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ABSTRACT

Tumialis D., Skrzecz 1., Mazurkiewicz A., Pezowicz E., Géral K. 2013. Wrazliwos¢é larw Hylobius abietis (L.)
na rodzime gatunki i szczepy nicieni entomopatogenicznych. Sylwan 157 (10): 769-774.

The use of entomopathogenic nematodes (Steinernema and Heterorhabditis spp.), against the large pine weevil
Hylobius abietis (L.) is currently studied in many countries. They show a great potential of nematodes for
H. abietis control in laboratory and field experiments. In 2011 similar studies began in Poland to develop new
biological control method of H. abietis with the use of native isolates of the nematodes. The first laboratory
stage of the experiments pointed at the estimation of biological activity of 3 native isolates: 2 of Steinernema
feltiae (Filipjev) and 1 of 8. draussei (Steiner). The tested nematodes were applied at the dose of 100 invasive
larvae per 1 larva of H. abietis. After 48 hours H. abietis larvae were sectioned and examined for a determination
of their mortality, extensivity and intensity of infection. No statistical differences were found between larvae
mortality and extensivity of infection by tested isolates of nematodes. In all variants the mortality and
extensivity of infection were high and reached 92-100% and 80-86% respectively. Statistical differences
were found between the intensity of infection, which were the highest in case of §. feltiae Zagl5. The
obtained results indicated different activity of nematode isolates within one speies.

KEY WORDS

Hylobius abietis, entomopathogenic nematodes, Steinernema feltiae, Steinernema kraussei, biological control agent
ADDRESSES

Dorota Tumialis (V' — e-mail: dorota_tumialis@sggw.pl

Iwona Skrzecz ® — e-mail: [.Skrzecz@ibles.waw.pl

Anna Mazurkiewicz (V - e-mail: anna_mazurkiewicz@sggw.pl

Elzbieta Pezowicz (V) — e-mail: elzbicta_pezowicz@sggw.pl

Katarzyna Géral ® — e-mail: katarzyna_goral@sggw.pl

() Katedra Biologii Srodowiska Zwierzat; SGGW w Warszawie; ul. Ciszewskiego 8; 02-786 Warszawa

@ Zaktad Ochrony Lasu; Instytut Badawczy Lesnictwa; ul. Braci Lesnej 3; Sekocin Stary; 05-090 Raszyn
© Katedra Genetyki i Ogélnej Hodowli Zwierzat; SGGW w Warszawie; ul. Ciszewskiego 8;

02-786 Warszawa

Wstep

W obecnych dazeniach do ograniczania stosowania chemicznych metod w ochronie lasu przed owa-
dami wiele uwagi poswigca si¢ badaniom aktywnosci chorobotwérczych mikroorganizméw oraz
parazytoidéw, drapieznych owadéw i krggoweéw redukujaeych liczebnosé szkodliwej entomofauny.

* Badania wykonane zostalty w ramach grantu nr N N309 428838 finansowanego w latach 2010-2013 przez Narodowe
Centrum Nauki.
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Sposréd owadéw wyrzadzajacych gospodarcze szkody w najmtodszych uprawach drzew igla-
stych szczegdlne znaczenie majg gatunki zaliczane do rodzaju Hylobius (Coleoptera: Curculionidae),
a przede wszystkim szeliniak sosnowiec Hylobius abietis (L..).

Zabezpieczanie upraw drzew iglastych przed chrzgszczami szeliniaka sosnoweca jest jednym
z wazniejszych probleméw ochrony lasu i dlatego w wielu krajach europejskich prowadzone sg
badania dotyczace biologicznych czynnikéw ograniczajgcych liczebnosé populacji tego szkodnika.
W Austrii wykonano préby uzycia grzyba Beauveria bassiana (Balls.) Vuill wobec szeliniaka sos-
nowca, uzyskujac ponad 80% $miertelnos¢ chrzgszezy wyltgeznie w warunkach laboratoryjnych
[Wegensteiner, Fuhrer 1988]. Natomiast w Wielkiej Brytanii podjgto badania nad mozliwosciami
uzycia blonkéwki Bracon hylobii Ratz., ktéra w Szkocji i Irlandii Péinocnej powoduje w warun-
kach naturalnych spasozytowanie nawet do 50% populacji szeliniaka sosnowca [Henry, Day 2000;
Faccoli, Henry 2003]. W latach 90. ubiegtego wieku w Polsce wykonano szereg badari z uzyciem
saprotroficznego grzyba Phlebiopsis gigantea (Fr.) Jillich. rozktadajacego drewno pniakéw sosno-
wych Pinus sylvestris L. stanowigcych bazg rozwojowg szkodnika. Stwierdzono, ze infekowanie
pniak6éw grzybem Ph. gigantea ograniczalo ich zasiedlanie przez szeliniaka, a rozwijajaca si¢ w pnia-
kach grzybnia hamowata rozwdj larw szkodnika wylggajacych si¢ z nielicznie ztozonych jaj [Skrzecz,
Moore 1997; Skrzecz 2001]. Metoda ta jednak nie znalazta zastosowania w krajach Europy
Pétnocnej ze wzgledu na brak rodzimych szczep6w grzyba Ph. gigantea.

Obecnie prace nad biologicznym zwalczaniem H. abietis koncentrujg si¢ na wykorzystaniu
nicieni entomopatogenicznych (EPNs). W najszerszym zakresie badania te prowadzone sg
w Wielkiej Brytanii i Irlandii [Brixey i in. 2006; Dillon i in. 2006, 2007, 2008].

EPNs z rodzaju Steinernema i Heterorhabditis sa obligatoryjnymi i letalnymi pasozytami sze-
rokiego spektrum owadéw, ktére przynajmniej w jednym ze stadiéw zwigzane sg z glebg. Stadium
larwy inwazyjno-przetrwalnikowej EPNs (I]s) zwigzane jest symbiotycznie z bakteriami nalezg-
cymi do rodzaju Xenorhabdus (nicienie z rodziny Steinernematidae) i Photorhabdus (nicienie z rodziny
Heterorhabditidae). Larwy 1Js po aktywnym wniknieciu do ciata owada gospodarza uwalniajg w jego
hemocelu symbiotyczne bakterie, ktére doprowadzajg do Smierci zywiciela w przeciggu 24-48
godzin. Nicienie entomopatogeniczne majg ponadto wicle atrybutéw doskonatego czynnika
biologicznego zwalczania: sg bezpieczne dla srodowiska, majg wysoki potencjat reprodukeyjny,
larwy inwazyjne tych nicieni mogg dtugo przetrwaé¢ w glebie po aplikacji w formie preparatu.
Ponadto istnieje mozliwo$¢ namnazania ich na sztucznych podlozach [Gaugler, Kaya 1990;
Ehlers i in. 2000; Adams i in. 2006].

Wprowadzajac preparaty biologiczne na bazie EPNs do upraw, nalezy jednak wzig¢ pod
uwage ich wplyw na réznorodnos¢ biologiczng. Jednym z gléwnych zagrozen dla bioréznorod-
nosci jest przenikanie gatunkéw obeych (ich planowe lub przypadkowe introdukcje), co czesto
powoduje wypadanie gatunkéw rodzimych stabszych konkurencyjnie. Oprécz tego, ze nicienie
sg trwatym elementem zréznicowania biologicznego ekosysteméw, sg réwniez waznym czynni-
kiem ksztattujgcym bioréznorodno$é w obrebie zgrupowania entomofauny zwigzanej ze Srodo-
wiskiem glebowym. W zwigzku z tym istotne w ochronie biologicznej powinno by¢ stosowanie
takich preparatéw, ktére sg oparte na bazie lokalnych gatunkéw nicieni.

W 2011 roku w Polsce rozpoczg¢to badania nad opracowaniem biologicznej metody redukeji
szeliniaka sosnowca przy uzyciu krajowych gatunkéw nicieni. Celem przedstawionych badari byta
ocena biologicznej aktywnosci rodzimych gatunkéw Stwinernema feltiae (Filipjev) i S. kraussei
(Steiner) wobec larw szeliniaka sosnowca w warunkach laboratoryjnych.
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Materiat i metody

W lipcu 2012 roku na terenie Nadlesnictwa Celestynéw, Lesnictwa Torfy (RDLP w Warszawie)
odkopano i odcigto korzenie (Srednica od 2 do 5 cm) 40 pniakéw P, sylvestris powstatych po Scig-
ciu 100-letnich drzew. Po przewiezieniu do laboratorium korzenie okorowano i pozyskano larwy
szeliniaka sosnowca.

W doswiadczeniu wykorzystano 3 szczepy reprezentujace 2 gatunki EPNSs 7 rodzaju Steinernema
wyizolowane jesienig 2011 roku z gleby pobieranej za pomocg sondy Egnera (srednica 2,5 cm)
do glebokosci 30 cm (tab. 1). Na kazdg z prébek sktadaly si¢ 4 pobrania sondg i tak pozyskang
glebe mieszano w celu uzyskania préby jednorodnej dla danego micjsca. Gleb¢ umieszczano
w foliowych workach i przewozono do laboratorium.

W laboratorium EPNs izolowano metodg putapek glebowych z zywa przynetg (larwy bar-
ciaka wigkszego Galeria mellonella 1..) [Bedding, Akhurst 1975]. Wyizolowane z G. mellonella
larwy inwazyjne nicieni (IJs) byly przechowywane w zawiesinie wodnej w temperaturze 4°'C do
momentu wykorzystania w doswiadczeniu. Identyfikacji gatunkowej nicieni dokonano na pod-
stawie kryteriow morfometrycznych [Poinar 1990; Adams, Nguyen 2002] i metodami genety-
cznymi w Instytucie Biochemii i Biofizyki PAN.

Larwy szeliniaka sosnowca umieszczano w szalkach Petriego na bibule filtracyjnej w licz-
bie 10 larw/szalk¢. Nicienie aplikowano na bibute filtracyjng w dawce 100 IJs/larwe H. abietis,
a nastgpnie szalki umieszczano w komorze inkubacyjnej w temperaturze 20°C. Kazdym ze szcze-
poéw zarazono po 50 larw szeliniaka (5 powtérzed po 10 sztuk). Po 48 godzinach od zarazenia
okreslano $miertelno$¢ larw H. abietis (procent martwych larw). Martwe larwy H. abietis przeno-
szono do pustych szalek Petriego i umieszczano je na 24 h w komorze inkubacyjnej (20°C).
Po tym okresie larwy poddawano sekeji i przy uzyciu binokularu (powigkszeniex3-5) okreslono:

— ekstensywnos¢ zarazenia (procent zarazonych larw w badanej prébie),

— intensywnos$¢ zarazenia (liczba nicieni stwierdzona w jednej zarazonej larwie); do
okreslenia Sredniej intensywnosci zarazenia wzigto pod uwagge tylko liczbe zarazonych
larw.

Uzyskane wyniki poddano analizie statystycznej z wykorzystaniem programu IBM SPSS
Statistics 21. W celu okreslenia zaleznosci pomiedzy szczepami/gatunkami a $miertelnoscig
i ekstensywnoscig zarazenia uzyto testu niezaleznosci chi-kwadrat. Natomiast do analizy inten-
sywnosci zarazenia zastosowano nieparametryczny test sumy rang Kruskala-Wallisa. W przy-
padku stwierdzenia réznic istotnych statystycznie do poréwnania poszczegdlnych grup parami
zastosowano test U Manna-Whitneya.

Tabela 1.
Gatunki i szczepy EPNs uzyte w doswiadczeniu
EPNs species and strains used in the study

Miejsce izolacji

Cepmms e Opis lokalizacji Wspétizgdne geograficzne
Stinernema foltiae Zag1s dolina rzeki Zwolenki N51°23°10.482"
crmernema Jertae g (Puszeza Kozienicka ) E21°33° 15.5412"
) ; uprawa pszenicy N50° 20’ 5.5968"
St e 1L kolo Katowic E19' 2’ 14.0388"
roczna uprawa lesna w Nadl. Mirisk N52° 18’ 3.3163"

Steinernema kraussei 400d -\, iecki (RDLP w Warszawie) E21° 41° 28.0737"
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Wyniki
Smiertelnos¢ dla wszystkich badanych szczepéw byla wysoka i wynosita: S. feltiae K11 92%,
8. kraussei 400d 96%, S. feltiae Zagl5 do 100%. Przeprowadzona analiza nie wykazata réznic istot-
nych statystycznie (p=0,125).

W ekstensywnosci zarazenia nie stwierdzono istotnych statystycznie réznic (p=0,715) migdzy
gatunkami/szczepami. Ekstensywnos¢é dla wszystkich badanych gatunkéw/szczepéw wahata si¢
od 80 do 86%.

W wyniku przeprowadzonych badari okreslajgcych intensywnos$é zarazenia stwierdzono
istotne réznice (p<0,001) miedzy badanymi gatunkami/szczepami (tab. 2). Dodatkowo stwier-
dzono, ze szczep S. feltiae Zagl5 charakteryzuje si¢ istotnie wyzsza Srednig intensywnoscig
(p<0,001) w poréwnaniu do pozostatych szczepéw nicieni. Pomi¢dzy szczepami S. fraussei 400D
i 8. feltiae K11 nie ma réznic istotnych statystycznie (p=0,215).

Dyskusja
Do badari laboratoryjnych, ktérych celem byto znalezienie wysoce patogennego szczepu nicieni
owadobdjczych wobec larw H. abietis, wytypowano 3 szczepy reprezentujgce 2 gatunki: S. braussei
- gatunek typowo lesny, cechujgey si¢ duzg aktywnoscig w niskich temperaturach [Torr i in.
2007] oraz S. feltiae — najcz¢sciej izolowany gatunek w Polsce, cechujacy si¢ duzymi zdolnosciami
adaptacyjnymi, preferujacy tereny lgkowe, sady, ogrody, pola uprawne, rzadziej stwierdzany
w lasach lisciastych [Hominick 1996; Mracek i in. 2005; Téth 2006].

W prezentowanych badaniach uzyskano wysokg smiertelnosé larw szeliniaka sosnowca
(>90%) i ekstensywnos¢ zarazania (>80%) dla wszystkich szczepéw nicieni aplikowanych w dawce
100 IJs/larwe. Sa to znacznie wyzsze wartosci niz uzyskane przez Torra i in. [2007], ktérzy przy
zastosowaniu tej samej dawki nicieni Steinernema carpocapsae (Weiser) i 8. kraussei wykazali okoto
47% smiertelnos¢ larw H. abietis. Natomiast ponad 90% $miertelnos¢ szeliniaka sosnowca autorzy
ci stwierdzili po zarazeniu larw dawkami 500 IJs/larwe. We wszystkich przeprowadzonych do-
$wiadczeniach aktywno$¢ nicieni wyrazajgca si¢ ekstensywnoscia zarazenia larw H. abietis byta
zblizona. Réwniez Torr i in. [2007] nie stwierdzili réznic istotnych statystycznie w ekstensy-
wnosci zarazenia pomigdzy badanymi gatunkami nicieni.

W przeprowadzonych doswiadczeniach wykazano istotng statystycznie réznic¢ w intensy-
wnosci zarazania badanymi szczepami. Szczep S. feltiae Zagl5 charakteryzowat sic dwukrotnie
wyzszg intensywnoscig zarazania niz S. feltiae K11 1 8. kraussei 400D.

W wigkszosci przeprowadzonych do tej pory badari terenowych skutecznosé zwalczania
H. abietis po aplikacji nicieni entomopatogenicznych wahata si¢ od 50 do 80% w zaleznosci od
zastosowanego gatunku, warunkéw i sposobu aplikacji.

Tabela 2.

Intensywnos$¢ zarazenia larw H. abietis gatunkami/szczepami EPNs
Intensity of H. abietis larvae infestation with various EPNs species/strains

4 1. Odchylenie 2
Gatunek/Szczep N Srednia standardowe Max X p df
8. kraussei 400D 42 19,60 12,11 1,00 43,00
§. feltiae K11 40 22,80 11,30 3,00 40,00 56,911  <0,001 2

8. feltiae Zagl5 43 50,37 18,65 11,00 83,00
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Pierwsze préby redukcji szeliniaka sosnowca przy uzyciu EPNs (Neoplectana carpocapsae
Weiser) wykonano w Szwecji, uzyskujgc 50-60% $miertelnosci larw [Pye 1979; Pye, Burman
1985]. Zastosowanie réznych gatunk6éw nicieni z rodzajow Steinernema i Heterorhabditis na tere-
nie Irlandii spowodowato 60-80% redukcije larw H. abietis [Dillon i in. 2006, 2007, 2008]. Badania
terenowe wykonane w Szkocji wykazaty redukcje liczebnosci larw szeliniaka sosnowca na po-
ziomie 60% [Brixey i in. 2006; Torr i in. 2007].

Pierwsze préby zastosowania preparatéw komercyjnych na bazie nicieni entomopatoge-
nicznych w Polsce daty stosunkowo niskg skutecznosé redukcji szkodnika, maksymalnie na
poziomie 44,2% [Skrzecz i in. 2011]. Zakladajac, ze wyniki terenowe sg nizsze od testéw labo-
ratoryjnych o 15-29% [Torr i in. 2007], mozna przypuszczad, ze zastosowanie w terenie rodzimych
szczepGw, a zwlaszeza S. feltiae Zagl5, moze daé lepsze wyniki niz zastosowanie preparatGw
komercyjnych.
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SUMMARY

Sensitivity of Hylobius abietis (L..) larvae on native species and isolates
of entomopathogenic nematodes

Protection of coniferous forest plantation against the beetles of the large pine weevil Hylobius
abietis (L.) is one of the most important problems and, therefore, in many European countries
research on biological factors limiting the population of this pest is being conducted. Currently,
the studies on the biological control of H. abietis concentrate on the use of entomopathogenic
nematodes. The most extensive research is carried out in the UK and Ireland.

The aim of this study was to evaluate the biological activity of the native species of ento-
mopathogenic nematodes from Szeinernema spp. used against the large pine weevil larvae in the
laboratory conditions.

For the experiment, 150 larvae of H. abietis were collected from Pinus sikvestris (L..) stumps.
The insects were parasitized by 3 isolates of nematodes obtained from the soil in Central and
South Poland: 2 of Stinernema feltiae (Filipjev) and 1 of §. Araussei (Steiner). Ten larvae were
placed on filter paper in a Petri dish and then nematodes were applied at a dose of 100 invasive
juveniles/ larva of H. abietis. Fach of the strains was inoculated in 50 larvae. Biological activity
of nematodes was determined based on larval mortality, as well as extensivity and intensity
of infection.

There were no statistical differences between the mortality (p=0.1250) of larvae and
extensivity of infection (p=0.7150) caused by nematodes. The insect mortality for all isolates of
nematodes was high and ranged from 92 to 100%. Also the extensivity of infection for each
isolates reached 80-86%. However the statistical differences were obtained for intensity
of infection (p<0.001) which was the highest, compared to other isolates, for §. feltiae Zagl5
originated from central Poland.



