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Abstract: The large pine weevil (Hylobius abietis L.) is one of the most destructive pests of young conif-
erous stands in Europe, causing severe mortality of seedlings and substantial economic losses. In recent
years, the reduction of chemical insecticides due to environmental concerns has increased the need for
ecologically sustainable solutions. This study evaluates an entomopathogenic fungi (EPF) carrier de-
signed to maintain the viability and sporulation under a field conditions. In recent years, a series of field
and laboratory experiments were conducted in Slovakia to assess the efficacy of carriers under different
application strategies. Results demonstrated high infection and mortality rates of adult H. abietis, ranging
from 419% to over 90%, with the highest values observed when carriers were placed in bark traps or during
direct contact of adults with the carrier. Field trials further confirmed that placing carriers at every third
spruce seedling is sufficient, corresponding to approximately 1,000 carriers per hectare. Additional cage
experiments revealed that sporulation does not significantly spread over greater distances, minimizing the
risk to non-target arthropods. These findings confirm that carriers of EPF are a promising component of
integrated forest protection, offering a selective, cost-efficient, and environmentally sound alternative to
conventional chemical control.
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Problematika

Tvrdon smrekovy (Hylobius abietis Linnaeus, Coleoptera: Curculionidae) patri medzi najvyznamnejsich
$kodcov mladych ihli¢natych porastov v Eurépe a Azii (Langstrdm & Day 2004; Lalik et al. 2021). Dospelce
obzieranim kéry na sadeniciach prerusujt vodivé pletivé, ¢o spdsobuje ich odumieranie. Skody st najvyraz-
nejsie v prvych rokoch po vysadbe, pricom hospodarske straty sa v Eurépe odhadujt az na 120 miliénov €
ro¢ne (Gradinariu et al. 2012; Lalik et al. 2021). Okrem mladych sadenic sa imaga mozu Zivit aj korerimi
a vetvami star$ich stromov (Eidmann 1974; Wallertz et al. 2006). Popula¢nd dynamika tvrdonia je tzko spo-
jend s dostupnostou ¢erstvych priov, ktoré vznikaja v dosledku tazby, vetrovych ¢i podkornikovych kalamit
(Kunca et al. 2016).

Tradi¢n4 ochrana sadenic bola dlhodobo zaloZena na aplikacii syntetickych insekticidov (Stoakley & He-
ritage 1990). Ich pouzivanie je viak postupne obmedzované z dévodu negativnych dopadov na zivotné pro-
stredie a rasttceho tlaku na uplatiiovanie ekologicky prijatelnych postupov (Lacey et al. 2015). To vytvéra
priestor pre alternativne met6dy, medzi ktoré patria biologické spdsoby ochrany vyuzivajuce prirodzenych
antagonistov hmyzu. Entomopatogénne huby (EPH) zohrévaju vyznamnt tlohu ako prirodzeni regulétori
hmyzich populécii (Vega et al. 2012). Ich uplatnenie v biologickej ochrane bolo potvrdené v polnohospo-
dérstve aj lesnictve (De Faria & Wraight 2007; Augustyniuk-Kram & Kram 2012). Beauveria bassiana je druh
huby s velmi $irokym hostitelskym spektrom, schopny infikovat viac ako 750 druhov hmyzu (Ghikas et al.
2010), vratane tvrdona smrekového (Barta et al. 2019). Jej praktické vyuzitie je viak limitované environ-
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mentalnymi podmienkami, najmi UV Ziarenim (Posadas et al. 2012) a teplotnymi extrémami (Hallsworth
& Magan 1999).

Jednou z perspektivnych moznosti je pouzitie $pecidlneho nosic¢a (Slovenska patentova prihlasku PP-79-
2019; medzindrodné patentov4 prihlagka PCT/SK2020/050007), ktory bol vyvijany s cielom zabezpecit
dlhodobé prezivanie entomopatogénnych hub v prirodnych podmienkach. V priebehu poslednych rokov
bolo uskuto¢nenych niekolko experimentov zameranych na overenie efektivity tejto metédy v kombinécii
s rdznymi atraktantmi a réznymi metédami aplikacie.

Material a metody

V roku 2019 bola v lokalite Liptovskd Teplicka zalozend pokusnd plocha, rozdelend na $tyri bloky s rozmermi
1S x 25 m; jednotlivé bloky boli od seba vzdialené 10 m. V jednotlivych blokoch sa testovali rozne varian-
ty aplikdcie nosi¢ov: kontrolny variant obsahoval len lapacie kéry bez nosi¢a (A), v druhom variante boli
umiestnené nosi¢e s hubou B. bassiana (B), treti variant kombinoval nosi¢ s atraktantom na baze a-pinénu
a etanolu v pomere 1:2 (C) a vo $tvrtom variante boli nosi¢e vlozené priamo do lapacej kory (D) (obr. 1).
V kazdom bloku bolo umiestnenych dvadsat zemnych pasci pozostavajucich z plastovych vedier s bo¢nymi
otvormi, ktoré boli zakopané do pddy a vybavené vetvitkami borovice sluZiacimi ako ndvnada. Podas devia-
tych dni bolo odchytenych celkovo 564 imédg tvrdona.

Obrazok 1. Rozmiestnenie pasci na ploche (biely blok — A, kontrola; zeleny — B nosi¢; modry — C, nosi¢ s atraktantom;
zlty — D nosice s lapacou kérou).

Figure 1. Distribution of traps on the plot (white block — A, control; green — B, carrier; blue — C, carrier with attractant; yellow
~ D, carriers with bark traps).

Odchytené jedince boli nasledne prenesené do Petriho misiek, vktorych boli chované maximalne po tri kusy
spolu s kiskom smrekovej kory a navlhé¢enou buni¢inou. Misky boli uchovévané v laboratérnych podmien-
kach pri teplote 22 +2 °C a relativnej vlhkosti 60 %, pri¢om vlhkost v miskdch bola udrziavana nad 90 %. Kon-
troly prebiehali dvakrit tyZdenne pocas 6smich tyzdnov a pri kazdej kontrole bola zaznamenavand mortalita
imdg a pripadné prerastanie mycéliom huby B. bassiana (obr. 2).

V roku 2022 boli experimenty realizované na dvoch lokalitich — Liptovskd Porubka a Liptovska Kokava
(obr. 3). Na kazdej ploche bolo vysadenych sto sadenic smreka oby¢ajného (Picea abies), rozdelenych do
dvoch blokov po pitdesiat kusov. V jednom bloku bol ku kazdej sadenici umiestneny nosi¢, zatial ¢o druhy
blok sluzil ako kontrola, bez nosicov.
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Obrazok 2. Iméga tvrdoiia v Petriho miskdch prerastené mycéliom huby B. bassiana.
Figure 2. Adults of large pine weevil in Petri dishe colonized by fungus B. bassiana.

Obrazok 3. Vyskumné plochy L. Kokava a L. Porubka.
Figure 3. Trial plots L. Kokava a L. Poriibka.
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Tri tyzdne po vysadbe bolo na kazdu plochu instalovanych patnést zemnych pasci na odchyt imdg tvrdona.
V priebehu troch dni bolo zo vsetkych blokov spolu odchytenych 253 imdg, ktoré boli nasledne prenesené
do laboratérnych podmienok identickych s prvym experimentom. Odchytané imaga boli sledované pocas
$tyridsiatich dni, pricom kontroly sa vykondvali kazdé tri aZ $tyri dni, neskor v tyzdennych intervaloch. Pri
kaZdej kontrole sa zaznamendvala mortalita a prejavy infekcie.

V roku 2023 v lokalite Liptovské Teplicka, bol v experimente sledovany vplyv hustoty aplikdcie nosi¢ov
na ucinnost infekcie. Na ploche bolo vysadenych 192 sadenic smreka, ktoré boli rozdelené do troch blokov
po 64 sadenic. V prvom bloku (A) bol nosi¢ umiestneny pri kazdej sadenici, v druhom (B) pri kazdej druhej
avtretom (C) pri kazdej tretej sadenici. V kazdom bloku bolo nainstalovanych 12 ks zemnych pasci, sti¢asne
bolo 10 kontrolnych zemnych pasci umiestnenych mimo osetrené bloky, vo vzdialenosti SO m (obr. 4). Pasce
boli kontrolované pocas troch dni a podarilo sa odchytit celkom 262 ks imég, z toho 46 ks v bloku A, 88 ks
v bloku B, 99 ks v bloku C a 29 ks v kontrolnych pasciach. Podobne, ako v predchddzajicich experimentoch,
jedince boli v laboratérnych podmienkach sledované pocas dvoch mesiacov.

Obrazok 4. Experimentdlna plocha s vysadenymi sadenicami smreka a zemnymi pascami.
Figure 4. Experimental plot with planted spruce seedlings and pitfall traps.

V druhej casti tretieho experimentu bol testovany prenos infekcie zo sporulujicich nosi¢ov na vzdialenost.
Pokus bol zalozeny 1. augusta.

V roku 2023 prebiehalo tieZ testovanie vzdialenosti prenosu spér z nosi¢a. Experiment prebiehal v Sies-
tich externych chovnych klietkach s rozmermi 180 x 180 cm. Na podlahe klietok bol rozmiestneny substrat
a v kazdej klietke bol v jednom rohu umiestneny nosi¢ s B. bassiana. Imaga tvrdona boli uzavreté v malych
klietkach o rozmeroch 8 x 4 x 1 cm, ktoré boli umiestnené vo vzdialenostiach 10, 25, 50, 100, 140 a 160 cm
od nosica (obr. §). Paralelne bolo tridsat jedincov kratko (2 sekundy) prilozenych priamo na povrch nosi¢a
a nésledne chovanych v Petriho miskdch. Tito jedinci tvorili kontrolnt skupinu, ktora slizila na overenie
sporuldcie nosi¢ov. Kontrola prebiehala v trojdnovych intervaloch, neskor raz tyzdenne.
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Obrizok 5. Chovna klietka s nosi¢om a rozmiestnenymi imédgami tvrdona; klietky s imagami.
Figure 5. Rearing cage with a carrier and distributed adults of pine weevil; small cages containing adults.

Vysledky

V experimente z roku 2019 vysli rozdiely medzi jednotlivymi variantmi. Mortalita imdg v kontrolnom bloku
(A) dosiahla 18,7 %, zatial ¢o v bloku s nosi¢mi (B) to bolo 41,6 % a v kombinécii s atraktantom (C) 51,2 %.
Najvyssie hodnoty boli zaznamenané v bloku D, s nosi¢mi vlozenymi do lapacej kory, kde mortalita dosiahla
62,2 %. Eite vyraznejsi efekt sa objavil pri jedincoch priamo odchytenych z lapacej kory obsahujticej nosi¢,
kde mortalita dosiahla 91,2 %. Prvé znidmky prerastania mycéliom huby B. bassiana boli zaznamenané uz
pocas prvej kontroly (obr. 6).
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Obrazok 6. Denny vyvoj mortality imag v zavislosti od jednotlivych oSetreni pocas priebehu experimentu.
Figure 6. Daily development of adult mortality in relation to the individual treatments throughout the experiment.
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V experimente z roku 2022 bola mortalita imég v blokoch s nosi¢mi vysokd na oboch lokalitdch, konkrétne
71 % v Liptovskej Porubke a 77 % v Liptovskej Kokave. Naproti tomu v kontrolnych blokoch bola morta-
lita zanedbatelnd, pohybovala sa len medzi 0 az 4 %. Prvé prejavy infekcie sa objavili uz po siedmich diioch
a v polovici sledovacieho obdobia bola viac ako polovica odchytenych jedincov usmrtend s jasnymi znakmi
infekcie.
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Obrazok 7. Kumulativna mortalita imdg z lokalit L. Kokava a L. Portibka.
Figure 7. Cumulative mortality of adults from the plots of L. Kokava and L. Poriibka.

Experiment z roku 2023 skimajuci hustotu umiestnenia nosi¢ov preukazal, Ze hustota ich aplikdcie nema
vyznamny vplyv. V bloku A, s nosi¢om pri kazdej sadenici bola mortalita 50 %, v bloku B s nosi¢om pri kazdej
druhej sadenici 51 % a v bloku C s nosi¢om pri kazdej tretej sadenici S5 %. V kontrolnych pasciach nebola
zaznamenand Ziadna mortalita spdsobend hubou. Tieto vysledky naznacuju, Ze aj pri niz$ej hustote aplikdcie
je u¢innost dostato¢nd a postacuje umiestnenie nosi¢a pri kazdej tretej sadenici.
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Obrazok 8. Kumulativna mortalita imdg v jednotlivych blokoch.
Figure 8. Cumulative mortality of adults in the individual blocks.
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Experiment hodnotiaci §irenie sporulécie v externych chovnych klietkach preukézal len minimélny prenos
infekcie. Z celkového poctu imdg umiestnenych v roéznych vzdialenostiach od nosica bolo infikovanych iba
sedem jedincov, pri¢om vzdialenost od nosi¢a sa nepreukdazala $tatisticky vyznamna. Tento vysledok kontras-
toval s variantom priameho kontaktu imdg s nosi¢om, kde mortalita dosiahla 100 % uz po 21 drioch.

Zaver

Vysledky experimentov preukazali relativne vysoku tcinnost nosi¢ov, predstavuju perspektivnu biologicku
metddu ochrany proti tvrdoniovi smrekovému. Mortalita dospelcov odchytenych z ploch z rozmiestnenymi
nosi¢mi dosahuje viac ako 50 %, pri priamom kontakte s virulentnym nosi¢om je to spravidla 100 %. Z prak-
tického hladiska je klu¢ovym poznatkom, Ze ui¢innost je porovnatelna aj pri niz$ej hustote aplikacie — posta-
¢uje umiestnenie nosi¢a pri kazdej tretej sadenici, ¢o zodpoveda priblizne 1 000 ks nosi¢ov na hektar.

Vyznamnym prinosom je aj ekologicka bezpe¢nost met6édy. Experimenty naznacuju, zZe sa spory na vicsie
vzdialenosti nesiria. Pri pouziti vhodnych typov atraktantov je riziko ohrozenia necielovych druhov minimél-
ne. To robi z nosi¢ov efektivny a zdroveri environmentdlne prijatelny néstroj.

Univerzélnost nosi¢a, ktory je mozné kolonizovat nielen Beauveriou bassiana, ale aj inymi entomopato-
génnymi hubami, poskytuje Siroké moznosti jeho aplikdcie v lesnictve aj v polnohospodarstve. Tato tech-
noldgia tak predstavuje perspektivny pilier integrovanej ochrany lesov a vyznamny krok k udrzatelnejsiemu
hospodareniu v podmienkach meniaceho sa prostredia.
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