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Abstract: The large pine weevil (Hylobius abietis L..) (Coleoptera: Curculionidae) is considered one of the
most important insect pests of newly planted coniferous seedlings. The aim is to use nature-friendly methods
in forest protection, and one of them is the use of entomopathogenic fungi. In this paper, several conidia con-
centrations (10°,10%,107,10® conidia/ml of water suspension) of entomopathogenic fungus Beauveria bas-
siana were tested. This strain of fungus was isolated from a dead specimen of pine weevil caught in nature.
The best results were achieved with a concentration of 108 conidia/ml, where it took 18 days on average to
kill the host, and at the end of the experiment 100% mortality was reached only in this group. In the group of
107 conidia/ml, it took 24 days on average to kill the host, while in lower concentration groups it was from 30
to 34 days on average, with a significantly lower mortality rate.
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Uvod

Tvrdon smrekovy (Hylobius abietis L.) (Coleoptera: Curculionidae) je v Eurépe povazovany za jedného
z najvyznamnejsich hmyzich skodcov novovysadenych ihli¢natych kulttar (Eidmann, 1974; Nordlan-
der, 1987). Samicky st synovigénne a teda dozrievanie vajicok a ich kladenie je zavislé na zdrojoch zis-
kanych potravou (Munro, 1928; Nordenhem, 1989; Leather et al., 1999; Orlander et al., 2000; Wain-
house et al., 2004). Iméaga preto vykonavaju tzv. zrelostny Zer, ohloddvanim kory na kmienkoch ihlic-
natych sadenic a extrémne poSkodzuju sadenice po umelej obnove porastov, ktoré v dosledku po-
Skodenia hynud. Ku vytvaraniu priaznivych podmienok pre tvrdona prispievaju rozsiahle vetrové a ly-
kozrutové kalamity. Plochy po kalamitach je potrebné umelo obnovit, ¢o sa ¢asovo ¢asto prelina s liah-
nutim novych imag tvrdona, ktoré potrebuju vykonat zrelostny Zer. KedZe najbliz§im zdrojom potravy
pre iméga su ihli¢naté sadenice, m6zu na takychto plochach vzniknut obrovské Skody, ¢asto s potre-
bou opakovaného zalesniovania, ¢im sa niekolkonasobne mdzu zvysit ndklady na obnovu. PredovSet-
kym po roku 2010 sa poSkodenie ihli¢natych sadenic vyrazne zvySilo a ro¢ne tvrdon poskodi stovky
hektarov ihli¢natych vysadieb (Galko et al., 2013a, b, ¢, 2014). Slabé poranenie nie je pre sadenicu
smrtelné a rany sa pomerne dobre hoja. Pri opakovanom intenzivnom poSkodeni méze rychlo dojst
k tthynu celych vysadieb. Ku beznym metdédam ochrany lesa patri najmé chemické oSetrenie sadenic
(Varinsky, 2011; Galko et al., 2014) a pouzivanie lapacich kor (Galko et al., 2012, 2013a, 2014). Nevy-
hodou chemického oSetrenia je nutnost jeho opakovania, pre jeho relativne kratkodobu t¢innost a ne-
ziaduca zataz zivotného prostredia (Modlinger et al., 2018). NavySe sa $kody vyskytuju ¢astokrat v ob-
lastiach s tretim a vy$$im stupriom ochrany prirody, kde sa mdzu pouzit pesticidy iba na vynimku, ¢o
je problematicky a zdihavy proces. V tychto oblastiach prichadza do Gvahy pouzitie lapacich kor (Gal-
ko et al., 2012, 2013a), voskovanych sadenic (Galko et al., 2013c) a tiez vyuzitie biologickych metod
(Galko et al., 2013a). Patri sem aj metoda s vyuzitim entomopatogénnych huab, s ktorymi bola zaloze-
né séria niekolkych experimentov. Cielom bolo vyselektovat entomopatogénnu hubu a koncentraciu
jej konidii, schopnu zlikvidovat hostitela (imago tvrdona) v ¢o najkratSom c¢ase. V tejto praci st pre-
zentované Ciastkové vysledky jedného experimentu.
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Metodika

Experiment prebehol v roku 2013. Na zaklade vysledkov predchadzajucich experimentov, v ktorych
vySiel ako najucinnejsi kmen huby Beauveria bassiana kultivovany z uhynutého imaga tvrdona, od-
chyteného z prirody (2012), bol tento experiment zamerany na testovanie rozdielnych koncentracii
konidii tejto huby (tab. 1). Pouzitych bolo 150 ks imag v pomere pohlavi 1:1. Infikovanie imag pre-
behlo mokrym spdsobom, namocéenim imag do vodnej suspenzie konidii po dobu 5 sekund. Pre na-
rusenie povrchového napitia a lepSie zmacanie imag, bolo do suspenzie pridané zmacadlo Tween 80
v koncentracii 0,05 %. Po infikovani boli im4ga umiestnené jednotlivo do Petriho misiek s 2 kusmi na-
vlhéenej bunicitej vaty (asi 4 x 4 cm), pre udrZanie vlhkosti v Petriho miskach a tiez ako zdroj vody
pre tvrdone. Ako zdroj potravy boli pouzité borovicové konariky (Pinus sylvestris) priblizne 8 cm dlhé
a 0,7 cm hrubé, odobraté z jedného jedinca borovice. Konariky v Petriho miskéach boli vymietniané kaz-
dych 10 dni. Experiment prebehol v laboratdriu Centra excelentnosti biologickych met6d ochrany
lesa (CEBIMOL) na Stredisku lesnickej ochranarskej sluzby. Teplota vzduchu sa pohybovala v roz-
medzi 18 — 24 °C a pri relativnej vlhkosti vzduchu 50 % r.v.v. Experiment bol hodnoteny v §tvordno-
vych intervaloch vizualnou obhliadkou kazdého imaga. Sledovana bola mortalita imag a stupen prera-
stania hubou podla pit bodovej stupnice (tab. 2), od Zivého po hubou plne prerastené imago (obr. 1).
Mortalita neprerastenych imag bola hodnotena ich jemnym pritlatenim pinzetou, na ktoré Zivé imaga
reagovali pohybom. Pinzeta bola sterilizovana po kazdom hodnotenom imagu.

Tabulka 1. Dizajn oSetreni imag tvrdona v experimente s entomopatogénnymi hubami

Table 1. Design of pine weevil adults treatment in entomopathogenic fungi experiment

OSetrenie Pocet pouzitych jedincov

Kontrola 158 +159 30
B. bassiana 10° konidii/ 1 ml 156" +15% 30
B. bassiana 10° konidii/ 1 ml 158 +159 30
B. bassiana 10" konidii/ 1 ml 158 +159 30
B. bassiana 10° konidii/ 1 ml 158" +15% 30

Tabulka 2. Stupnica hodnotenia prerastania imag tvrdona smrekového hubou
Table 2. Scale for evaluation of pine weevil adults overgrowth by fungus

Stupen prerastania Stav
1 Zivé imago
2 mitve imago, bez prerastania hubou
3 mitve imago, prerastené do 1/3 povrchu tela
4 mrtve imégo, prerastené do 2/3 povrchu tela
5 mftve imdgo, prerastené nad 2/3 povrchu tela

Obrazok 1. Stupne prerastania imaga tvrdoiia hubou (3. az 5. stupen) (Foto: Rell)
Figure 1. Degrees of overgrowth of pine weevil adult by fungus (3. to 5. degree) (Photo: Rell)

Vysledky

Rozdiel v ucinnosti pouzitych koncentracii konidii sa prejavil pri porovnani priebehu prerastania
imag hubou (obr. 2). V skupinach s vy$sou koncentraciou (107 a 108 konidii/ 1ml.) bola zaznamena
mortalita uz pri druhom hodnoteni (8 dni od infikovania). Pri poslednom hodnoteni (52 dni od infiko-
vania) bola zaznamenana 100 % mortalita v skupine s najvys$sou koncentraciou konidii (10® konidii/
1 ml) a k usmrteniu iméaga doslo priemerne po 18 ditoch. V skupine s koncentraciou 107 konidii/ 1 ml
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bola zaznamenana 87 % mortalita a k usmrteniu imaga doslo priemerne po 24 diioch. V skupinach
s nizSou koncentraciou bola zaznamenana 3 aZ 6-nasobne nizsia mortalita ako v skupine s koncentra-
ciou 10® konidii/ 1 ml a usmrtenie imaga trvalo priemerne 30 az 34 dni od ich infikovania.

Priemerny stupen prerastania imag pouZitymi koncentraciami, rozdeleny podla pohlavia znazor-
nuje obrazok 3.V skupinach s nizSou koncentraciou konidii boli nachylnejSie samice, pri koncentra-
cii 107 konidii/ 1 ml je tento vysledok opaény. Pri koncentracii 108 konidii/ 1 ml bol vysledok rovnaky,
nakolko uhynuli v§etky imaga. Po¢as experimentu bola mortalita zaznamenana aj v kontrolnej skupi-
ne (2 imaga), avsak pritomnost huby sa na tychto imagach nepotvrdila.
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Obrazok 2. Priebeh priemerného stupna prerastania imag tvrdoriov smrekovych infikovanych testovanymi koncentraciami
konidii huby B. bassiana
Figure 2. Progression of the mean degree of overgrowth of large pine weevil adults infected with tested conidia concentrations
of B. bassiana fungus

5

45
=
g 4
s
2 35
= |Q
g 3
2 mJ
= 25
E
=15 I
1 I
1075 1076 1077 1078 kontrola
Osetrenia

Obrazok 3. Priemerny stupen prerastania imag tvrdoiia smrekového pri rozdielnych koncentraciach konidii huby
B. bassiana na konci experimentu, rozdeleny podla pohlavia
Figure 3. Mean degree of overgrowth of H. abietis adults by B. bassiana fungus at different conidia concentrations at the end
of the experiment, divided to sexes

Diskusia a zaver

V stcasnosti je na trhu niekolko pripravkov na baze entomopoatgénnych hib pouzivanych v polno-
hospodarstve ako napr. Melocont® a Granmet®, ktoré ako G¢inna latku pouzivaju Beauveria brogiar-
tii a Metarhizium anisopliae. Vo svete uz roky prebiehaji experimenty s entomopatogénnymi huba-
mi, ako s potencialne ¢innym prostriedkom v boji proti $kodam aj v lesnictve. Ansari & Butt (2012)
sa zaoberali entomopatogénnymi hubami Metharizium robertsii, M. bruneum a B. bassiana a sledo-
vali ich vplyv na rdzne vyvojové $tadia tvrdona (larvy, kukly imaga). Ich laboratérne experimenty do-
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kazali, Ze vSetky spomenuté vyvojové §tadia tvrdona su citlivé na hubové patogény a hynt niekolko
dni po inokulacii, pricom larvy a kukly st nachylnejsie. V tejto praci bolo ako testovacie §tadium po-
uzité imago tvrdona, ktoré je mozné ziskat omnoho jednoduchsie ako iné vyvojové §tadia, odchytom
lapacimi zariadeniami. Zo Styroch testovanych koncentracii konidii huby B. bassiana, vySla signifi-
kantne vyssia uc¢innost koncentracii 107, 10® oproti kontrole, a koncentraciami 103, 10° konidii. An-
sari & Butt (2012) zistili, Ze aj nizke koncentracie konidii st schopné sposobit usmrtenie imag tvrdo-
na, ¢o sa potvrdilo aj v tejto praci, avSak v skupinach s niZSou koncentraciou bola zaznamenan4 3 az
6 nasobne niz$ia mortalita. Doberski (1981) odhadol, Ze koncentracia menej ako 100 konidii M. ro-
bertsii a B. bassiana moze spdsobit infekciu imagu podkdrnika brestového (Scolytus scolytus, Fabrici-
us., Coleoptera: Curculionidae, Scolytinae), kfmiacom sa na kotti¢och kdry namocenych v suspenzii
konidii. Podobne sa infikujt aj imaga tvrdona, kfmiace sa korou oSetrenou B. bassiana, ale ¢as prezi-
tia imag je az 81,8 dni (Wegensteiner & Fuhrer, 1988). V tejto praci bol podobne sledovany ¢as prezi-
vania imag po ich infikovani. V skupinach s niz§ou koncentraciou konidii, imaga preZivali priemerne
30 az 34 dni od ich infikovania a pri skupinach s vy§Sou koncentraciou to bolo 18 az 24 dni. Podla oca-
kavania sa so zvySujucou koncentraciou konidii, zvySovala aj ii¢innost oSetrenia. Sposobené to moze
byt tym, Ze pri nizsich koncentraciach vykli¢i a tspesne imago prerastie mensi pocet konidii a imago
je tak schopné odolavat dlhsiu dobu. Co sa tyka ochrany sadenic pred Zerom tvrdonia, je potrebné po-
dotknut, Ze len 3 im4ga Zerace na sadenici, ju dokazZu za 6 dni okruzkovat, ¢o ma pre takato sadenicu
fatalne nasledky (Girling et al., 2010). Rychlost akou dokazeme oSetrenim eliminovat §kodcu zohréa-
va dolezitu tlohu pri znizZeni, pripadne zabraneni §kod, ktoré moze sposobit a teda aj pri zachrane no-
vovysadenych ihli¢natych kulttr.

Vyhodou pouZivania entomopatogénnych hub je ekologickost, si prirodzenou sucastou prirod-
ného prostredia a boli pozorované aj na podkornych druhoch, naj¢astejsie na Ips typographus (Kir-
schner, 2001; Wegensteiner, 2004; Wegensteiner et al., 2007, a, b, 2015, a, b) a Ips sexdentatus (Dra-
ganova et al., 2010, Takov et al., 2012). Nepredstavuju nebezpecie pre vtaky, ryby a cicavce (Zim-
mermann, 1993, 2007) a nepredstavuju riziko pre Iudi alebo zivotné prostredie (Strasser et al., 2000;
Dabro & Thomas, 2009). Vyhodou je tiez ich schopnost produkovat nové konidia na uhynutych jedin-
coch tvrdona. Konidia sa tiez schopné udrzat si za priaznivych podmienok (v prioch, v pdde) kli¢ivost
aj niekolko mesiacov (Ansari & Butt, 2012), ¢o zavisi aj od teploty, v ktorej sa ,,uskladnené®. Ansari
& Butt (2011) pozorovali kli¢ivost konidii M. anisopliae, ktoré uskladnili po dobu 4 mesiacov pri tep-
lote 4 a 20 °C. Zistili, Ze konidia uskladnené pri nizZSej teplote si Zivotnost udrzia lepSie, ako konidia
uskladnené pri vyssSej teplote.

V tejto praci bola laboratorne potvrdend G€innost testovaného kmena huby B. bassiana izolované-
ho priamo z uhynutého imaga tvrdonia odchyteného z prirody. Momentalne pracujeme na vyvoji a pa-
tentovej ochrane nosica, ktory by zabezpecil prezivanie konidii a udrzZanie ich dlhodobej Gi¢innosti aj
v terénnych podmienkach.
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