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Abstract: The large pine weevil (Hylobius abietis) is an important pest of freshly planted coniferous trees.
Feeding damage to conifer seedlings can be prevented by protecting the seedlings (mechanically or chemi-
cally), or by reducing H. abietis abundance. The entomopathogenic fungus Beauveria bassiana has promise
for H. abietis control. To test the effects of the B. bassiana-colonized carriers (25 mm in diameter and coloni-
zed by strain AMEP20, BB alpha and beta) on H. abietis adults that move into forest clearances, we perfor-
med several experiments. These included an experiment in Petri dishes under laboratory conditions and a fi-
eld experiment. Infection by B. bassiana and mortality of H. abietis was confirmed in all experiments. The to-
tal mortality rate in two treatments Petri dishes with B. bassiana carriers was 100% after 15 and 23 days was
74%. The mortality of H. abietis adults was affected by the absence/presence of carriers in the bark on the
block. The number of dead adults after 4 weeks of treatment in forest clearing were higher in plots with car-
riers than in the control plot. Mortality was highest for adults trapped in the plot with carriers on trap barks
(52%), followed by the plot with carriers and an attractant (19%), and followed by the plots with carriers wi-
thout an attractant (18%). The results suggest that carriers colonized by the entomopathogenic fungus B.
bassiana could be suitable for reducing H. abietis abundance in forests. The results indicated that H. abietis
adults may be infected by B. bassiana after only a short exposure to carriers. The B. bassiana-colonized car-
rier is ready-to-use, i.e., it could be immediately produced and applied.
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1. Problematika

Tvrdon smrekovy Hylobius abietis L. (Coleoptera: Curculionidae) je vyznamnym $kodcom ihli¢natych
sadenic (Eidmann 1974; Nordlander 1987). Velké mnozstvo priov vzniknutych ndhodnou alebo imy-
selnou tazbou vytvaraju priaznivé podmienky pre narast populacie H. abietis. Larvy sa vyvijaju v Cer-
stvych ihli¢natych prioch a povazuju sa za uzito¢né pri rozklade priov (Nordlander et al. 1997; Von
Sydow & Birgersson 1997; Leather et al. 1999; Moore et al. 2004). Iméga sa roja na jesen toho istého
roku alebo na jar nasledujuceho roku a pri nepriaznivych podmienkach na vyvoj moze byt vyvoj aj viac
ro¢ny (Nordenhem 1989). Na zabezpecenie dozrievania vajicok musia dospelé samice H. abietis skon-
zumovat velké mnozstvo potravy, zvyc¢ajne vo forme kory mladych sadenic ihlicnanov (Munro 1928;
Nordenhem 1989; Leather et al. 1999; Orlander et al. 2000; Wainhouse et al. 2004). Na miestach,
kde je hojny vyskyt H. abietis, mozu poskodit alebo tplne zni¢it mlady porast. (Orlander & Nilsson,
1999; Day et al. 2004; Wainhouse & Brough 2007). V dosledku toho sa zalestiovanie musi opakovat,
¢o moZe podstatne zvysit naklady. Je znamych vela moZnosti ochrany sadenic pred poskodenim me-
chanicky alebo formou chemickej ochrany, pripadne zber imag moze znizit ich pocetnost. Dalsim po-
tencialnym spdsobom zniZenia poSkodenia H. abietis je biologicka kontrola prostrednictvom pouZitia
entomopatogénnych hadatiek alebo hub (EPH) (Wegensteiner & Fiihrer 1988). EPH oslabuje a zabi-
ja svojich hostitelov a nasledne sa zivia extrakciou Zivin z ich tela (Ansari & Butt, 2012). Tieto huby sa
povazuju za environmentalne bezpe¢né (Zimmermann 2007), moZu sa hromadne vyrabat (Jaronski

Aktualne problémy v ochrane lesa, 1, 2022 37



Lalik, M. etal. /APOL, 2022, 1, 37-46

2014) a maju znacny potencial kontrolovat r6znych lesnych Skodcov (Ansari & Butt 2012; Augus-
tyniuk-Kram & Kram 2012). Je dostupnych viac ako 50 produktov, ktoré obsahuju EPH, zvycajne
Beauveria spp., ktoré st dostupné vo forme zmacatelnych praskov, koncentrovanych suspenzii alebo
emulgovanych suspenzii (Mascarin & Jaronski 2016). Infekcie spdsobené EPF Beauveria bassiana
(Bals.-Criv.) Vuill., B. brongniartii (Sacc.) Petch a B. caledonica (Bissett a Widden) st trvalo pritomné
v populaciach H. abietis, ale ich prevalencia je zvy¢ajne <6 % (Williams et al. 2013; Barta et al. 2019).
Vsetky vyvojové §tadia H. abietis su citlivé na EPE hoci druhy a kmene hub sa liSia svojou virulenciou
(Ansari & Butt 2012). Objav vysoko virulentnych kmenov B. bassiana ma tiez vysoky potencial pre
biologicku kontrolu H. abietis. Skonzumovana plocha kory bola u H. abietis oSetrenych B. bassiana
niz§ia ako u tych neoSetrenych a skonzumovana plocha kory sa zniZila, ked sa zvySila koncentracia ko-
nidii B. bassiana aplikovana na H. abietis (Barta et al. 2019). Pri celoploSnom postreku EPH na velké
plochy existuja dva problémy: Po prvé, larvy a dospeli H. abietis st ukryté a po druhé, postrekovanie
velkych ploch by mohlo poskodit necielovy hmyz, pretoZe va¢sina EPH ma Siroké spektrum hostitelov
(Zimmermann 2007; Devi et al. 2008). Tieto problémy by sa dali vyriesit prilakanim H. abietis do ob-
lasti, kde sa EPH vyskytuju. Nosi¢, ktory je kolonizovany B. bassiana ma gulovy tvar a ma priemer
priblizne 25 mm. EPH na tomto nosici rast1 a produkujt spory pocas celej vegetacnej sezony. Nosic
B. bassiana bol vyvinuty v laboratériach Lesnej ochranarskej sluzby v Banskej Stiavnici (N4rodné les-
nicke centrum, Lesnicky vyskumny Gstav Zvolen) bol patentovany (PCT/SK2020/050007, Prioritné
udaje: PP 79-2019).

Hlavnym cielom aktivity je testovanie biologickej u¢innosti Specialneho nosi¢a entomopatogénnej
huby Beauveria bassiana na infekciu imag tvrdona smrekového (Hylobius abietis) na vybranej ploche
(plochach), ktory bol vyvinuty na LOS Bansk4 Stiavnica.

Pracovnici spolo¢nosti VLM SR, §. p., sa spolupodielali na realizacii terénnych experimentov. Ich
ucast na terénnych pracach pre vyskum bola koordinovana na zaklade pokynov NLC, pricom sa jed-
nalo najma o asistenciu pri vybere vhodnych ploch, pri zakladani experimentov v lesnych porastoch,
vyrobe lapacich kor podla pokynov LOS, vyrobe kolikov na oznacenie experimentov v teréne, atd.

2. Material a metody
2.1. Experiment v roku 2020

Experiment bol zaloZeny v smrekovych porastoch v ramci Lesnej spravy Sklené v lokalite Rovna hora.
Pred zaloZenim experimentu bol vykonany ,,skrining® pritomnosti imag tvdronia smrekového do zem-
nych pasci na piatich lokalitach (5 pasci na kazdej lokalite). Na experiment sme nasledne vybrali plo-
chu s najvy$Sou pocetnostou cielového Skodcu.

Na vybranej ploche boli zaloZené 4 rovnako velké bloky (obr. 1). Velkost bloku bola priblizne 15 x
25 m avzdialenost medzi nimi 30 azZ 50 m (podla podmienok prostredia). Na jednotlivych blokoch boli
vykonané nasledovné oSetrenia:
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Obrazok 1. Rozmiestnenie blokov po ploche (1. blok biela, 2. blok zIt4, 3. blok cervena, 4. blok modra)
Figure 1. Distribution of blocks on the surface (1st block white one, 2nd block yellow one, 3rd block red one, 4th block blue one).

1. blok (K): Lapacie kory bez nosi¢a — kontrola. V bloku sa inStalovalo 24 ks lapacich kor (4 rady, 6
kor v kazdom rade). V kdrach sa nenachadzal nosi¢. Vzdialenost medzi kdrami bola pribliZzne 5 — 6 m
v zavislosti od podmienok terénu. Vzdialenost medzi radmi bola 5 az 10 m. Nasledne sa medzi jednot-
livé kory instalovalo 20 ks zemnych pasci (5 pasci v jednom rade) na odchyt H. abietis.

2. blok (G): Samostatny nosic. V bloku sa inStalovalo 24 ks nosi¢ov entomopatogénnej huby, ktoré
sporuluju do prostredia spory. Rozostupy ostali rovnaké, ako je opisané vyssie.

3. blok (A): Nosié + atraktant. V bloku sa instalovalo 24 ks nosi¢ov entomopatogénnej huby, ktoré
sporuju do prostredia spory, ku ktorym bol pripnuty atraktant s obsahom alfa-pinenu s etylalkoholom
v pomere 1:1. Rozostupy ostali rovnaké, ako je rovnaké opisané vysSie.

4. blok (L): Lapacie kory s nosi¢om. Kory boli in§talované v tom istom dizajne opisanom pri prvom
bloku, avsak vo v§etkych lapacich kdrach sa nachadzal nosi¢ (obr. 2a).

Na ochranu nosi¢ov pred konzuméciu mys$ami a ¢iasto¢nt ochranu pred sinkom sme pouzili flor-
balové lopticky, ktoré sme narezali, aby do nich bolo mozné vlozit nosi¢ alebo nosic s atraktantom
(obr. 2b). Bloky a jednotlivé rady boli v teréne vyznacené drevenymi kolikmi nastriekanymi reflex-
nou farbou. Zemné pasce (lapace), ktorych bolo spolu 80ks, s upravené malé vedierka s objemom
1,2 litra s 10 otvormi (priemer 10 mm) v hornej ¢asti lapaca (obr. 2¢). Pasce mali vrchnéky a boli za-
kopané do zeme tak, aby otvory, cez ktoré vchadzali imaga, boli na povrchu pody. Ako atraktany imag
t H. abietis sa do kazdej pasce pouzili borovicové vetvicky (dizka 50 mm a priemer 12 + 2 mm), ktoré
boli pripravené z jediného stromu borovice lesnej. Vetvicka bola umiestnena do pasce spolu s 20 ml
flaskou obsahujucou 70%-ny etylalkohol. Vrchnak flaSe mal Sest otvorov s priemerom 2 mm a jeden
otvor s priemerom 4 mm. Steny zemnych pasci boli o8etrené teflonovym sprejom, ktory po uschnuti
na stenach sposobuje, Ze imaga sa nedostanu po stenach z pasce von. Zemné pasce a flasky s etanolom
boli vyrobené pracovnikmi NLC.
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Obrazok 2. a. nosic¢ v lapacej kore, b. nosic¢ s atraktantom, c. zemna pasca s odchytenymi H. abietis, d. odchytené imaga
umiestnené v laboratoriu

Figure 2. a. carrierin the trapping bark, b. carrier with attractant, c. ground trap with captured H. abietis, d. captured image
placed in a laboratory.

Odber imag bol vykonavany minimalne po 6-tich diloch od umiestnenia nosic¢ov do terénu z do-
vodu, aby imaga prisli do kontaktu s nosi¢om. Zo vietkych zemnych pasci sa odoberali odchytené H.
abietis pocas niekolkych dni. Odoberali sa pinzetou, ktora sa po kazdom odbere dezinfikovala etano-
lom a néasledne boli vloZené do samostatnych Petriho misiek, ktoré boli prevezené do laboratorii LOS
(NLC) (obr. 2d). Odoberané boli aj imaga, ktoré sa odchytili priamo z lapacich kor, v ktorych boli
umiestnené nosice (LS).
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2.2. Experiment v roku 2021

Pracovnici spolo¢nosti VLM SR, 8. p., sa spolupodielali na realizacii terénnych experimentov. Ich
Ucast na terénnych pracach pre vyskum bola koordinovana na zaklade pokynov NLC, pri¢om sa jed-
nalo najma o asistenciu pri vybere vhodnych ploch, pri zakladani experimentov v lesnych porastoch,
vyrobe lapacich kor podla pokynov LOS, odchyte H. abietis, vyrobe kolikov na oznacenie experimen-
tov v teréne, atd.

Za ucelom roz$irenia nasho terénneho vyskumu o borovicové porasty na OZ Malacky, bol vyhoto-
veny zoznam porastov, v ktorych prebiehala tazba v poslednych rokoch. Nasledne bol diia 31.03.2021
vykonany terénny skrining vybranych ploch za a¢elom zistenia pritomnosti po§kodenia borovicovych
sadenic od zrelostného Zeru H. abietis. Bolo skontrolovanych priblizne 10 porastov. Nakolko sme ne-
nasli pocas celého dia ziadne poSkodenie na sadeniciach, dalej sme upustili od myslienky realizovat
experimenty v tejto oblasti, nakolko sa tu cielovy §kodca nachadza len v minimalnej pocetnosti.

Nové terénne experimenty boli teda zaloZené opét v smrekovych porastoch v ramci Lesnej spravy
Sklené. Pred zaloZenim experimentu bol vykonany ,,skrining pritomnosti imag H. abietis do lapacich
kor na piatich lokalitach (5 pasci na kazdej lokalite). Na dalSie experimenty sme nasledne vybrali plo-
chy s najvy$Sou pocetnostou cielového Skodcu.

Utinnost nosi¢a sme dokazali v predoslych pokusoch. V novom experimente sme sa zamerali na vy-
voj a terénne testovanie Specialnych chraniciek vytlacenych na 3D tlaciarni podla vlastného navrhu
(obr. 3). Chranic¢ka méa dve tlohy. Jednak ochranit samotny nosi¢, aby ho nekonzumovali drobné hlo-
davce a jednak zabranit kontaktu nosi¢a s uzito¢nymi druhmi hmyzu, ako napr. bystrusky. Chranic¢ky
mali taky priemer otvorov, aby doii presli imaga H. abietis, ale nie velké bystrusky, ktoré si chranené.

Obrazok 3. 3D tlaciaren (vlavo) a chranicka v teréne (vpravo)
Figure 3. 3D printer (left) and field protector (right).

Dalsi terénny experiment v ramci LS Sklené mal za ciel overit G¢innost pouzitia nosi¢ov priamo
v lapacich korach, nakolko tato kombinacia sa v predoSlom roku javila ako najucinnejia. Pokus bol
zaloZeny na 3 plochach. Na kazdej ploche bolo nastavenych 10 kor s nosi¢mi a 10 kor bez gal (kon-
trola). Imaga boli zberané priamo z lapacich kor, nasledne boli prevezené do laboratérié a ich stav bol
kontrolovany v pravidelnych intervaloch.

Pocas rieSenia projektu sme ziskali dalsie kmene entomopatogénnej huby Beauveria bassiana (pra-
covné nazvy BB alfa a BB beta). Cielom nasho laboratérneho pokusu bolo porovnat t¢innost a rych-
lost pdsobenia ich spér na imaga H. abietis v porovnani s naSim pouzivanym kmefiom (BB AMEP20)
a vysledky porovnat s kontrolou. Na experiment sme pouzili 220 imag H. abietis, ktoré boli ziskané
z LS Sklené. Iméga boli rozdelené do 4 blokov (3 rdzne kmene s hubou B. bassiana a kontrola), v kaz-
dom bloku do 11 Petriho misiek (v 1 Petriho miske bolo 5 imag). V kazdej miske bol kus smrekove;j
kory ako potrava a kiisok navlhéenej buniciny ako zdroj vody a vlhkosti. Kontrola postupnej mortality
imag bola vykonavana kazdé 3 — 4 dni. Hodnotilo sa, ¢i su imaga Zivé, resp. mftve a zaCinaju prerastat
hubou.
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3. Uysledky a diskusia
3.1. Experiment v roku 2020

V laboratériach sa v pravidelnych intervaloch (niekolko dni) sledovalo postupné prerastanie odchyte-
nych imag H. abietis podla jednotlivého spdsobu osetrenia (obr. 4). Z vysledkov jednoznaéne vyplyva
vplyv nosi¢a na mortalitu imag H. abietis, ked kazdy sposob pouzitia nosi¢a bol vyrazne lepsi ako kon-
trola bez nosica. Z vysledkov moZeme konstatovat, Ze imaga odobrané z kontrolného bloku nevykazali
v podstate Ziadnu mortalitu. Z vysledkov vyplyva aj to, Ze najvysSiu priemernt mortalitu dosiahli ima-
ga H. abietis odobrané priamo z lapacich kor (66 %), nasledované imagami odchytenych do zemnych
pasci v bloku s lapacimi kdrami (cez 50 %), v ktorych boli nosice. Varianty blokov so samostatnymi
nosi¢mi, resp. nosi¢mi a atraktantmi dosiahli priemernd mortalitu a prerastenie odchytenych imag
do 20%.
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Obrazok 4. Kumulativna mortalita imag H. abietis pocas trvania experimentu
Figure 4. Cumulative mortality of H. abietis images during the experiment.

Vzhladom na pozitivne vysledky 24-hodinovej pritomnosti nosicom pri imagach H. abietis v labora-
tornom experimente (Lalik et al. 2021) sme o¢akéavali, Ze nosice tiez zvysia umrtnost H. abietis v teré-
nom experimente. Po tom, ¢o boli nosi¢i umiestnené v teréne, sme pockali 6 dni na umiestnenie pasci,
aby sa mohla rozvinut infekcia B. bassiana (Barta et al. 2019). Najvy$§iu mortalitu sme zaznamenali
v skupine imag odobratych priamo z lapacej kory 66 %, ¢o je pochopitelné, pretozZe tito dospeli jedinci
nepochybne prisli do kontaktu s nosi¢om. Na rozdiel od toho jedince odchytené z lapacej pasce sa ne-
museli dostat do kontaktu s nosicom, ¢o mé za nasledok znizent mortalitu. Imaga H. abietis st velmi
aktivni a pohyblivi. Do polovice septembra lieta 50 — 60 % novovyrojenych dospelych jedincov (Tan
et al. 2010). Samice mdzu lietat alebo prejst velké vzdialenosti, aby nasli vhodné miesta na kladenia
vajicok (Mracek & Srutka 1984). Dospelé jedince H. abietis dokéazu preletiet az 2000 m na jeden krat
a pocas celého zivota mozu preletiet viac ako 80 000 m (Solbreck & Gyldberg& 1979). V holinach
sa samce pohybuju v reakcii na inych samcov (Tilles et al. 1988) alebo v reakcii na samicie feromdény
(Selander 1978). Napriek moznosti, Ze imaga sa mohli presunudt na blok a potom do pasce bez toho,
aby sa kontaktovali s nosi¢om, imrtnost imag na blokoch s nosi¢mi dosiahla 20 — 50 %. Na Slovensku
sa prirodzena umrtnost v populaciach H. abietis pohybuje od 0 do 6 % v zavislosti od datumu odchytu.
Po zaciatku jula nebola pozorovana Ziadna nakaza (Barta et al., 2019). Toto sme potvrdili aj my, ked
na nasej kontrolnej ploche neboli odchytené imaga, ktoré by nasledne v laboratérnych podmienkach
zahynuli v dosledku huby B. bassiana.

Domnievame sa, zZe na vysledky mohol mat vplyv aj fakt, Ze sa jedna o glejové podloZie a pocas
dazdivého roka 2020 bolo extrémne podmocené (dokonca boli zemné pasce vytlacené vodou) a kolaje
po tazbovych mechanizmoch tvorili bariéry pre imaga H. abietis (nakolko sa po ploche pohybuju cho-
denim a lietaji len obmedzene).
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3.2. Experiment v roku 2021

Vysledky ukazali, ze chranicky dokazu zabezpecit, aby sa bystrusky nedostali do tesného kontaktu
s nosi¢om. Celkovo sme odchytili 87 bystrusiek, ktoré sme néasledne preniesli do laboratoria a sledo-
vali prerastanie. Z odchyteného mnozstva prerastlo 6 bystrusiek. Dalsie druhy, ktoré sme odchytili,
boli pavtky 47 ks (prerastli 4 ks), mravce 54 ks (prerastli 3 ks), lykokazy 63 ks (prerastlo 18 ks).

Sumarne vysledky zo vSetkych ploch z experimentu, kde bol pouzity nosi¢ vlapacich korach ukaza-
li, Ze Zivych jedincov kazdou kontrolou ubuidalo a naopak mortalita imag H. abietis a ich Gspe$ne pre-
rastaniu hubou postupe stipala, ¢im sme opét potvrdili i¢innost tohto nosica v teréne (obr. 5). Imaga
zberané z kontroly nie st v grafe uvedené, nakolko sa tam nevyskytla ziadna mortalita, ¢o potvrdilo, Ze
mortalita uvedena v grafe bola zapri¢inena tspes$nou infekciu z nasho nosica.
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Obrazok 5. prezivanie a mortalita imag H. abietis zberanych z lapacich kor s nosicom
Figure 5. Survival and mortality of H. abietis images collected from carrier traps.

Z vysledkov porovnévania roznych kmeriov huby B. bassiana vyplyva, Ze maju vyrazne rozdielny
vplyv na mortalitu H. abietis. Najlepsie vysledky dosiahol kmen BB beta, kde v 15. defi pokusu bola
dosiahnuté 100 % mortalita. Ako druhy najlepsi vySiel na§ kmen BB AMEP20, kde bola 100 % mor-
talita dosiahnuté na 23. den. Kmen BB alfa dokazal usmrtit iba 82 % H. abietis na konci experimentu
(obr. 6). Kontrolné jedince pocas celého experimentu neuhynuli.
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Obrazok 6. Porovnanie priebehu mortality imag H. abietis podla pouzitého kmena entomopatogénnej huby B. bassiana
Figure 6. Comparison of the course of mortality of H. abietis images according to the used strain of entomopathogenic fungus
B. bassiana.
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Naifikovanie réznymi kmenmi hubou B. bassiana mdze mat iny vplyv na mortalitu imag (Barta
et al. 2019). Toto sa potvrdilo v laboratornom experimente. Testovali sa tri rozne kmerie huby B. bas-
siana. Dva kmene dosiali 100 % mortalitu imag jeden po 15 diioch a druhy po 23 diioch. Posledny
testovany kmen dosiahol 82 % mortalitu imag. Podobné vysledky prezentovali Ansari & Butt (2012),
ktori uviedli, ze vSetky imaga H. abietis priamo oSetrené suspenziou konidii B. bassiana (1 x 103ml)
boli usmrtené do 20 dni. V dalSej §tudii spdsobila rovnaka koncentrécia konidii B. bassiana celkova
umrtnost imag H. abietis po 30 diioch (Barta et al. 2019).

4. Suhrn

Vysledky naznacujua, Ze nosice kolonizované entomopatogénnou hubou B. bassiana by mohli byt
vhodné na zniZenie poCetnosti H. abietis v lesoch. Vysledky ukazali, Ze imaga H. abietis mozu byt
infikované B. bassiana uz po kratkom vystaveni nosicom. Opisany nosi¢ bol vo vyvoji 5 rokov a bol
testovany v laboratérnych a prirodnych podmienkach. PouZitie nosicov zniZuje lokalnu pocetnost
H. abietis a ma minimalne u¢inky na ostatné bezstavovce. Ak chceme tieto u¢inky minimalizovat, je
vhodné nosic¢ vlozit do chranicky. Okrem toho sa zd4, Ze s nosi¢om nie je potrebné pouzit atraktant, ak
sa spravne umiestni (ku priu alebo k sadenici). Hoci sticasna $tadia zistila, Ze atraktant pri nosi¢och
nezvySil umrtnost H. abietis, je potrebny dalsi vyskum, aby sa zistilo, ¢i atraktant, ktory sa pridava
priamo k nosic¢u, zvySuje amrtnost H. abietis. Kvoli ekologickym rizikdm spojenym s pouZivanim tra-
di¢nych insekticidov vyrobcovia pesticidov ¢oraz viac uvazuju o vyvoji a vyrobe biopesticidov. Sucas-
né vysledky naznacuju, Ze nosi¢ s B. bassiana bude uZito¢nym biopesticidom na kontrolu H. abietis
v lesoch a mozno aj na kontrolu inych hmyzich Skodcov v inych polnohospodarskych kulturach.
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