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Abstract: Hylobius abietis is an important pest of coniferous seedlings. In plantings, as well as in natural rej-
uvenation, it can cause significant damages. The adult weevils cause damage by eating the bark of seedlings
around the stem, thus cut off the flow of water and nutrients, resulting in its demise. Insecticides are usual-
ly used as a form of protection against pine weevils. These are gradually reduced due to their impact on the
environment. Therefore, it is necessary to look for new protection measures against pine weevil using biolo-
gical methods. One of the possibilities is using the entomopathogenic fungus Beauveria bassiana. We have
developed a fungal carrier on which the fungus can survive and form spores for several months. The main
objectives were to test the carrier of the entomopathogenic fungus B. bassiana, whether it can successful-
ly eliminate the pine weevil, and whether attracting with various baits affects the mortality of the imagines.
The carriers were placed in three blocks (attractant, bark, carrier), and the control block without carriers.
The following week, ground traps were placed on the research site, into which the beetles were caught. After
capture, the adults were placed in Petri dishes. Beetle mortality caused by an entomopathogenic fungus was
then recorded. The highest mortality (62%) was at the “bark” block. On the “attractant” block, the mortali-
ty was 51%, and the “carrier” block 42%. In the control block, the mortality of the image caused by the fun-
gus was 18%.
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Uvod

Tvrdon smrekovy Hylobius abietis Linnaeus (Coleoptera: Curculionidae) je vyznamnym lesnym $kod-
com roz§irenym v celej Eurdpe a Azii (Langstrom & Day 2004, Lalik et al. 2021a). Bol povazovany
za Skodcu mladych ihli¢natych lesnych porastov od zac¢iatku minulého storocia (Tragardh 1913). Imé-
ga st Skodcami mladych ihli¢natych sadenic (Stoakley & Heritage 1990; Wallertz et al. 2006; Thorpe
& Day 2008; Gradinariu et al. 2012), ale zivia sa aj korenmi alebo vetvami star$ich ihli¢natych stro-
mov (Eidmann 1974; Orlander et al. 2000; Wallertz et al. 2006). Odhaduije sa, Ze ro¢ne spdsobi skody
v hodnote 120 mil. € (Lalik et al. 2021a). Populacia H. abietis je zavisla na mnozstve ¢erstvych pnov
(Langstrom & Day 2004). Mnozstvo Cerstvych pnov vhodnych na vyvoj sa zvySuje z dovodu vetrovych
a lykozrutovych kalamit (Kunca et al. 2016), ktoré vytvaraja viac biotopov na rozmnoZovanie H. abie-
tis (mftve a odumierajace stromy) (Nordlander 1987). Je mnozstvo druhov ochrany sadenic, ktoré sa
mozu pouzit proti tomuto Skodcovi (Lalik et al. 2021a).

Entomopatogénne huby (EPH) st prirodnymi antagonistami ¢lankonozcov, ktoré pomahaju pri
kontrole hostitelskej populécie a pri prevencii vzniku ohnisk (Vega et al. 2012). Uskuto¢nil sa rozsiah-
ly vyskum pouzitia EPH ako perspektivnych biokontrolnych latok hmyzich Skodcov v polnohospodar-
stve a lesnictve (Lacey et al. 2015) a niektoré kmene boli tspesne licencované a komercializované (De
Faria 2007; Reddy 2013). Vykazuju znacny potencial na kontrolu réznych lesnych skodcov (Augusty-
niuk-Kram & Kram 2012).
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O EPH je zname, Ze dokazu nakazit hmyz takmer vSetkych druhov a vyvojovych $tadii, najmi He-
miptera, Lepidoptera, Diptera, Coleoptera, Orthoptera a Hymenoptera (Ramanujam et al. 2014;
Khan & Ahmad 2015). Predpoklada sa, Ze samotné huba Beauveria bassiana dokaze zabit viac ako
750 roznych druhov hmyzu (Ghikas et al. 2010). Je dokazané, zZe faktory prostredia ovplyviiuju prezi-
vanie entomopatogénnej huby B. bassiana. Najviac limitujucim faktorom na preZivanie spor je slnec-
né ziarenie (Posadas et al. 2012). Dal$im limitujticim faktorom na preZivanie konidii je teplota maxi-
malna priblizne 30 — 38 °C, v zavislosti od testovanych izolatov (Hallsworth & Magan 1999). V Eu-
rope sa niekolko vyskumov zameralo na vyskyt EPH v populacii H. abietis a druhy vyskytu rodov Be-
auveria a Metarhizium, ktoré boli zistené od lariev aZ po imaga. Vo v§eobecnosti su huby spojené s po-
pulaciou H. abietis na kon$tantnej, ale relativne nizkej rovni (Williams et al. 2013; Barta et al. 2019).
Vysledky predchadzajucich a nedavnych pokusov o pouZitie EPH proti H. abietis v 1aboratériach boli
bud nekonzistentné alebo nie prili§ sflubné (Williams et al. 2013; Ansari & Butt 2012; McNamara et
al. 2018). Napriek tomu sa predpokladé, ze huby majt potencial na ispe$ni implementaciu do integ-
rovaného systému, ktory rieSi problém poskodenia sadenic H. abietis. Realizovatelnost a udrzatelnost
ich pouzitia ako kontrolnych Cinitelov H. abietis v teréne zavisi od vyberu kmeriov hub, formulécii ino-
kula a aplikaénych technik (pers. obs.). Jednou z moznosti aplikécie je nainfikovat EPH na nosic¢, v/na
ktorom dokéaze rast a produkovat spory. Na takyto nosi¢ sme v roku 2019 podali Slovensku patentova
prihlasku PP-79-2019 a v roku 2020 bola na tento nosi¢ podana medzinarodna patentova prihlaska
PCT/SK2020/050007. Tento nosi¢ s hubou B. bassiana a s vhodnym atraktantom na prilakanie H.
abietis ukazuje ako dobry nastroj na cielené znizovanie populacie (Lalik et al. 2021b).

V tomto prispevku sme sa zamerali na praktické vyuzitie vyvinutého nosi¢a entomopatogénnych
hib a skiimanie jeho vplyvu na populaciu tvrdona smrekového.

Material a metodika

Experiment bol zalozeny na LS Liptovska Teplicka (48.957583, 20.112700) v nadmorskej vyske
990 m n. m., s juhozapadnou expoziciou. Zastipenie smreka oby¢ajného bolo 100 %. Holiny vznik-
li po kalamitnej tazbe na jesen v roku 2018. Na vyskumnt plochu boli umiestnené nosice entomopa-
togénnej huby B. bassiana. Umiestnenie nosi¢ov do terénu bolo 17. jula 2019. Zber imag zo zemnych
pasci bol 23. — 26. jula 2019. Zber prebiehal dvakrat za den, aby sme zamedzili dlhému pobytu imag
spolu v pasci, a tym sekundarnej infekcii. Imadga sme vybrali z pasci za pomocou pinzety a po kazdom
odchytenom imagu sme pinzetu vydezinfikovali so 70 % etylalkoholom a utreli suchou bunicinou.
Iméga zozbierané zo zemnych pasci boli po vybrati umiestiiované do Petriho misiek. Do jednej misky
boli vloZené maximalne 3 imaga tvrdonia smrekového. V miskach bola navlhéena bunic¢ina o velkosti 2
x 2 cm, ktora sluzila ako zdroj vody pre imaga a potrava vo forme smrekovej kory o velkosti 2 x 2 cm.
Misky s imagami boli oznacené pismenom bloku a ¢islami, ktoré opisovali postavenie pasce. Nasledne
sa imaga preniesli do laboratéria, kde sme ich pravidelne sledovali. Kontrola bola vykonavana v pon-
delok a vo $tvrtok pocas 8 tyzdiov. Teplota v laboratériu bola 22 + 2 °C a relativna vlhkost 60 %. Vlh-
kost v miskach bola 90 % a viac. Ak sme pocas kontroly zistili mftve imago, tak sme ho odobrali od Zi-
vych a nasledne bolo umiestnené do samostatnej misky, aby nedoslo k sekundarnej infekcii hubou.
Do misky bola umiestnena navlh¢ena bunicina, aby vznikli vhodné podmienky na prerastanie huby.

Vyskumn4 plocha bolo rozdelena do 4 blokov (obr. 1). Velkost jedného bloku bola priblizne 15 x
25 m a vzdialenost medzi jednotlivymi blokmi 10 m. Vzdialenost medzi jednotlivymi kdrami alebo no-
si¢mi bola 5 — 6 m v zavislosti od terénu. Prvy blok bola kontrola. Tu sa nachadzalo 24 kusov lapa-
cich kor (4 rady po 6 kor) bez nosi¢a. Medzi kéry bolo osadenych 20 zemnych pasci (5 pasci vjednom
rade). V druhom bloku bolo umiestenych 24 nosi¢ov (obr. 2¢) (4 rady po 6 nosi¢ov). Medzi nosi¢e bolo
osadenych 20 zemnych pasci (5 pasci v jednom rade). Treti blok pozostaval z 24 nosicov, ku ktorym
bol umiestneny atraktant (obr. 2b), v ktorom bol alfa-pinen s etylalkoholom v pomere 1: 2 (4 rady po 6
nosi¢ov). Medzi nosi¢e bolo osadenych 20 zemnych pasci (5 pasci v jednom rade). Stvrty blok pozo-
staval z 24 lapacich kor, v ktorych bolo umiestnenych 24 nosi¢ov (4 rady po 6 nosicov) (obr. 2a). Me-
dzi nosice bolo osadenych 20 zemnych pasci (5 pasci v jednom rade).
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Obrazok 1. Rozmiestnenie pasci v experimente (biely blok — control, zeleny — carrier, modry — atractant, zlty — bark)
Figure 1. Distribution of traps across the research site (white — control block, green — carrier, blue — attractant, yellow — bark).

Obrazok 2. a) lapacia kéra s nosicom, b) nosi¢ s atraktantom, ¢) samostany nosi¢, d) zakryty nosi¢ chraneny pred UV
ziarenim, e) vyskumna plocha, f) pasca s odchytenymi imagami

Figure 2. a) trapping bark with the carrier, b) carrier with attractant, c) separate carrier, d) covered carrier protected from UV
radiation, e) research site, f) trap with captured adult beetles.
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Zemné pasce sa skladali z vedier s objemom 1,215 10 otvormi (priemer 10 mm) v hornej ¢asti lapa-
¢a. Pasce mali vrchnéky a boli zakopané do zeme tak, aby otvory, cez ktoré mohli vchadzat iméaga, boli
na povrchu pody. Ako atraktany do kazdej pasce boli pouzité borovicové vetvicky (dlhé 50 mm a prie-
mer 12+ 2 mm), ktoré boli odrezané zjediného 50-ro¢ného stromu P, sylvestris. Vetvicka bola umiest-
nena do pasce a vedla nej bola umiestnena 20 ml flasa obsahujuca etylalkohol. Vrchnak flase mal Sest
otvorov s priemerom 2mm a jeden otvor s priemerom 4 mm. Steny zemnych pasci sme nastriekali
teflonovym sprejom, ktory po uschnuti na stenach sposobil, Ze imaga sa nevedeli po stenach pasce vy-
Splhat a odist z pasce.

Vysledky

Celkovo sa na 4 blokoch za sledované obdobie 23. — 26. jul 2019 podarilo odchytit 564 imag tvrdo-
na smrekového. Tieto imaga boli umiestiiované do Petriho misiek, v po¢te maximalne 3 kusy do jed-
nej. Sledovali sme mortalitu imag a nasledné prerastanie mycéliom entomopatogénnej huby B. bas-
siana. Misky s imdgami boli oznacené, aby nedoSlo k zdmene vzoriek a ku skresleniu vysledkov. Kon-
trola prerastania imag trvala od 29. jula 2019 do 18. septembra 2019, celkovo bolo vykonanych 15
kontrol vintervale 3 —4 dni (obr. 3). Nabloku control sa podarilo odchytit celkom 107 imag. Na bloku,
carrier, sme odchytili 226 imag. Na bloku atractant sme do zemnych pasci odchytili 86 imag. Na po-
slednom bloku bark sme odchytili 111 imag zo zemnych pasci a 34 imag sme odobrali priamo z lapa-
cich kor (beetlebark).
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Obrazok 3. Vyvoj mortality imag po jednotlivych diloch a oSetreniach pocas celého experimentu

Figure 3. Development of beetle mortality within the treatments throughout the experiment.

Najviac usmrtenych imag v polovici experimentu bolo vo vzorkach imag beetleBark, ktoré boli
v kontakte s nosicom a najmenej v kontrole. MenS$ia mortalita ako u iméagach beetlebark bola u imag
bark, menSia v bloku atractant a najmensia v bloku carrier.

Najviac infikovanych a usmrtenych imag sme zaznamenali pri zozbieranych imagach beetlebark.
Ich mortalita na konci experimentu bola 91,2 %.
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V pripade nosi¢a umiestneného v kore (bark) mortalita odchytenych imag do zemnych pasci do-
siahla 62,2 %. Pri kombinacii nosica a atraktantu (atractant) dosiahla mortalita odchytenych imag
51,2 %. NajmenS$iu mortalitu spésobent hubou dosiahol samotny nosi¢ bez atraktantu (carrier) pre
imaga, kde dosiahla mortalita na konci experimentu 41,6 %. V kontrolnom bloku (control), kde nebol
umiestneny nosi¢, bola mortalita imag spdsobena entomopatogénnou hubou 18,7 %.

Zaver

Vysledky naznacujua, Ze nosice kolonizované entomopatogénnou hubou B. bassiana by mohli byt
vhodné na zniZenie mnozstva H. abietis v lesoch. Vysledky naznacdili, Ze dospelce H. abietis mdzu byt
infikované B. bassiana uz po kratkom vystaveni nosicom. Popisany nosi¢ bol vyvijany na Stredisku
LOS 5 rokov. PouZitie nosi¢ov zniZuje miestne zastipenie H. abietis a pravdepodobne ma minimalne
ucinky na ostatné bezstavovce. Okrem toho sa zda, Ze s nosi¢om nie je potrebné pouzivat atraktant,
ale nosi¢ by sa pravdepodobne mal pouZivat v lapacej kore alebo v inej chréanicke, aby sa zniZili u€inky
na iné bezstavovce. Aj ked sucasna Studia zistila, Ze atraktant v pasciach nezvysil imrtnost na H. abi-
etis, je potrebny dalsi vyskum, aby sa zistilo, ¢i atraktant, ktory sa pridava priamo do nosica, zvySuje
umrtnost na H. abietis. Z dovodu ekologickych rizik spojenych s pouZivanim tradi¢nych insekticidov
vyrobcovia pesticidov ¢oraz viac zvazuju vyvoj a vyrobu biopesticidov. Sti¢asné vysledky naznacuju,
Ze nosic s B. bassiana bude uZito¢nym biopesticidom na ni¢enie H. abietis vlesoch a mozZno na ni¢enie
dalsich hmyzich skodcov aj v polnohospodarstve.

Podakovanie

Prdca vznikla vdaka financnej podpore v rdmci projektov APVV-16-0031, APVV-18-0086. Prdca dalej vznikia
vdaka financnej podpore z Eurdpskeho fondu regiondineho rozvoja (ERDF) pre projekt ¢. 313011X531,,Rozvoj bio-
logicky a biotechnicky orientovanych systémov ochrany lesov pred domdcimi a nepévodnymi (invdznymi) organiz-
mami“avdaka projektu ,,Zvysovanie tirovne ochrany kritickej infrastruktury —vyskum novych, ekologicky akcepto-
vatelnych metdd boja so Skodcami lesa na tizemi v sprdve podniku Vojenské lesy a majetky SR, $. p. “, ktory je reali-
zovany s financénou podporou Ministerstva obrany Slovenskej republiky.

Literatura

Augustyniuk-Kram, A., Kram, K. J., 2012: Entomopathogenic fungi as an important natural regula-
tor of insect outbreaks in forests (Review). In: Blanco, J. A., Lo, Y. H. (eds.): Forest Ecosystems—
More than Just Trees; Tech Press: Rijeka, Croatia, p. 265—294.

Barta, M., Lalik, M., Rell, S., Kunca, A., Horakova, M. K., Mudronc¢ekova, S., Galko, J., 2019: Hypo-
crealean fungi associated with Hylobius abietis in Slovakia, their virulence against weevil adults
and effect on feeding damage in laboratory. Forests, 10:634.

De Faria, M. R., Wraight, S. P, 2007: Mycoinsecticides and mycoacaricides: A comprehensive list
with worldwide coverage and international classification of formulation types. Biological Control,
43:237-256.

Eidmann, H. H., 1974: Hylobius abietis L., GroRer Brauner Riisselkifer, Vol. 2. In: Schwenke W.
(eds.). Die Forstschadlinge Europas. [Forest pest insects in Europe]. Paul Parey, Hamburg and
Berlin, Germany, p. 277-293.

Ghikas, D. V., Kouvelis, V. N., Typas, M. A., 2010: Phylogenetic and biogeographic implications in-
ferred by mitochondrial intergenic region analyses and ITS1-5.8S-ITS2 of the entomopathogenic
fungi Beauveria bassiana and B. brongniartii. BMC Microbiology, 10:174.

Gradinariu, E, Bodescu, C., Mutu, M. E., Jaluba, 1., 2012: The dynamics of the damage caused by Hy-
lobius abietis (L.) in the first two years after the spruce plantations establishment in relation to the
control measures applied. Journal of Horticulture, Forestry and Biotechnology, 16:1015.

Aktudlne problémy v ochrane lesa, 1, 2021 67



Lalik, M. et al. / APOL, 2021, 1, 63—69

Hallsworth, J.E., Magan, N., 1999: Water and temperature relations of growth of the entomogenous
fungi Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae and Paecilomyces farinosus. Journal of Inver-
tebrate Pathology, 74:261-266.

Khan, M. A., Ahmad, W., 2015: The management of Spodopteran pests using fungal pathogens. In:
Sree, K.S., Varma, A. (eds.): Biocontrol of lepidopteran pests, p. 123—160.

Kunca, A., Zubrik, M., Vakula, J., Galko, J., Konopka, B., Leontovy¢, R. et al., 2016: Vyskyt Skodli-
vych ¢initelov vlesoch Slovenska v rokoch 1960-2014, v roku 2015 a prognéza ich vyvoja. Zvolen,
NLC - LVU Zvolen, 139 p.

Lacey, L. A., Grzywacz, D., Shapiro-Ilan, D. I., Frutos, R., Brownbridge, M., Goettel, M. S., 2015: In-
sect pathogens as biological control agents: Back to the future. Journal of Invertebrate Pathology,
132:1-41.

Lalik, M., Galko, J., Kunca, A., Nikolov, C., Rell, S., Zubrik, M., Dubec, M., Vakula, J., Gubka, A., Le-
ontovy¢, R., Longauerova, V., Kondpka, B., Holusa, J., 2021a: Ecology, management and damage
by the large pine weevil (Hylobius abietis) (Coleoptera: Curculionidae) in coniferous forests within
Europe. Central European Forestry Journal,67(2):91-107.

Lalik, M., Galko, J., Nikolov, C., Rell, S., Kunca, A., Zubrik, M., Hyblerova, S., Barta, M., Holusa, J.,
2021b: Potential of Beauveria bassiana application via a carrier to control the large pine weevil.
Crop Protection, 143:105563.

Langstom, B., Day, K. R., 2004: Damage, control and management of weevil pests, especially Hylobi-
us abietis. In Bark and Wood Boring Insects in Living Trees in Europe. Springer: Dordrecht, The
Netherlands, p. 415-444.

Mc Namara, L., Kapranas, A., Williams, C. D., O’Tuama, P, Kavanagh, K., Griffin, C. T., 2018: Effi-
cacy of entomopathogenic fungi against large pine weevil, Hylobius abietis, and their additive ef-
fects when combined with entomopathogenic nematodes. Journal of Pest Science, 91:1407-1419.

Nordlander, G., 1987: A method for trapping Hylobius abietis (L.) with a standardized bait and its po-
tential for forecasting seedling damage. Scandinavian Journal of Forest Research, 2:199-213.

Posadas, J. B., Angulo, L. M., Mini, J. I., Lecuona, R. E., 2012: Natural tolerance to UV-B and assess-
ment of photoprotectants in conidia of six native isolates of Beauveria bassiana (Bals-Criv) Vuille-
min. World Applied Sciences Journal, 20:1024—1030.

Reddy, K. R. K., Praveen Kumar, D., Reddy, K. R. N., 2013. Entomopathogenic fungi: A potential bio-
insecticide. Kavaka, 41:23-32.

Ramanujam, B., Rangeshwaran, R., Sivakmar, G., Mohan, M., Yandigeri, M. S., 2014: Management
of insect pests by microorganisms. Proceedings of Indian National Science Academy, 80:455-471.

Stoakley, J. T., Heritage, S. G., 1990: Application leaflet on the use of ‘Permit’ and ‘Permasect 25 EC’
for preplanting treatment of young trees against Hylobius abietis and Hylastes spp. Research Infor-
mation Note 177, Farnham, Forestry Commission Research Division.

Thorpe, K., Day, K., 2008: Reproductive maturation in the large pine weevil Hylobius abietis: the rela-
tive importance of larval and adult diet. Agricultural and Forest Entomology, 10:53-59.

Tragardh, 1., 1913: On the chemotropism of insects and its significance for economic entomology.
Bulletin of Entomological Research, 4:113-117.

68 Aktudlne problémy v ochrane lesa, 1, 2021



Lalik, M. etal. /APOL, 2021, 1, 63-69

Vega, E E., Meyling, N. V., Luangsa-Ard, J. J., Blackwell, M., 2012: Chapter 6—Fungal Entomopatho-
gens. In: Vega, E E., Kaya, H. K. (eds.): Insect Pathology; Academic Press: San Diego, CA, USA,
p. 171-220.

Wallertz, K., Nordlander, G., Orlander, G., 2006: Feeding on roots in the humus layer by adult pine
weevil, Hylobius abietis. Agricultural and Forest Entomology, 8:273-279.

Williams, C. D., Dillon, A. B., Harvey, C. D., Hennessy, R., Mc Namara, L., Griffin, C. T., 2013: Con-
trol of a major pest of forestry, Hylobius abietis, with entomopathogenic nematodes and fungi
using eradicant and prophylactic strategies. Forest Ecology and Management, 305:212—-222.

Ing. Michal Lalik Ph.D.!, Ing. Milan Zubrik, PhD.!, Ing. Andrej Kunca, PhD.!, Ing. Jozef Vakula, PhD.},
Ing. Christo Nikolov, PhD.}, Ing. Slavomir Rell, PhD.}, Ing. Juraj Galko, PhD.!, Ing. Roman Leontovy¢, PhD.!,
Ing. Andrej Gubka, PhD.!, prof. Ing. Bc. Jaroslav Holu$a, Ph.D.?

I Narodné lesnicke centrum — Lesnicky vyskumny tstav Zvolen, Lesnicka ochranarska sluzba, Lesnicka 11, SK
—969 01 Banska Stiavnica

2 Ceska zemédeélska fakulta v Praze, Fakulta lesnicka a dievai'ska, Kamycka 1176, CZ — 165 21 Praha 6 - Suchdol
e—mail: michal.lalik@nlcsk.org

Aktudlne problémy v ochrane lesa, 1, 2021 69





