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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 S. kraussei (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 S. feltiae Zag15. The
obtained results indicated different activity of nematode isolates within one speies.
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Wstęp

W obecnych dążeniach do ograniczania stosowania chemicznych metod w ochronie lasu przed owa−

dami wiele uwagi poświęca się badaniom aktywności chorobotwórczych mikroorganizmów oraz

parazytoidów, drapieżnych owadów i kręgowców redukujących liczebność szkodliwej entomofauny.



Dorota Tumialis, Iwona Skrzecz, Anna Mazurkiewicz, Elżbieta Pezowicz, Katarzyna Góral770

Spośród owadów wyrządzających gospodarcze szkody w najmłodszych uprawach drzew igla−

stych szczególne znaczenie mają gatunki zaliczane do rodzaju Hylobius (Coleoptera: Curculionidae),
a przede wszystkim szeliniak sosnowiec Hylobius abietis (L.).

Zabezpieczanie upraw drzew iglastych przed chrząszczami szeliniaka sosnowca jest jednym

z ważniejszych problemów ochrony lasu i dlatego w wielu krajach europejskich prowadzone są

badania dotyczące biologicznych czynników ograniczających liczebność populacji tego szkodnika.

W Austrii wykonano próby użycia grzyba Beauveria bassiana (Balls.) Vuill wobec szeliniaka sos−

nowca, uzyskując ponad 80% śmiertelność chrząszczy wyłącznie w warunkach laboratoryjnych

[Wegensteiner, Fuhrer 1988]. Natomiast w Wielkiej Brytanii podjęto badania nad możliwościami

użycia błonkówki Bracon hylobii Ratz., która w Szkocji i Irlandii Północnej powoduje w warun−

kach naturalnych spasożytowanie nawet do 50% populacji szeliniaka sosnowca [Henry, Day 2000;

Faccoli, Henry 2003]. W latach 90. ubiegłego wieku w Polsce wykonano szereg badań z użyciem

saprotroficznego grzyba Phlebiopsis gigantea (Fr.) Jülich. rozkładającego drewno pniaków sosno−

wych Pinus sylvestris L. stanowiących bazę rozwojową szkodnika. Stwierdzono, że infekowanie

pniaków grzybem Ph. gigantea ograniczało ich zasiedlanie przez szeliniaka, a rozwijająca się w pnia−

kach grzybnia hamowała rozwój larw szkodnika wylęgających się z nielicznie złożonych jaj [Skrzecz,

Moore 1997; Skrzecz 2001]. Metoda ta jednak nie znalazła zastosowania w krajach Europy

Północnej ze względu na brak rodzimych szczepów grzyba Ph. gigantea.

Obecnie prace nad biologicznym zwalczaniem H. abietis koncentrują się na wykorzystaniu

nicieni entomopatogenicznych (EPNs). W najszerszym zakresie badania te prowadzone są 

w Wielkiej Brytanii i Irlandii [Brixey i in. 2006; Dillon i in. 2006, 2007, 2008].

EPNs z rodzaju Steinernema i Heterorhabditis są obligatoryjnymi i letalnymi pasożytami sze−

rokiego spektrum owadów, które przynajmniej w jednym ze stadiów związane są z glebą. Stadium

larwy inwazyjno−przetrwalnikowej EPNs (IJs) związane jest symbiotycznie z bakteriami należą−

cymi do rodzaju Xenorhabdus (nicienie z rodziny Steinernematidae) i Photorhabdus (nicienie z rodziny

Heterorhabditidae). Larwy IJs po aktywnym wniknięciu do ciała owada gospodarza uwalniają w jego

hemocelu symbiotyczne bakterie, które doprowadzają do śmierci żywiciela w przeciągu 24−48

godzin. Nicienie entomopatogeniczne mają ponadto wiele atrybutów doskonałego czynnika

biologicznego zwalczania: są bezpieczne dla środowiska, mają wysoki potencjał reprodukcyjny,

larwy inwazyjne tych nicieni mogą długo przetrwać w glebie po aplikacji w formie preparatu.

Ponadto istnieje możliwość namnażania ich na sztucznych podłożach [Gaugler, Kaya 1990;

Ehlers i in. 2000; Adams i in. 2006].

Wprowadzając preparaty biologiczne na bazie EPNs do upraw, należy jednak wziąć pod

uwagę ich wpływ na różnorodność biologiczną. Jednym z głównych zagrożeń dla bioróżnorod−

ności jest przenikanie gatunków obcych (ich planowe lub przypadkowe introdukcje), co często

powoduje wypadanie gatunków rodzimych słabszych konkurencyjnie. Oprócz tego, że nicienie

są trwałym elementem zróżnicowania biologicznego ekosystemów, są również ważnym czynni−

kiem kształtującym bioróżnorodność w obrębie zgrupowania entomofauny związanej ze środo−

wiskiem glebowym. W związku z tym istotne w ochronie biologicznej powinno być stosowanie

takich preparatów, które są oparte na bazie lokalnych gatunków nicieni.

W 2011 roku w Polsce rozpoczęto badania nad opracowaniem biologicznej metody redukcji

szeliniaka sosnowca przy użyciu krajowych gatunków nicieni. Celem przedstawionych badań była

ocena biologicznej aktywności rodzimych gatunków Steinernema feltiae (Filipjev) i S. kraussei
(Steiner) wobec larw szeliniaka sosnowca w warunkach laboratoryjnych.
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Materiał i metody

W lipcu 2012 roku na terenie Nadleśnictwa Celestynów, Leśnictwa Torfy (RDLP w Warszawie)

odkopano i odcięto korzenie (średnica od 2 do 5 cm) 40 pniaków P. sylvestris powstałych po ścię−

ciu 100−letnich drzew. Po przewiezieniu do laboratorium korzenie okorowano i pozyskano larwy

szeliniaka sosnowca. 

W doświadczeniu wykorzystano 3 szczepy reprezentujące 2 gatunki EPNs z rodzaju Steinernema
wyizolowane jesienią 2011 roku z gleby pobieranej za pomocą sondy Egnera (średnica 2,5 cm)

do głębokości 30 cm (tab. 1). Na każdą z próbek składały się 4 pobrania sondą i tak pozyskaną

glebę mieszano w celu uzyskania próby jednorodnej dla danego miejsca. Glebę umieszczano 

w foliowych workach i przewożono do laboratorium.

W laboratorium EPNs izolowano metodą pułapek glebowych z żywą przynętą (larwy bar−

ciaka większego Galeria mellonella L.) [Bedding, Akhurst 1975]. Wyizolowane z G. mellonella
larwy inwazyjne nicieni (IJs) były przechowywane w zawiesinie wodnej w temperaturze 4°C do

momentu wykorzystania w doświadczeniu. Identyfikacji gatunkowej nicieni dokonano na pod−

stawie kryteriów 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/szalkę. Nicienie aplikowano na bibułę filtracyjną w dawce 100 IJs/larwę H. abietis, 
a następnie szalki umieszczano w komorze inkubacyjnej w temperaturze 20°C. Każdym ze szcze−

pów zarażono po 50 larw szeliniaka (5 powtórzeń po 10 sztuk). Po 48 godzinach od zarażenia

określano śmiertelność 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 sekcji i przy użyciu binokularu (powiększenie×3−5) określono:

– ekstensywność zarażenia (procent zarażonych larw w badanej próbie),

– intensywność zarażenia (liczba nicieni stwierdzona w jednej zarażonej larwie); do

określenia średniej intensywności zarażenia wzięto pod uwagę tylko liczbę zarażonych

larw.

Uzyskane wyniki poddano analizie statystycznej z wykorzystaniem programu IBM SPSS

Statistics 21. W celu określenia zależności pomiędzy szczepami/gatunkami a śmiertelnością 

i ekstensywnością zarażenia użyto testu niezależności chi−kwadrat. Natomiast do analizy inten−

sywności zarażenia zastosowano nieparametryczny test sumy rang Kruskala−Wallisa. W przy−

padku stwierdzenia różnic istotnych statystycznie do porównania poszczególnych grup parami

zastosowano test U Manna−Whitneya. 

Gatunek/Szczep
Miejsce izolacji

Opis lokalizacji Współrzędne geograficzne

Steinernema feltiae Zag15
dolina rzeki Zwolenki N51° 23' 10.482"

(Puszcza Kozienicka ) E21° 33' 15.5412"

Steinernema feltiae K11
uprawa pszenicy N50° 20' 5.5968"

koło Katowic E19° 2' 14.0388"

Steinernema kraussei 400d
roczna uprawa leśna w Nadl. Mińsk N52° 18' 3.3163"

Mazowiecki (RDLP w Warszawie) E21° 41' 28.0737"

Tabela 1.

Gatunki i szczepy EPNs użyte w doświadczeniu 

EPNs species and strains used in the study
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Wyniki

Śmiertelność dla wszystkich badanych szczepów była wysoka i wynosiła: S. feltiae K11 92%, 

S. kraussei 400d 96%, S. feltiae Zag15 do 100%. Przeprowadzona analiza nie wykazała różnic istot−

nych statystycznie (p=0,125).

W ekstensywności zarażenia nie stwierdzono istotnych statystycznie różnic (p=0,715) między

gatunkami/szczepami. Ekstensywność dla wszystkich badanych gatunków/szczepów wahała się

od 80 do 86%.

W wyniku przeprowadzonych badań określających intensywność zarażenia stwierdzono

istotne różnice (p<0,001) między badanymi gatunkami/szczepami (tab. 2). Dodatkowo stwier−

dzono, że szczep S. feltiae Zag15 charakteryzuje się istotnie wyższą średnią intensywnością

(p<0,001) w porównaniu do pozostałych szczepów nicieni. Pomiędzy szczepami S. kraussei 400D

i S. feltiae K11 nie ma różnic istotnych statystycznie (p=0,215). 

Dyskusja

Do badań laboratoryjnych, których celem było znalezienie wysoce patogennego szczepu nicieni

owadobójczych wobec larw H. abietis, wytypowano 3 szczepy reprezentujące 2 gatunki: S. kraussei
– gatunek typowo leśny, cechujący się dużą aktywnością w niskich temperaturach [Torr i in.

2007] oraz S. feltiae – najczęściej izolowany gatunek w Polsce, cechujący się dużymi zdolnościami

adaptacyjnymi, preferujący tereny łąkowe, sady, ogrody, pola uprawne, rzadziej stwierdzany 

w lasach liściastych [Hominick 1996; Mraček i in. 2005; Tóth 2006]. 

W prezentowanych badaniach uzyskano wysoką śmiertelność larw szeliniaka sosnowca

(>90%) i ekstensywność zarażania (>80%) dla wszystkich szczepów nicieni aplikowanych w dawce

100 IJs/larwę. Są to znacznie wyższe wartości niż uzyskane przez Torra i in. [2007], którzy przy

zastosowaniu tej samej dawki nicieni Steinernema carpocapsae (Weiser) i S. kraussei wykazali około

47% śmiertelność larw H. abietis. Natomiast ponad 90% śmiertelność szeliniaka sosnowca autorzy

ci stwierdzili po zarażeniu larw dawkami 500 IJs/larwę. We wszystkich przeprowadzonych do−

świadczeniach aktywność nicieni wyrażająca się ekstensywnością zarażenia larw H. abietis była

zbliżona. Również Torr i in. [2007] nie stwierdzili różnic istotnych statystycznie w ekstensy−

wności zarażenia pomiędzy badanymi gatunkami nicieni. 

W przeprowadzonych doświadczeniach wykazano istotną statystycznie różnicę w intensy−

wności zarażania badanymi szczepami. Szczep S. feltiae Zag15 charakteryzował się dwukrotnie

wyższą intensywnością zarażania niż S. feltiae K11 i S. kraussei 400D. 

W większości przeprowadzonych do tej pory badań terenowych skuteczność zwalczania 

H. abietis po aplikacji nicieni entomopatogenicznych wahała się od 50 do 80% w zależności od

zastosowanego gatunku, warunków i sposobu aplikacji.

Gatunek/Szczep N Średnia
Odchylenie

Min Max �
2 p df

standardowe
S. kraussei 400D 42 19,60 12,11 1,00 43,00

S. feltiae K11 40 22,80 11,30 3,00 40,00 56,911 <0,001 2

S. feltiae Zag15 43 50,37 18,65 11,00 83,00

Tabela 2.

Intensywność zarażenia larw H. abietis gatunkami/szczepami EPNs

Intensity of H. abietis larvae infestation with various EPNs species/strains
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Pierwsze próby redukcji szeliniaka sosnowca przy użyciu EPNs (Neoplectana carpocapsae
Weiser) wykonano w Szwecji, uzyskując 50−60% śmiertelności larw [Pye 1979; Pye, Burman

1985]. Zastosowanie różnych gatunków nicieni z rodzajów Steinernema i Heterorhabditis na tere−

nie Irlandii spowodowało 60−80% redukcję larw H. abietis [Dillon i in. 2006, 2007, 2008]. Badania

terenowe wykonane w Szkocji wykazały redukcję liczebności larw szeliniaka sosnowca na po−

ziomie 60% [Brixey i in. 2006; Torr i in. 2007]. 

Pierwsze próby zastosowania preparatów komercyjnych na bazie nicieni entomopatoge−

nicznych w Polsce dały stosunkowo niską skuteczność redukcji szkodnika, maksymalnie na

poziomie 44,2% [Skrzecz i in. 2011]. Zakładając, że wyniki terenowe są niższe od testów labo−

ratoryjnych o 15−29% [Torr i in. 2007], można przypuszczać, że zastosowanie w terenie rodzimych

szczepów, a zwłaszcza S. feltiae Zag15, może dać lepsze wyniki niż zastosowanie preparatów

komercyjnych. 
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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 Steinernema spp. used against the large pine weevil larvae in the

laboratory conditions.

For the experiment, 150 larvae of H. abietis were collected from Pinus silvestris (L.) stumps.

The insects were parasitized by 3 isolates of nematodes obtained from the soil in Central and

South Poland: 2 of Steinernema feltiae (Filipjev) and 1 of S. kraussei (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. Each 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 S. feltiae Zag15 

originated from central Poland.

summary


