiezak
sastopamais ir kodolu poliedrozes viruss [20], bez tam no populacijam izdalitas ari Bacillus gints
sporu veidojosas baktérijas un patog€nas sénes Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae,
Paecilomyces fumosoroseus [21, 22]. No citu sugu zaglapseném izdalitas bakterijas -
Streptococcus sp. un Enterobacter cloacae un sénes - Trichothecium roseum, Paecilomyces
farinosus, Fusarium sp., Beauveria bassiana, Aspergillus parasiticus un Entomophaga
tenthredinis [21, 22]. DNS un RNS virusi izdaliti no priezu sprizotaju kapuriem.

Latvija entomopatog€no virusu izraistta saslim$ana noverota tikai 17 kukainu sugam [23,
24, 25], entomopatogeéno s€nu izraisita saslimSana konstatéta 20 laputu sugam, vairakam musu
un vabolu sugam [26]. Pagajusa gadsimta 80. - 90. gados Neodiprion sertifer apkaro$ana
Kurzemes mezniecibas sekmigi tika pielietotas institiita izveidotas Neodiprion sertifer kodolu
poliedrozes virusu preperativas formas [27]. 1994. gada LU Biologijas institita tika izveidota
“Augu kaitek]u daudzumu limitgjoso bioagentu kolekcija”, kura tiek saglabati daba atrastie un
izdalitie patogéni, ka arT selekcijas cela iegtitie mikroorganismu celmi. Tirkulttiras izdaliti vairak

ka 50 patogénu izolati, aprakstitas to morfologiskas un biologiskas 1pasibas.



3. Materials un metodika

3.1. Parauglaukumu apraksti

Izpétei nepiecieSsamais entomologiskais materials tika ievakts 6 parauglaukumos. Cetri
parauglaukumi izvietoti Kurzemé priezu sprizotaja primaras vai sekundaras savairosanas ligzdu
skartas audze€s. Divi parauglaukumi izvietoti Vidzemée - viens parauglaukums izvietots netalu no
Meza pétisanas stacijas ,,Kalsnava”, kur So kaiteéklu masu savairoSanas nav novérota, otrs Valkas
meznieciba. Cetros no izvélétajiem parauglaukumiem (Venta, Padure, Ance un Kalsnava), kops
1990. gada veiktas zemsedzes kontroles ar mérki noteikt priezu sprizotaja blivuma izmainas pa
gadiem. Engures un Valkas parauglaukumi iekartoti priezu risganas zaglapsenes radito bojajumu
uzskaitei. Parauglaukumu visparigs raksturojums un aptuvenas geografiskas koordinates dotas

1.tabula.

1.tabula
Parauglaukumu novietojums un visparigs raksturojums

Parauglaukums Geogr. koordinates AAT Audzes sastavs
X Y un vecums

Venta 57°972" 21°40'58" | Mr 10P91

Padure 57°3'59" 21°47'56.7" | Mr 9P84 1P69

Ance 57°34'51.4" | 22°11'57.5" | Sl 7P86 3P106

Engure 57°9'58" 23°00"20" S1 10P86

Kalsnava 56°41'6.5" | 25°54'39.1" | Mr 10P56

Valka 57°38127" 25°5224" | Mr 10P91

Priezu sprizotaja populacijai Kurzemes parauglaukumos 2004. un 2005.gados bija
noverojams strauj$ pieaugums (1.att.), tomer turpmakajos gados populacijas pieaugums netika
noverots un $aja cikla populacijas maksimuma kiininu blivums zemsega neparsniedza 1 kiininu
uz kvadratmetru. Sprizotaja kiininu svars un, sekojos$i, potenciala augliba saglabajas augsta

Iiment (1.att).
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1.attels. Priezu sprizotaja kiininu blivuma zemsedz€ un matisSu kiininu svara izmainas kops
1990.gada (vidgjas vertibas no 6 stacionariem parauglaukumiem).

Priezu rusganas zaglapsenes populacijas 2008. gada atradas depresijas fazg. Zaglapseni, kas
galvenokart savairojas jaunaudzes, ievacam parauglaukumiem piegulosajas jaunaudz€s. Bez tam
netalu no Ances parauglaukuma Dundagas mezniecibas teritorija tika konstatéta masveida priezu
risganas zaglapsenes savairoSanas (2. att.). Populacijas blivums bija loti liels - 0,5 ha tika ievakti
18 000 kapuri, kuri tika izmantoti kodolu poliedrozes virusa aktivitates parbaudém un virusa

materiala savairoSanai.

2. attls. Jaunaudze netalu no Ances paraglaukuma (Dundagas meznieciba), kur 2008. gada
savairojusies priezu risgana zaglapsene.

Sogad pirmo reizi Latvija tika novérota ozolu mikenes Lymantria dispar masveida
savairo$anas. Kapuri un kiininas tika ievakti Liepajas ezera apkartné netalu no Liepajas

slimnicas.
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3.2. Entomologiska materiala ievakSanas metodes un populaciju blivuma noteik§ana

Entomologiska materiala ievakSanai tika izmantotas standarta metodikas:
= kaiteklu Neodiprion sertifer un Bupalus piniarius kapuru ievakSana dazados Latvijas
rajonos, izmantojot nopurina$anas metodi uz uztvérgjiem vairogiem. Sim mérkim tika
izmantota agropléve (3 x 5 m), ko novietoja uz zemsedzes zem koka vainaga (3. att.);
» kiinipu ievaks$ana, veicot zemsedzes analizi, apsekojot 1 m® lielus parauglaukumus (4.
att.);

= oligu ievakSana, vizuali apsekojot parauglaukumus un citas teritorijas.

3. att€ls. PrieZu sprizotaja kapuru ievakSana ar vairoga metodi.

Kaiteklu populaciju blivumu noteikSanai tika pielietota zemsedzes analize (B. piniarius, N.
sertifer) un priezu atskujojuma pakapes jeb defoliacijas novert€§jums un/vai kaiteklu

d&jumu/ligzdu uzskaite parauglaukumos.
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4. att€ls. Priezu risganas zaglapsenes kiininu ievaksana.

3.3. Patogénu sastopamibas noteikSana zaglapsenu, ozolu miikenes un prieZu spriZotaja
populacijas

Patogénu sastopamibas pétijumiem izvéletajos parauglaukumos tika ievakti kait€klu (M.
sertifer, D. pini un B. piniarius) kapuri. Lymantria dispar kapuri un kiininas tika ievakti
Liepajas apkartné, kur Sogad tika konstatéta masveida savairoSanas. Sastopamibas noverteésanai

izmantojam vairakas metodes:

Novérosanas metode: P&c ievakSanas kapuri tika ievietoti specialos izolatoros

novérosanai. Novérosanai izveéleto kapuru skaits no populacijas blivuma. Kaiteklu baribai tika
izmantoti ar UV lampu debakterizeti baribas augu zari. P& nepiecieSamibas tika ievietoti
papildus baribas augi. Kait€klu mirstibas uzskaites tika veiktas ik pec 2 dienam. Mirstibas
iemesli tika novertéti, veicot miruso kait€klu uztriepju izmekl€Sanu ar gaismas un/vai tumsa
lauka mikroskopu Olympus CX 41, un standarta metodes [28, 29]. Rezultati izteikti %.

Mikroskopésanas metode: Ar raksturigdm saslimSanas pazimém ievakto kaiteklu

hemolimfas uztriepju un viduszarnas preparatu mikroskopija, pielietojot gaismas un/vai tumsa
lauka mikroskopu un standarta metodes [28, 29].

IzséSanas metode:

Kaiteklu preparésana un izs€jumu pagatavosana:
Katra parauglaukuma ievac 10 — 20 kapurus. Kapuru izpem no izolatora, saspiez ta
galvas dalu un uz sekundi iemérc etilspirta, un aizdedzina, péc 2 sekundém liesmu nodzgs [29].

Kapuru ievieto sterila Petri trauka un ar sterilu skalpeli atdala galvu no par€ja kermena. Ar
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sterilu preparéjamo adatu piespiez védera viena gala ar€jo apvalku pie cietas pamatnes un,
izmantojot sterilu pinceti, izvelk zarnu. Zarnu un tas saturu parnes Ependorfa mégené un tam
klat pielej 1 ml sterila @idens. Ar preparéjamo adatu un/vai sterilu stikla irbuliti saturu
homogeniz€. Mikroorganismu skaita noteikSanai p&c vispar pienemtas metodikas pagatavo zarnu
suspensijas decimalatskaidijumus no 1 Iidz 1:1000. Uz barojosa agara uzs€j 1 ml no katras
pagatavotas atSkaidijuma pakapes, uz modificétas iesala ekstrakta barotnes uzsg¢j 0.1 ml no 1
atSkaidijuma.

Barojosa agara barotne (bakterijam): galas ekstrakts 1,5g; galas peptons — 5g; rauga
ekstrakts — 1,5 g; NaCl — 5g; agars — 15g, idens 11. Modificéta iesala agara barotne (séném):
iesala ekstrakts (d =1,028); peptons - 1 g/l; agars - 20g/1.

Kultivé inkubatora 30 +£2 °C; baktériju kolonijas uzskaita 4. diena; sénu kolonijas
uzskaita 10. diena. Rezultatus izsaka koloniju veidojosas vienibas (kvv) uz 1 kapuru.

Morfologiski atskirigas baktériju un sénu kolonijas izdala tirkultaras un identificg.

3.4. Mikroorganismu izdaliSanas un savairo§anas metodika
Bakulovirusu sakoncentréSana, izdaliSana un uzglabasana

Virusinficétie kapuri tika ievietoti stikla pudel€, aplieti ar atbilstoSu tilpumu sterila Gidens
(parsedz visus kapurus), kam pievienota antibiotika Penicilins G (12 ng/ml). Uzglabati
ledusskapi 6 + 2 °C vienu lidz divus méneSus. Péc maceréSanas kapuri tika homogenizéti, filtréti
un centrifugéti. Virusu attiriSana veikta saskana ar standartmetodikam [30, 31]. Iegtto attirito
virusu uzglaba skidra forma, sedimentu suspendgjot 40 % glicerina suspensija (attieciba 1: 6),
ievieto cieSi noslégta trauka.

Entomopatogeno bakteriju izdaliSana, identific€éSana, savairo$ana un uzglabasana

Entomopatogéno baktériju izdaliSanai un pars€Sanai tirkultiiras izmanto barojosa agara
barotni (Lab M). Baktériju tirkultliras tika parsétas mégenés ar Baribas agaru un parlietas ar
sterilu vazelina ellu, uzglabatas ledusskapi 6 + 2 °C temperatiira. Baktériju tirkultiiras parsgj ne
retak ka 1 x 3 ménesos.

Baktériju identifikacija. Morfologiskas atskiribas nosaka péc koloniju morfologijas un
mikroskop&jot péc Stnu formas, lieluma un kustiguma. Veic nepiecieSamas identifikacijas
reakcijas: krasoSana peéc Grama (Gram stain Pak, BBL), oksidazes tests (Oxidase reagent droper,
BBL) un indola tests (Kovac’s reagent, BioLife), rikojas saskana ar razotaju instrukcijam. Gram
negativo bakteriju sistematisko piederibu nosaka, izmantojot Crystal E/NF identifikacijas
sisttmu (BBL Crystal Enteric/ NF ID), testam izmanto bakteriju tirkulttiras, kas nav vecakas par
24 h. Gram pozitivo bakteriju sistematisko piederibu nosaka, izmantojot Crystal GP

identifikacijas sistemu (BBL Crystal Gram + ID) [32].
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Bacillus thuringiensis bakt€riju savairoSanai un sporu materiala iegiiSanai izmanto LB
Skidro barotni (Difco): triptons 10 g/, rauga ekstrakts 5 g/l, NaCl 10g/1 [33].

Entomopatogéno sénu izdaliSana, identifikacija, savairo$ana un uzglabasana

Entomopatogéno sénu tirkultiiras péc izdaliSanas tika parsétas mégenés ar modificétu
misas agara barotni, uzglabatas ledusskapi 6 + 2 °C temperatiira. Tirkulttras pars€j ne retak ka 1
x 6 meéneSos. lzdalitas sénu kultiiras identificé, izmantojot mikroskopu Olympus CX 41

(palielinajums 200 — 400 reizes) un noteic&jus [ 34; 35; 36; 37].

3.5. Kukainu audzésana
Kukainus laboratorijas apstaklos audzgja insektarijos vai stikla cilindros, kas noslégti ar

kaprona sietu (4. att€ls), optimalos to attistibai mikroklimatiskajos apstaklos: diennakts
apgaismojums - 16 stundas, apgaismojuma intensitate - 800 - 1000 luksi; temperatiira - 20 —
22 °C, relativais gaisa mitrums - 75 - 85%. Baribai izmantoja tiem piemérotus svaigus baribas
augus. Kapuru parvieto$anai un to blivuma regulacijai izmantoja pozitivo gaismas reakciju.
Kuningu uztverSanai izgatavoja maksligu zemsedzi ar optimalu mitruma rezimu. Kininas
ataudz€ja klimata kamera, kura tika imitéti laika apstakli daba. Imago audzgja 20 — 30
eksemplarus viena izolatora ar dzimumu attiecibu 1: 1. Ka substratu olu déSanai izmantoja

filtrpapiru ar “ermonikas” formu vai augu zarus.

4. attéls. Priezu kaiteklu kapuru audz&sana laboratorija.
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3.6. Stresa faktoru lietoSana virusu infekcijas aktivizeSanai

N. sertifer persistentas virusu infekcijas aktivéSanai tika pielietoti sekojosi stresa faktori:
1) kapuru (III vecums) infic&$ana ar radnieciskiem virusiem — Malacosoma neustria KPV 1x 10°
pol/ml; 2) kapuru izturé$ana pazemindta un paaugstinata temperatiras rezima (24h + 4 °C,
sekojosi 48 h + 35°C); 3) baribas augu apstrade ar kimiskiem savienojumiem 0,5% CuSOy4 un
1% borskabi; 4) kapuru barosana ar netipisku baribu - Pinus strobus skujam.

B. piniarius persistentas virusu infekcijas aktivésanai tika pielietoti sekojosi faktori:

1) kapuru (Il vecums) infic€Sana ar radnieciskiem virusiem — N. sertifer kodolu poliedrozes
virusu (Ns KPV) 1x 10® pol/ml; 2) kapuru izturé$ana pazeminata un paaugstinatd temperatiiras
rezZima (24h + 4 °C, sekojosi 48 h + 35°C); 3) baribas augu apstrade ar kimiskiem savienojumiem
- 0,5% CuSOQy; 4) kapuru barosana ar netipisku baribu - iesausinatam skujam.

Diprion pini persistentas virusu infekcijas aktivéSanai tika pielietoti sekojosi faktori:

1) kapuru (II vecums) inficeéSana ar radnieciskiem virusiem — Ns KPV 1x 10® pol/ml; 2) baribas
augu apstrade ar ktmiskiem savienojumiem 0,5% CuSO4 [38].

Laboratorijas eksperimentiem tika izmantotas specialas kameras ar konstantiem
apstakliem, diennakts apgaismojums - 16 stundas, apgaismojuma intensitate - 800 - 1000 luksi;
temperatiira 20 — 22 °C, relativais gaisa mitrums - 75 - 85%. Mirstibas kontroli uzsaka 5 diend un
turpmak veica katru otro dienu. Eksperimenti tika iekartoti 4 - 5 atkartojumos. Virusa infekcijas
apstiprinaSanai veikta miruso kapuru mikroskop&Sana gaismas mikroskopa un tumsa lauka
mikroskopa. Elektronmikroskopiskie ultra strukturalie izmekl&jumi sadarbiba ar LU Biologijas
institlita un Latvijas Biomedicinas pétijumu un studiju centra zinatniekiem, veikti pielietojot

elektron-mikroskopijas standartmetodikas.

3.7. Lauka eksperimenti
Lauka eksperimentos parbaudijam Bacillus thuringiensis izolats (2005. g.) un divu Ns KPV

izolatu efektivitati: 1) 2008. g. izolats izdalits no Enguré ievaktiem virus infic€tiem kapuriem; 2)
1993. gada izolats uzglabats 15. gadus tris dazadas formas: 1) sausa forma, uzglabats saldétava
(I); 2) skidra forma uzglabats tidens - glicerina suspensija, uzglabats ledusskapi (II); skidra forma
ar pildvielam selits un PVA-M, uzglabats ledusskapi (III). Lauka apstaklos tika apmiglotas 15
gadus vecas augosas priedes (Pinus sylvestris L.), kuru zari pirms tam tika infestéti ar 100 N.
sertifer 111 vecuma kapuriem (ievakti Valkas un Dundagas mezniecibas). Infestétie un apmiglotie

zari tika norobezoti ar kaprona sieta izolatoriem. Eksperimenti tika iekartoti 5 atkartojumos.
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MigloSanai tika izmantots miglotajs (Yamar-10), sprausla 1.6 mm, migloSanas lenkis - 50°,
Skidruma izlietojums - 1 1/min, deva - 50 litri/ha.

Izmantotas darba suspensijas: Ns NPV suspensija ar darba koncentraciju 1x10’ poliedri/ml;
B. thuringiensis suspensijas ar darba koncentraciju 5 x 10° un 1x10® sporas/ml. Kontrole tika
miglota ar tdeni. Virusu/bakteériju daudzums darba suspensija, ko izmantoja migloSanai, tika
noteikts, izmantojot hemo-citometru un gaismas mikroskopu [30, 39].
Metrologiskie apstakli lauka izm&ginajumu laika no 19.06.2008. — 30.06.2008. - vidgja diennakts
temperatira bija +14°C, minimala temperatiira +2°C, maksimala temperatira +23°C; laika no
1.07.2008. - 13.07.2008 - vidgja diennakts temperatira bija +15°C, minimala temperatiira +5°C,
maksimala temperatiira + 25°C, relativais gaisa mitrums bija 80 - 86 %.

Mirstibas kontroli uzsaka 5 diena un turpmak veica katru otro dienu. Efektivitati izsaka

korig€tas mirstibas procentos.

3.8. Virusbrivu populaciju diagnostika

Virusu un kukaina genomiskas DNS izdalisana
Katru kapuru, kiininu vai imago atseviski homogenizé 600 pl ledus auksta TE bufera,

kam pievienots 0.1% SDS. Genomiskas DNS izdaliSanai izmanto Genomic DNA Purification
Kit (MBI Fermentas) ievérojot razotaja instrukciju.

KPV noteiksana, pielietojot PCR, izmantojot LU Biologijas institutd optimizétu selektivu
metodi

Poliedrozes virusu DNS noteikSanai N. sertifer un B. piniarius kapuru un kiininu ekstraktos
pielietota selektiva metode, kas balstas uz poliedrin-specifiskas DNS amplifikaciju ar
polimerazes kédes reakciju (PCR). PCR reakcijas maisijums satur sekojosus komponentus:
patogéna DNS - 1ul; 10X 7ag buferis ar KCIl - 5ul (MBI Fermentas); 10X Taq buferis ar
(NH4)2SO4 un 25 mM MgCl, - 5ul (MBI Fermentas); dNTP (10mM) - 1ul (MBI Fermentas);
Praimeris 1 (10pM/ul) - 2ul; Praimeris 2 (10pM/ul) - 2ul; Taq polimeraze Su/pul (MBI
Fermentas) -1ul; tdens lidz 50ul. Praimeru pari B. piniarius noteikSanai: Startl- 5’
CGTTTATAAGTCATCGCCGC 3’ un End1- 5 CACACTGGGCCGCACCTATG 3’; Start2- 5°
CACACTGGGCCGCACCTATG 3’ un End2- 5> GCGGGTCCCGTGTATAGAGG 3’. PCR
reakcijas apstakli: 30 cikli GeneAmp PCR System 2400 (Perkin Elmer) 1) 95 °C -30 sek., 2) 56
OC - Startl/ Endl praimeriem vai 62 °C Start2 /End2 - 30 sek., 3) 72 °C -1 min [40]. Reakcijas
beigas amplifikacijas produkti tika sadaliti elektroforetiski 1% agarozes g€la, krasoti ar etidija

bromidu un apliikoti 1svilpu UV gaisma, tika noteikts DNS fragmentu garums [41].
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3.9. Statistiska analize
Patogénu izolatu efektivitati noverte, aprékinot korigétas mirstibas procentu un LTsg [39,

42]. Korigeta mirstiba: P = 100*(P0-C)/(100-C), kur C-mirstibas procents kontrolg, PO-novérota
mirstiba [42, 43].
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4. Rezultati un diskusija

4. 1. Kaitekla B. piniarius populaciju blivuma uzskaites parauglaukumos

2008. gada lielakais kiininu daudzums zemsega konstatéts Kalsnava, kur priezu sprizotaja

savairo$anas nav raksturiga. Tas skaidrojams ar to, ka Saja regiona netika novérota priezu

risganas zaglapsenes savairo$anas (2.tabula). Kopsavilkums par priezu sprizotaja populacijas

raditajiem, kops 1990. gada dots 3.tabula.

2.tabula
Priezu sprizotaja kiininu uzskaites rezultati 2008.gada
Atrasto kiininu daudzums uzskaites laukumos
Venta | Metras | Padure | Renda | Ance | Kalsnava
Uzskaites laukumi 2008.g.

1. 3 3 2 2 3 2

2. 3 2 1 2 3 2

3. 3 2 1 2 2 2

4. 1 2 1 1 2 2

5. 1 2 1 1 2 2

6. 1 1 1 1 1 1

7. 1 1 1 0 1 1

8. 1 1 1 0 1 1

9. 1 1 1 0 1 1

10. 1 1 0 0 1 1

11. 1 1 0 0 0 1

12. 1 0 0 0 0 1

13. 1 0 0 0 0 1

14. 0 0 0 0 0 1

15. 0 0 0 0 0 0

16. 0 0 0 0 0 0

17. 0 0 0 0 0 0

18. 0 0 0 0 0 0

19. 0 0 0 0 0 0

20. 0 0 0 0 0 0

Vidgji uz 1m’ 0,95 0,85 0,50 0,45 0,85 0,95
SE 0,22 0,21 0,14 0,17 0,23 0,17
STDS 1,00 0,93 0,61 0,76 1,04 0,76
Atrasto kiininu skaits 19 17 10 9 17 19
Parazitéto kiininu skaits 1 3 1 2 0 4
ParaziteéSanas procents 5,3 17,6 10,0 22,2 0,0 21,1
MatiSu kiininu svars 0,122 0,120 0,121 0,126 0,119 0,127
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3.tabula

Kopsavilkums par priezu sprizotaja populacijas vidéjiem raditajiem kops 1990. gada

(dati no 6 parauglaukumiem)

pieaugums | pieaugums Q svars Parazitétas
Gads skaits/m’ SE reizes (%) (g) kiuininas (%)

1990 36,00 37,88 0,104 23,8
1991 30,68 12,91 0,85 -14,8 0,091 46,0
1992 1,61 1,39 0,05 -94.8 0,092 44,1
1993 0,04 0,02 0,02 -97,6 0,096 24,7
1994 0,00 0,00 0,11 -88,7

1995 0,00 0,00 0,85 -15,4

1996 0,01 0,00 2,73 172,7 0,120

1997 0,20 0,07 20,08 1908,3 0,124 15,3
1998 1,15 0,31 5,73 472,6 0,128 22,7
1999 2,05 0,48 1,78 78,3 0,120 26,3
2000 1,38 0,20 0,67 -32,5 0,124 45,9
2001 0,16 0,03 0,11 -88,6 0,130 55,8
2002 0,08 0,02 0,53 -47,4 0,121 61,1
2003 0,08 0,02 1,00 0,0 0,126 55,6
2004 0,14 0,03 1,70 70,0 0,127 30,8
2005 0,83 0,10 5,88 488,2 0,128 15,4
2006 0,83 0,09 0,99 -1,0 0,126 23,5
2007 0,77 0,09 0,93 -7,1 0,125 11,0
2008 0,76 0,10 0,99 -1,1 0,123 12,7

4.2. Patogenu sastopamiba apsekotajas kaiteklu populacijas

Atbilstosi metodikai Kurzemes un Vidzemes regionu parauglaukumos ievakti priezu

risganas zaglapsenes un priezu sprizotaja kapuri un kininas. Paraléli parauglaukumos ievakti

priezu picites, priezu zaglapsenes, iedzeltenas priezu zaglapsenes un priezu sfinksa kapuri.

Priezu rusganas zaglapsenes populaciju pétijumi

Dundagas mezniecibas teritorija starp Anci un Neveju priezu riisganas zaglapsenes

populacija bija novérojama kodolu poliedrozes virusa izraisita epizootija. Jaunaudzes ar samera

lielu kaitekla populacijas blivumu (3 — 4 ligzdas uz 1 priedi) var&ja noverot ligzdas ar poliedrozi

slimiem kapuriem (5. att€ls). P&c vizualiem novérojumiem apméram 20 % ligzdu bija infic&tas.
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5. attéls. Ar kodolu poliedrozi slimi prieZu riisganas zaglapsenes kapuri.

Ventas parauglaukuma (Targales mezsaimnieciba), kur 2005. gada tika novérota
zaglapsenu masveida savairo$anas un KPV infekcija, kdapuru sastopamiba bija loti zema, jo
populacija atrodas samazinasanas (depresijas) faze. levaktais kapuru un kiininu materials bija

skaitliski neliels, un ievaktie kapuri neuzradija tipiskas virusa saslims$anas pazimes.

Engures parauglaukuma ievakto kapuru mirstiba kontrole bija visaugstaka 53,7 + 3,1 %.
Veicot mikroskop€Sanu, patogénu klatbutne tika konstateta tikai 31,0 £ 3,4% mirusSo kapuru.
22,7 + 3,0% kapuru netika konstatéta patogénu klatbiitne. Netipiski miruso kapuru paraugi tika
aizsttiti uz Vacijas Federalo Biologiskas kontroles institiitu Darmstaté problémas identificéSanai.
Vacijas kolégi apstiprinaja. ka kapuri nesatur patogénus, izmekléjumos Kkonstatéja urinvielas
kristalu klatbttni, kas norada uz novirz€ém metabolisma procesos, kam par iemeslu var bt vides

apstakli olinu ziemosSanas laika vai barosanas apstakli.

Kapuru mirstiba Engures un Ances parauglaukumos, attiecigi 53,7% un 43,0%, butiski
(P<0.05) atSkiras no mirstibas Valkas, Ventas un Padures parauglaukumos (6. att.). Poliedrozes
virusu sastopamiba aktiva forma izskaidrojama ar kaitekla populacijas depresiju. Tipiskas
bakteriozes (baktériju izraisitas saslim$anas) netika novérotas. Engures, Ances, Padures un
Valkas parauglaukumos 2 — 6 % kapuru tika konstatétas jauktas infekcijas (KPV + baktgrijas).
KPV izraisita mirstiba Anc€ un Engurg, attiecigi 28,3 = 3,4 % un 25,0 + 2,8 %, ir augstaka un
butiski (P<0.05) atskiras no Padures (9,7 + 1,2 %). Valkas un Ventas parauglaukumos akiita
KPV infekcija netika konstatéta.
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6. attéls. Parauglaukumos ievakto priezu risganas zaglapsenes N. sertifer kapuru mirstiba no
dazadiem ierosinatajiem.
Kalsnavas parauglaukuma zaglapsenes sastopamiba bija loti zema, savairo$anas pedgjos

gados nav noverota, tadel ne kapuri, ne kiininas parauglaukuma atrasti netika.

Priezu sprizotaja B. piniarius populaciju petijumi

Ilggadigie populaciju petijumi liecina, ka sprizotaju populacija Sobrid atrodas attistibas
faze, tade] kapuri ir pietickami veseli un izturigi. Neviena no parauglaukumiem ievakto kapuru
mirstiba neparsniedza 20%. Padures parauglaukuma visi ievaktie kapuri izdzivoja un veiksmigi
iekiinojas. Kalsnavas un Ventas parauglaukumos kapuriem bija loti augsta vitalitate, nomira tikai
5 % kapuru (7. att.), veicot mikroskopiskos izmekl&jumus patogénu klatbiitne netika konstatéta.
Kapuru mirstiba Engures un Ances parauglaukumos, attiecigi 17,5 += 2,5 % un 15,0 £ 2,5 %,
butiski (P<0.05) atskiras no mirstibas Ventas (5,0%) un Kalsnavas (5,0%) parauglaukumos
(7.att.). Enguré, Ancé un Valka konstatétas jauktas infekcijas. KPV izraisita mirstiba konstatéta

Enguré, Valka, Ancg, attiecigi, 5,0 £2.,2 %, 2,5 £2,0 % un 2,5 + 2,0 %.
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7. attéls. Parauglaukumos ievakto priezu sprizotaja B. piniarius 11l vecuma kapuru mirstiba un

tas iemesli.

Veiktas kapuru mikrofloras mikrobiologiskas analizes paradija, ka vizuali veselos

kapuros sastop bakt€rijas un mikroskopiskas sénes. Ka redzams no 4. tabulas baktériju kvv

kopskaits kapura varié no 3,5 x 10° 1idz 3,1 x 10°. Baktériju kopskaits dazadu kaiteklu kapuros

Noteiktais bakteriju kopskaits kait€klu kapuros

Kaitekla suga Parauglaukums Izmekleto | Bakteriju skaits,
kapuru tukstosi kvv uz 1 kapuru +
skaits SE

Neodiprion Ance 20 36,5+ 17,7

sertifer Valka 10 23,7+8,2

Vidgji parauglaukumos 30,1 £9,1

Gilpinia pallida Engure 10 146,2 + 1,5

Panolis flammea Valka 3 2739,0 + 862,2

Lymantria dispar Liepaja 3 3066,4 +172,5

Bupalus Kalsnava 10 6,7+3,4

prniarius Valka 10 59+21

Engure 10 35+1,9
Ance 10 40+09
Vidgji parauglaukumos 5,0£1,6

4. tabula
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butiski atskiras (P<0,05), viszemakais bakteriju skaits konstatéts sprizotaja kapuros (5,0£1,6) x
10° kvv uz kapuru, vislielakais baktériju skaits konstatéts ozolu miikenes kapuros (3,0 £0,1) x
10° KVV uz kapuru. Bitiskas atskiribas baktériju kopskaita starp vienas sugas kapuriem, kas

ievakti dazados parauglaukumos netika konstatétas.

4.3. Entomopatogéno mikroorganismu izdaliSana no kaitéklu kapuriem un kiinipam

Petfjumu laika no kaitekliem izdaliti un identificéti 4 kodolu poliedrozes virusi un to
1zolati, tirkultiiras izdaliti 45 bakteriju izolati un 22 mikroskopisko s€nu izolati.

Lielaka dala izdalito baktériju ir sastopama daba — augsné vai tdeni, tacu praktiski visas
izdalitas sugas 1paSos apstaklos var izraisit dzivnieku un/vai cilvéka saslimsanu [44]. Acimredzot
vides apstaklu ietekme tas piedalas kukainu, tai skaita kait€klu populaciju regulésana. Lai varétu
izvertét mikroorganismu nozimi populaciju reguléSana, jaturpina uzsaktie petijumi, bez tam

nepiecieSami jauno izdalito izolatu aktivitates un patogenitates novertésanas testi.

Priezu riisgana zaglapsene Neodiprion sertifer
No priezu risganas zaglapsenes kapuriem, imago un kiinipam izdaliti un identificéti sekojosi

patogéni:
= Cetri kodolu Neodiprion sertifer poliedrozes virusa izolati: Engures izolats, Ances
izolats, Mazsalacas izolats, Valkas izolats. Mikroskopiskie izmekl&jumi paradija, ka Ns
KPV izolatu poliedru izméri ir 1 — 1,4 um. Elektronmikroskopiskie pétijumi liecina, ka

poliedri satur virionus (8. att.), kas aptver 1 niijinveida nukleokapsidu.

poliedrs. - 0.1pum.
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= No ievaktajiem kapuriem un kiininam izdalitas 15 vizuali atSkirigas bakterijas. Lidz sugai
vai gintij noteiktas 12 bakterijas:
Agrobacterium  tumefaciens, Bacillus megaterium, Bacillus sp.,
Corynebacterium aquaticum, Corynebacterium sp., Klebsiella sp., Listeria
monocytogenes, Micrococcus sp., Pseudomonas sp. Staphylococcus
equorum, Stenotrophomonas maltophili, Streptococcus sp.
= No kapuriem, kas tika ietekméeti ar stresa faktoriem, papildus izdalijjam tris atSkirigas
baktériju sugas. No variantiem ar 0,5% CuSOQO4 pielietosanu papildus izdalijam bakteriju
Pantoea agglomerans, otru sugu identific€jam, ka Empedobacter brevis, tomer Seit vél
javeic papildus izmeklgjumi, jo pieradiSanas reakcija iegiita ticamiba ir 0,8424. No
variantiem ar ekstrému temperatiiru pielietosanu papildus izdalijam Acinetobacter Iwoffi.
No kapuriem, kiinindm un pieaugusajiem Ipatniem (9. att.) izdalitas 7 mikroskopiskas
sénes, Iidz sugai vai gintij noteiktas 5: Beauveria bassiana (10.att. A); Aspergillus sp.

(10.att. B); Entomophaga sp., Verticillium sp. un Mycelia sterila.

A B

9. attéls. A - ar sénes mic€liju apaugusi priezu risganas zaglapsenes matite, B - epidermas
fragments ar hifam, gaismas mikroskopija (x 400).
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A B
10. attéls. No priezu risganas zaglapsenes kuininam izdalita Beauveria bassiana un Aspergillus
sp. kolonija.

Parasta zaglapsene Diprion pini

No parastas zaglapsenes kapuriem pielietojot stresa faktorus izdaliti divi Dp KPV izolati
(Ances un Engures). Apskatot gaismas mikroskopa virusa poliedru izméri ir 0,9 — 1,5 pm.
Precizai identificéSanai un morfologisko aprakstu sagatavoSanai turpmak nepiecieSami
elektronmikroskopiskie izmeklgjumi.

Engures parauglaukuma ievakti ar séném Aspergillus parasiticus un Zoophthora sp.

inficeti zaglapsenes kapuri.

Iedzeltena priezu zaglapsene Gilpinia pallida
No iedzeltenas priezu zaglapsenes kapuriem izdalitas 3 vizuali atSkirigas baktérijas. No
kapuriem izdalitas divas nosaciti patog€nas baktérijas: Bacillus sp, un Pantoea agglomerans.

Priezu piicite Panolis flammea

No priezu pucites kapuriem izdalitas 3 vizuali atSkirigas baktériju sugas. Nav izdevies
iegit tirkultiiras un identificét.

No kapuriem izdalitas 4 mikroskopiskas s€nes, kas pieder pie Aspergillus, Metarhizium
un Penicillium gintim.
PrieZu spriZotajs Bupalus piniarius

No priezu sprizotaja kapuriem izdaliti un identificéti sekojosi patogeni:
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= Tris Bp KPV izolati: Engures izolats (11. att.), Ances izolats, Valkas izolats.
Mikroskopiskie izmekl&jumi paradija, ka Bp KPV izolatu poliedru izméri ir 0,8 — 1,4 um.
Sagatavoti preparati elektronmikroskopiskiem izmekl&jumiem.

= No kapuriem un kiinindm izdalitas 14 vizuali atSkirigas baktériju sugas. Uzsakta baktériju
identifikacija. Identificetas bakterijas Streptococcus sp., Bacillus sp. un Serratia
marcescens.

= No kapuriem un kiininam izdalitas 9 mikroskopisko sénu sugas, kas pieder pie
Aspergillus, Fusarium (12.att.), Penicillium, Verticillium, Paecilomyces un Metarhizium

(12.att.) gintim.

11.attels. Kodolu poliedrozes virusa Bp KPV Engures izolats, gaismas mikroskopija (x 1000).

A B

12. att€ls. No priezu sprizotaja izdalito sénu kolonijas, A - Fuzarium sp. B - Metarhizium sp.
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Priezu sfings Sfinx pinastri

No Engures parauglaukuma ievakta priezu sfinksa kapura izdalita viena entomopatogéna séne

Verticillium sp. (13. att.).

13. att€ls. Ar séni Verticillium sp. infic€ts priezu sfinksa kapurs

Ozolu miitkene Lymantria dispar

Kaitekla populacijas blivums Liepajas apkartn€ bija augsts, kas darbojas ka iniciators
persistento slimibu izpausmei. Laboratorija tika nogadati 50 kapuri, no tiem izdzivoja un sekmigi
iekiinojas 22 % + 0.7% kapuru, 46 £ 0.9 % kapuru tika konstatéta kodolu poliedroze, ko izraisijis
Lymantria dispar KPV, atlikuSajiem 32 % kapuru konstatéti paraziti — jatniecini un kapurmusas
(entomologiskais materials fikséts un nodots specialistiem sugu noteikSanai).

No ievaktajiem kapuriem un kiininam izdalits kodolu poliedrozes viruss.
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14. attels. L. dispar kodolu poliedrozes virusa poliedri, gaismas mikroskopija (x 1000).

= No ievaktajiem kapuriem un kiininam izdalitas 7 vizuali atskirigas baktérijas. Lidz sugai
vai gintij noteiktas 6 bakterijas: Corynebacterium jeikeium, Corynebacterium sp. — 2

bakterijas, Bacillus circulans, B. subtilis un Bacillus sp.

4.4. Stresa faktoru lietoSana virusu infekcijas aktivizéSanai

Apsleptas (persistentas un latentas) infekcijas var ilgstosi saglabaties kukainu populacijas
un pariet no vienas generacijas uz nakamajam. Kukainiem nonakot nelabvéligos argjas vides
apstaklos (palielinats kukainu blivums, nepietickama, netipiska vai nepilnvertiga bariba, vides
temperatiiras novirzes no kukainu attistibai optimala reZima u.c.) kukainu fiziologiskais stavoklis
novajinds, pazeminas rezistence un apsléptd infekcija pariet akutd forma. Lai aktivizétu
virusinfekcijas, kuram simptomi vizuali nav novérojami, pétamos kukainus paklavam dazadu
stresa faktoru iedarbibai (5. tabula). P&tijumos izmantojam kait€klu kapurus, kas ievakti

parauglaukumos, kur bija neliela dabiska mirstiba.
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5. tabula
Stresa faktoru efektivitate virusinfekcijas aktivizésana

Kukainu suga | Pielietotais stresa | Kapuru Kapuru LTso£ sLTso, Korigéta
faktors attistibas skaits di mirstiba + SE,
stadija varianta lenas %
Priezu riisgana | Neradniecisks
Jaglapsenc viruss (Mn NPV) il 200 19,1 +0,6a | 52,5+4,1b
N. sertifer Temperatiras 111 200 162+1,0ab | 773+49a
maina
1% borskabe 111 200 * 6,5+t23c¢
0,5 % Cu SO4 111 200 139+0,5b 80,0+3,5a
Baribas maina 111 200 * 423+6,1b
Iedzeltena ..
iy Neradniecisks
zaglapsene - II 50 * 30,2+£5,7
G. pallida viruss (Ns KPV)
Parasta ..
zaglapsene Neradniecisks 1I-111 50 245+28a | 56,7+5,1
I viruss (Ns KPV)
D. pini
Priezu Neradniecisks
sprizmetis viruss (Ns KPV) I -1v 60 252+39a 56,9+6,2b
B. piniarius Temperataras 1 -1V 60 154+18b | 969+60a
maina
1 % borskabe II- 1v 60 * 31,0£42c¢
0,5 % Cu SO4 I -1v 60 265+1,7a 60,9+39b
Baribas maina II -1V 60 272+19a 549+29b

P.S. lielumi, kas apziméti ar vienu un to paSu burtu butiski neatSkiras pie P >0.05, - * variantos
kaiteklu korigéta mirstiba nesasniedz 50%,

No 5. tabulas redzams, ka peétamie skuju koku meza kaitekli satur kodolu poliedrozes
virusu latentd vai persistentd forma, kas stresa faktoru iedarbibas rezultata pariet aktiva forma,
izraisot kukainu saslimSanu un atmirSanu.

Priezu rlsganas zaglapsenes virusa aktivizéSanai visefektivakais stresa faktors bija
ekstremalas temperatiiras svarstibas (5. tabula). Priezu skuju apstrade ar 1% borskabi spgja
izraisit tikai 6.5 % N. sertifer kapuru mirstibu (P <0.01).

Attiecigo kukainu sugu virusa identific€Sanai veicam arT mikroskopiskos izmekl&jumus
gaismas mikroskopa. Turpmakiem izmekl&jumiem sagatavoti preparati elektronmikroskopiskiem
petijumiem. Desmitaja diena p&c apstrades ar stresa faktoriem vislielakais poliedru daudzums
producgjas zaglapsenes kapuros, kas paklauti straujam vides temperatiiras maipam (4 x 10°

pol/kapuru, P<0,01). Savukart 0,5 % vara sulfata lietoSana, ietekmé riisganas priezu zaglapsenes
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baroSanas intensitati, saslimSanas pazimes paradas agrak, tatu samazinas kapura svara
picaugums, ekskrementu daudzums. Mirusajiem N. sertifer kapuriem neparadas tipiskas virusa
infekcijas pazimes un producéto poliedru daudzums ir zems.

Visos gadijumos virusa aktivizacijas periods bija salidzinos$i ilgs, vairuma gadijumu
aprékinatais LTsp ir 13,9 - 19,1 dienas. Tas nozimé, ka turpmak nepiecieSams veikt selekcijas
darbu, jaunu augsti virulentu celmu, kuriem biitu salidzinosi 1ss inkubacijas periods, iegtiSanai.

Literatira sastopami dati, ka dazadam kaiteklu populacijam var but atSkirigi
entomopatogéni un to iedarbibas efektivitate [2, 4]. Salidzinajam divas zaglapsenu populacijas,
kur butiski neatSkiras populaciju blivums. Stresa faktoru ietekme uz Padures un Valkas

parauglaukumos ievaktiem N. sertifer 1II vecuma kapuriem un to mirstibu butiski neatSkiras

(P>0.05) (15. att.).
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15.attéls. Valkas un Padures parauglaukumos ievaktu N. sertifer 111 vecuma kapuru korigéta

mirstiba stresa faktoru ietekmée.

Priezu sprizotaja virusa aktivizacija visefektivak izpaudas varianta ar ekstremalam
temperatiras svarstitbam 96,9 + 6,0% (P <0.01). Savukart 0,5 % CuSOs, neradniecisku virusu
pielietoSana un baribas maina attiecigi izraisa 60,9 £ 3,9%, 56,9 + 6,2% un 54,9 + 2,9% kapuru

mirstibu. KPV veidosanas tika pieradita mikroskopiski un pielietojot molekularas metodes.

4.5. Lauka eksperimenti un pielietoSanas augu aizsardziba izvértéSana

Lauka eksperimentos parbaudijam Ns KPV 1993. gada un Sogad izdalitu izolatu
efektivitati. legitie izm&ginajumu rezultati (16. att.) liecina, ka neskatoties uz ilgo glabasanu
1993. gada pagatavotie virusa preparati ir saglabajusi loti augstu efektivitati, 11 diena mirst 75 +

4,0 % - 89,8 + 3.6% kapuru, 15 diena 81,9 + 4,0 — 89,8 + 3,6 %. Aprékinatais LTsy butiski
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neatskiras preparativajam formam I, II, II1, attiecigi 7,9 + 0,6, 7,2 £ 0,7 un 8,9 + 0,9 dienas, P >
0,05. Preparativajo formu (iidens - glicerina suspensija, Skidra forma ar pildvielam selits un
PVA-M un sasaldésana) efektivitate butiskas atSkiribas netika konstatetas, P > 0,05. Salidzinosi
Sogad no zaglapseném izdalita virusa efektivitate bija salidzino§i zema un nesasniedza 45,0 +
4,0% (P < 0,05). Tas nozimé, ka turpmak nepiecieSams veikt pasakumus, lai uzlabotu izolatu
efektivitati, pasaz€jot tos caur kait€kla organismu paraléli ietekmé&jot ar dazadiem stresa

faktoriem.
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16. att€ls. N. sertifer mirstibas dinamika p&c apmiglosanas ar Ns KPV izolatiem.

Lauka eksperimentos parbaudijam no B. thuringiensis suspensiju divu dazadu
koncentraciju efektivitati. Baktériju suspensijas (konc. 1,0 x 10’ sporas/ml) efektivitate, jeb
kapuru korigéta mirstiba, sakot no 9 dienas péc apmiglosanas butiski atSkiras no zemakas
koncentracijas suspensijas, P< 0,05 (17. att.). 17. attela redzams, ka B. thuringiensis efektivitate
25 diena p&c apmigloSanas nesasniedz pat 50 %. Infekcijas attistiba notiek Iéni. Apmiglojot
kapurus ar suspensiju 5,0 x 10° sporas/ml, korigéta mirstiba sasniedz tikai 8,9 * 2,0 %.
Salidzinosi zema B. thuringiensis efektivitate saistita tokstnu specifiku, tie ir aktivi tikai
ierobezotam kukainu grupam, katram no toksiniem ir savs saimnieku spektrs. Parbauditais
baktériju celms izdalits no tauriniem, tad€] aktivitate pret zaglapseném ir vaja. Bez tam janem
vera ka tirkultiira ilgstosi tika uzglabata uz barotném. P&tijums apstiprina datus, ka, lai baktériju

kultiiras saglabatu virulenci, tas nepiecieSams regulari pasaz&t caur saimnieka organismu [44].
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17. attels. N. sertifer mirstibas dinamika p&c apmigloSanas ar B. thuringiensis suspensijam.

4.6. Virusbrivas kaiteklu laboratorijas kultiiras izveidoSana

Sim nolikam projekta ietvaros iegadata vegetacijas kamera. No vizuali veseliem priezu

risganas zaglapsenes kapuriem laboratorijas apstaklos tika iegiti 1640 kokoni (18. attéls).

Kokoni audz&ti vegetacijas kamera.

Kopa eksperimenta no kokoniem izlidoja

1002

dzivotspgjigas zaglapsenes, parazitéts bija 21 kokons, no patogénu infekcijas klatblitnes boja

gaja 44 kokoni (6. tabula). Neliela parazitu klatbiitne izskaidrojama ar kapuru ievakSanu 3

vecuma un parvieto$anu uz laboratoriju pirms paraziti tos bija infestgjusi.

18. attels. Laboratorija iegiitie priezu riisganas zaglapsenes kokoni.
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6. tabula

Priezu rusganas zaglapsenes kokonu audzesanas rezultati

IevakSanas Kokonu Izlidojuso Matisu Paraziteto Boja gajuso
vieta skaits zaglapsenu Ipatsvars (%) kokonu kokonu
daudzums (%) daudzums (%) | daudzums (%)
Ance 830 64,8 714 2,1 2,3
Engure 810 57,2 83,6 0,4 3,1
Videji 61,0 7.5 1,25 2,7
SE 3,8 6,1 0,85 04

Izaudzetos zaglapsenu té€vinus un matites turpindja audzét uz priezu skujam olinu
iegiSanai. Uz priezu skujam iegiiti 96 N. sertifer déjumi, kas liecina par kait€kla audzeSanas
iespéjam laboratorija. Laboratorija nakamas paaudzes ieguSanai tiek uzglabatas art 500
diapauzg€josi N. sertifer kokoni. Ta ka ieprieks€jie eksperimenti pieradija, ka visas apsekotajas
populacijas sastopamas KPV virusa infekcijas (aktiva vai persistenta forma), lai izveidotu
virusbrivu populaciju bis nepiecieSams papildus veikt Tpatnu atlasi vairakus gadus.

Priezu sprizotaja attistibas cikls vél nav noslédzies, jo ziemoSana notiek kiininas stadija.
No vizuali veseliem sprizotaja Ipatniem iegutas 100 kuninas, kas tiek uzglabatas Sogad
iegadataja vegetacijas kamera. Picauguso ipatnu izlidoSana tiek planota marta.

Laboratorijas apstaklos no ievaktajam 100 kiininam izaudzeti 39 Lymantria dispar

picaugusie Ipatni (7. tabula, 19. att.) un iegtti 22 d&umi, kas tiks izmantoti nakama gada

petijumos.
7. tabula
Ozolu mukenes kuininu audzeésanas rezultati
Varianti Kininu IzlidojuSo MatiSu Paraziteto kiininu Virusinficeto
skaits mikenu ipatsvars daudzums (%) kiininu

daudzums (%) (%) daudzums (%)

1 50 34,0 35,3 58,0 8,0

2 50 44,0 47,0 52,0 4,0

Vidgji 39,0 41,2 55,0 6,0

SE 7,0 8,3 4,2 2,8
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19. att€ls. No Liepajas apkartn€ ievaktajam kiininam izskilies ozolu mukenes tevins.

4.7. Virusbrivu populaciju diagnostika, izmantojot molekularos markierus

Virusbrivu populaciju pieradiSanai rusganas zaglapsenes kapurus un kokonus ievacam
Valkas un Ventas parauglaukumos, kur netika konstatéta akiita KPV infekcija, bet tika panakta
virusa infekcijas aktiviz€sanas pielietojot stresa faktorus. Pielietojot selektivu metodi, kas balstas
uz poliedrin-specifiskas DNS amplifikaciju ar polimerazes kédes reakciju ari Valkas un Ventas
populacija ieguvam apstiprinosus (KPV +) rezultatus persistentu vai latentu infekciju klatbtitnei
populacija.

Priezu sprizotajus DNS analiz€m ievacam Venta, Kalsnava un Paduré. Pielietojot
selektivo metodi Padures un Ventas populacija ieguvam apstiprinosus (KPV +) rezultatus
persistentu vai latentu infekciju klatbiitnei populacija. KPV klatbiitne netika pieradita Kalsnavas
populacija. P&tijumi jaturpina, jo Sogad izmekl€to kapuru skaits bija neliels (18), kas nelauj

parliecinosi spriest par visu populaciju kopuma.
4.8. Zinatniskas publikacijas sagatavo§ana

Sagatavotas sekojosas publikacijas:

1. Jankevica L., Seskena R., Smits A., Zarins 1. (2008) Future potential for biological
control of Neodiprion sertifer Geoffr. and Bupalus piniarius L. in Latvia: occurrence and
variability of pathogen. In: Programm and Abstracts, 41™ annual meeting of the SIP and
9" international conference on Bacillus thuringiensis, 3 - 7 August, Conventry, Warwick,

UK, 92.
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Seskena R., Petrova V., Jankevica M., Jankevica L. (2008) Studies on ecological and
physiological host range of entomopathogenic Hyphomycetes. /IOBC/WPRS Bulletin, 31
(1) 198-203.

Jankevica L., Seskena R., Halimona J., Zarins I. Associations between baculoviruses and

dendrophagous insects recorded in Latvia (manuskripts, sagatavots iesniegSanai).

Secinajumi

. 2008.gada priezu sprizotaja populacijas neraksturojas ar strauju savairosanos, vidg€jais
sprizotaja kininu daudzums zemsega 0,76 kininas uz m® Savukart zaglapsenes
populacija raksturojas ar depresijas periodu, péc masveida savairosanas 2005. gada.

. Priezu riusganas zaglapsenes depresivajas populacijas kodolu poliedrozes viruss
sastopams aktiva forma (KPV mirstiba Enguré - 28,3+3,4%, Anc€ — 25,0+2,8%, Paduré
- 9,7£1,2%) vai persistenta forma, ko var aktivizet pielietojot stresa faktorus (Valka,
Venta). KPV sastopamiba biitiski atSkiras starp parauglaukumiem (P<0,05).

. Priezu sprizotaja populacijas sastopams kodolu poliedrozes viruss aktiva forma, (KPV
mirstiba Enguré - 5,0+£2,2%, Valka - 2,5+2,0%, Ancg - 2,5+2,0%) vai persistenta forma
(Venta, Padure).

. Vizuali veselos kaiteklu kapuros sastopamas bakterijas, baktériju kopskaits dazadu sugu
kaiteklu kapuros butiski atSkiras (P<0,05), videji 1 sprizotaja kapura (5,0£1,6) x 10°
KVV, risgano zaglapsenu kapuras (3,140,9) x 10* KVV, priezu piacites un ozolu
miikenes kapuros, attiecigi, (2,7 +0,8) x 10° un (3,0 £0,1) x 10° KVV uz kapuru.

. No kaiteklu kapuriem un kiinipam izdaliti gan patog€ni, gan nosaciti patogeni
mikroorganismi. Kodolu poliedrozes virusi izdaliti no 4 kait€klu sugdm. No N. sertifer
izdalitas 15 vizuali atSkirigas bakterija sugas, kas pieder pie 10 ginttm un 7
mikroskopiskas sénes no 6 gintim. No B. piniarius izdalitas 14 baktériju sugas un 9
mikroskopiskas sénes no 6 gintim.

. Pielietojot dazadus virusa inducétajfaktorus (stresa faktorus) izdevies aktivizet
poliedrozes tipa virusu priezu riisganas zaglapsenes, priezu zaglapsenes, iedzeltenas
priezu zaglapsenes un priezu sprizmesa kapuros.

. Vislabakie rezultati iegiiti, ka stresa faktorus izmantojot ekstrémas temperatiiras mainas,
priezu riisganas zaglapsenes mirstiba 77,3 £+ 4,9%, sprizotaja - 96,9+ 6,0%. Viszemaka
efektivitate konstatéta 1% borskabes pielietosanai, priezu rusganas zaglapsenes mirstiba

6,5+%, sprizotaja — 31,0+%.
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8.

10.

11.

Lauka eksperimentos pieradits, ka Ns KPV preparati ir efektivi riisganas priezu
zaglapsenes ierobezotaji. Ns KPV 1993. gada izolata preparativas formas, 15 dienas péc
apmigloSanas, izraisa kapuru mirstibu 81,9 + 4,0% — 89,8 + 3,6 %. Virusa preparata
efektivitate butiski neatSkiras (P >0,05) atkariba no pielietotds preparativas formas
(saldéSana, uzglabaSana tidens — glicerina suspensija un ar pievienotam pildvielam selits
un PVA-M.

B. thuringiensis suspensija lauka apstaklos izraisa N. sertifer mirstibu, efektivitate 44,4 +
7,1%. B. thuringiensis efektivitate biitiski atSkiras pielietojot atSkirigas koncentracijas;
1,0 x 107 sporas/ml — 44,4 + 7,1%; 5,0 x 10> sporas/ml — 8,9 + 2,0%.

Kaiteklus N. sertifer, B. piniarius un L. dispar iesp&ams pavairot laboratorija, par ko
liecina laboratorija izaudzetie pieaugusie Ipatni un iegiitie déjumi, N. sertifer - 1002
pieaugusie Tpatni un 96 dejumi, L. dispar — 39 pieaugusie ipatni, 22 d&umi, tomer, lai
ieglitu virusbrivu populaciju nepiecieSams vairaku generaciju laika veikt atkartotu veselo
kapuru atlasi.

Pielietojot molekularos markierus un selektivu metodi, apstiprinajam perzistentu un
latentu KPV infekciju klatbiitni risganas zaglapsenes populacijas Valkas un Ventas
parauglaukumos. Kalsnavas parauglaukuma KPV klatbiitne sprizotaja populacija netika

pieradita.
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