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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 (105,106,107,108 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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Úvod

Tvrdoň smrekový (Hylobius abietis L.) (Coleoptera: Curculionidae) je v Európe považovaný za jedného 
z najvýznamnejších hmyzích škodcov novovysadených ihličnatých kultúr (Eidmann, 1974; Nordlan-
der, 1987). Samičky sú synovigénne a teda dozrievanie vajíčok a ich kladenie je závislé na zdrojoch zís-
kaných potravou (Munro, 1928; Nordenhem, 1989; Leather et al., 1999; Örlander et al., 2000; Wain-
house et al., 2004). Imága preto vykonávajú tzv. zrelostný žer, ohlodávaním kôry na kmienkoch ihlič-
natých sadeníc a  extrémne poškodzujú sadenice po  umelej obnove porastov, ktoré v  dôsledku po-
škodenia hynú. Ku vytváraniu priaznivých podmienok pre tvrdoňa prispievajú rozsiahle vetrové a ly-
kožrútové kalamity. Plochy po kalamitách je potrebné umelo obnoviť, čo sa časovo často prelína s liah-
nutím nových imág tvrdoňa, ktoré potrebujú vykonať zrelostný žer. Keďže najbližším zdrojom potravy 
pre imága sú ihličnaté sadenice, môžu na takýchto plochách vzniknúť obrovské škody, často s potre-
bou opakovaného zalesňovania, čím sa niekoľkonásobne môžu zvýšiť náklady na obnovu. Predovšet-
kým po roku 2010 sa poškodenie ihličnatých sadeníc výrazne zvýšilo a ročne tvrdoň poškodí stovky 
hektárov ihličnatých výsadieb (Galko et al., 2013a, b, c, 2014). Slabé poranenie nie je pre sadenicu 
smrteľné a rany sa pomerne dobre hoja. Pri opakovanom intenzívnom poškodení môže rýchlo dôjsť 
k úhynu celých výsadieb. Ku bežným metódam ochrany lesa patrí najmä chemické ošetrenie sadeníc 
(Varínsky, 2011; Galko et al., 2014) a používanie lapacích kôr (Galko et al., 2012, 2013a, 2014). Nevý-
hodou chemického ošetrenia je nutnosť jeho opakovania, pre jeho relatívne krátkodobú účinnosť a ne-
žiadúca záťaž životného prostredia (Modlinger et al., 2018). Navyše sa škody vyskytujú častokrát v ob-
lastiach s tretím a vyšším stupňom ochrany prírody, kde sa môžu použiť pesticídy iba na výnimku, čo 
je problematický a zdĺhavý proces. V týchto oblastiach prichádza do úvahy použitie lapacích kôr (Gal-
ko et al., 2012, 2013a), voskovaných sadeníc (Galko et al., 2013c) a tiež využitie biologických metód 
(Galko et al., 2013a). Patrí sem aj metóda s využitím entomopatogénnych húb, s ktorými bola založe-
ná séria niekoľkých experimentov. Cieľom bolo vyselektovať entomopatogénnu hubu a koncentráciu 
jej konídií, schopnú zlikvidovať hostiteľa (imágo tvrdoňa) v čo najkratšom čase. V tejto práci sú pre-
zentované čiastkové výsledky jedného experimentu. 
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Metodika

Experiment prebehol v roku 2013. Na základe výsledkov predchádzajúcich experimentov, v ktorých 
vyšiel ako najúčinnejší kmeň huby Beauveria bassiana kultivovaný z uhynutého imága tvrdoňa, od-
chyteného z prírody (2012), bol tento experiment zameraný na testovanie rozdielnych koncentrácií 
konídií tejto huby (tab. 1). Použitých bolo 150 ks imág v pomere pohlaví 1:1. Infikovanie imág pre-
behlo mokrým spôsobom, namočením imág do vodnej suspenzie konídií po dobu 5 sekúnd. Pre na-
rušenie povrchového napätia a lepšie zmáčanie imág, bolo do suspenzie pridané zmáčadlo Tween 80 
v koncentrácii 0,05 %. Po infikovaní boli imága umiestnené jednotlivo do Petriho misiek s 2 kusmi na-
vlhčenej buničitej vaty (asi 4 × 4 cm), pre udržanie vlhkosti v Petriho miskách a tiež ako zdroj vody 
pre tvrdone. Ako zdroj potravy boli použité borovicové konáriky (Pinus sylvestris) približne 8 cm dlhé 
a 0,7 cm hrubé, odobraté z jedného jedinca borovice. Konáriky v Petriho miskách boli vymieňané kaž-
dých 10 dní. Experiment prebehol v  laboratóriu Centra excelentnosti biologických metód ochrany 
lesa (CEBIMOL) na Stredisku lesníckej ochranárskej služby. Teplota vzduchu sa pohybovala v roz-
medzí 18 – 24 °C a pri relatívnej vlhkosti vzduchu 50 % r.v.v. Experiment bol hodnotený v štvordňo-
vých intervaloch vizuálnou obhliadkou každého imága. Sledovaná bola mortalita imág a stupeň prera-
stania hubou podľa päť bodovej stupnice (tab. 2), od živého po hubou plne prerastené imágo (obr. 1). 
Mortalita neprerastených imág bola hodnotená ich jemným pritlačením pinzetou, na ktoré živé imága 
reagovali pohybom. Pinzeta bola sterilizovaná po každom hodnotenom imágu.

Tabuľka 1. Dizajn ošetrení imág tvrdoňa v experimente s entomopatogénnymi hubami
Table 1. Design of pine weevil adults treatment in entomopathogenic fungi experiment

Ošetrenie Počet použitých jedincov
Kontrola 15♂ + 15♀ 30
B. bassiana  105 konídií/ 1 ml 15♂ + 15♀ 30
B. bassiana  106 konídií/ 1 ml 15♂ + 15♀ 30
B. bassiana  107 konídií/ 1 ml 15♂ + 15♀ 30
B. bassiana  108 konídií/ 1 ml 15♂ + 15♀ 30

Tabuľka 2. Stupnica hodnotenia prerastania imág tvrdoňa smrekového hubou
Table 2. Scale for evaluation of pine weevil adults overgrowth by fungus

Stupeň prerastania Stav
1 živé imágo
2 mŕtve imágo, bez prerastania hubou
3 mŕtve imágo, prerastené do 1/3 povrchu tela
4 mŕtve imágo, prerastené do 2/3 povrchu tela
5 mŕtve imágo, prerastené nad 2/3 povrchu tela

Obrázok 1. Stupne prerastania imága tvrdoňa hubou (3. až 5. stupeň) (Foto: Rell)
Figure 1. Degrees of overgrowth of pine weevil adult by fungus (3. to 5. degree) (Photo: Rell)

Výsledky

Rozdiel v  účinnosti použitých koncentrácií konídií sa prejavil pri porovnaní priebehu prerastania 
imág hubou (obr. 2). V skupinách s vyššou koncentráciou (107 a 108 konídií/ 1ml.) bola zaznamená 
mortalita už pri druhom hodnotení (8 dní od infikovania). Pri poslednom hodnotení (52 dní od infiko-
vania) bola zaznamenaná 100 % mortalita v skupine s najvyššou koncentráciou konídií (108 konídií/ 
1 ml) a k usmrteniu imága došlo priemerne po 18 dňoch. V skupine s koncentráciou 107 konídií/ 1 ml
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bola zaznamenaná 87 % mortalita a k usmrteniu imága došlo priemerne po 24 dňoch. V skupinách 
s nižšou koncentráciou bola zaznamenaná 3 až 6-násobne nižšia mortalita ako v skupine s koncentrá-
ciou 108 konídií/ 1 ml a usmrtenie imága trvalo priemerne 30 až 34 dní od ich infikovania. 

Priemerný stupeň prerastania imág použitými koncentráciami, rozdelený podľa pohlavia znázor-
ňuje obrázok 3. V skupinách s nižšou koncentráciou konídií boli náchylnejšie samice, pri koncentrá-
cii 107 konídií/ 1 ml je tento výsledok opačný. Pri koncentrácii 108 konídií/ 1 ml bol výsledok rovnaký, 
nakoľko uhynuli všetky imága. Počas experimentu bola mortalita zaznamenaná aj v kontrolnej skupi-
ne (2 imága), avšak prítomnosť huby sa na týchto imágach nepotvrdila.

Obrázok 2. Priebeh priemerného stupňa prerastania imág tvrdoňov smrekových infikovaných testovanými koncentráciami 
konídií 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

Obrázok 3. Priemerný stupeň prerastania imág tvrdoňa smrekového pri rozdielnych koncentráciách konídií huby
B. bassiana na konci experimentu, rozdelený podľa 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 záver

V súčasnosti je na trhu niekoľko prípravkov na báze entomopoatgénnych húb používaných v poľno-
hospodárstve ako napr. Melocont® a Granmet®, ktoré ako účinnú látku používajú Beauveria brogiar-
tii a Metarhizium anisopliae. Vo svete už roky prebiehajú experimenty s entomopatogénnymi huba-
mi, ako s potenciálne účinným prostriedkom v boji proti škodám aj v lesníctve. Ansari & Butt (2012) 
sa zaoberali entomopatogénnymi hubami Metharizium robertsii, M. bruneum a B. bassiana a sledo-
vali ich vplyv na rôzne vývojové štádiá tvrdoňa (larvy, kukly imága). Ich laboratórne experimenty do-
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kázali, že všetky spomenuté vývojové štádiá tvrdoňa sú citlivé na hubové patogény a hynú niekoľko 
dní po inokulácii, pričom larvy a kukly sú náchylnejšie. V tejto práci bolo ako testovacie štádium po-
užité imágo tvrdoňa, ktoré je možné získať omnoho jednoduchšie ako iné vývojové štádiá, odchytom 
lapacími zariadeniami. Zo štyroch testovaných koncentrácií konídií huby B. bassiana, vyšla signifi-
kantne vyššia účinnosť koncentrácií 107, 108 oproti kontrole, a koncentráciami 105, 106 konídií. An-
sari & Butt (2012) zistili, že aj nízke koncentrácie konídií sú schopné spôsobiť usmrtenie imág tvrdo-
ňa, čo sa potvrdilo aj v tejto práci, avšak v skupinách s nižšou koncentráciou bola zaznamenaná 3 až 
6 násobne nižšia mortalita. Doberski (1981) odhadol, že koncentrácia menej ako 100 konídií M. ro-
bertsii a B. bassiana môže spôsobiť infekciu imágu podkôrnika brestového (Scolytus scolytus, Fabrici-
us., Coleoptera: Curculionidae, Scolytinae), kŕmiacom sa na kotúčoch kôry namočených v suspenzii 
konídií. Podobne sa infikujú aj imága tvrdoňa, kŕmiace sa kôrou ošetrenou B. bassiana, ale čas preži-
tia imág je až 81,8 dní (Wegensteiner & Fuhrer, 1988). V tejto práci bol podobne sledovaný čas preží-
vania imág po ich infikovaní. V skupinách s nižšou koncentráciou konídií, imága prežívali priemerne 
30 až 34 dní od ich infikovania a pri skupinách s vyššou koncentráciou to bolo 18 až 24 dní. Podľa oča-
kávania sa so zvyšujúcou koncentráciou konídií, zvyšovala aj účinnosť ošetrenia. Spôsobené to môže 
byť tým, že pri nižších koncentráciách vyklíči a úspešne imágo prerastie menší počet konídií a imágo 
je tak schopné odolávať dlhšiu dobu. Čo sa týka ochrany sadeníc pred žerom tvrdoňa, je potrebné po-
dotknúť, že len 3 imága žerúce na sadenici, ju dokážu za 6 dní okrúžkovať, čo má pre takúto sadenicu 
fatálne následky (Girling et al., 2010). Rýchlosť akou dokážeme ošetrením eliminovať škodcu zohrá-
va dôležitú úlohu pri znížení, prípadne zabránení škôd, ktoré môže spôsobiť a teda aj pri záchrane no-
vovysadených ihličnatých kultúr. 

Výhodou používania entomopatogénnych húb je ekologickosť, sú prirodzenou súčasťou prírod-
ného prostredia a boli pozorované aj na podkôrnych druhoch, najčastejšie 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). Nepredstavujú nebezpečie pre vtáky, ryby a  cicavce (Zim-
mermann, 1993, 2007) a nepredstavujú riziko pre ľudí alebo životné prostredie (Strasser et al., 2000; 
Dabro & Thomas, 2009). Výhodou je tiež ich schopnosť produkovať nové konídiá na uhynutých jedin-
coch tvrdoňa. Konídiá sú tiež schopné udržať si za priaznivých podmienok (v pňoch, v pôde) klíčivosť 
aj niekoľko mesiacov (Ansari & Butt, 2012), čo závisí aj od teploty, v ktorej sú „uskladnené“. Ansari 
& Butt (2011) pozorovali klíčivosť konídií M. anisopliae, ktoré uskladnili po dobu 4 mesiacov pri tep-
lote 4 a 20 °C. Zistili, že konídiá uskladnené pri nižšej teplote si životnosť udržia lepšie, ako konídiá 
uskladnené pri vyššej teplote.

V tejto práci bola laboratórne potvrdená účinnosť testovaného kmeňa huby B. bassiana izolované-
ho priamo z uhynutého imága tvrdoňa odchyteného z prírody. Momentálne pracujeme na vývoji a pa-
tentovej ochrane nosiča, ktorý by zabezpečil prežívanie konídií a udržanie ich dlhodobej účinnosti aj 
v terénnych podmienkach.
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