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PATHOGENICITY OF SELECTED STRAINS OF FUNGUS METARHIZIUM
ANISOPLIAE USED AGAINST COLORADO POTATO BEETLE
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Abstrakt: Celem badan byto okreslenie mozliwosci wykorzystania wybranych szczepéw grzyba owadobdjczego
Metarhizium anisopliae do zwalczania stonki ziemniaczanej. Uzyskane wyniki wskazuja, ze badane szczepy
M. anisopliae charakteryzuja si¢ stosunkowo niewielka patogeniczno$cia w stosunku do larw i imago stonki
ziemniaczanej. Najbardziej odporne na dziatanie badanych szczepéw okazato si¢ stadium larwalne L; oraz
osobniki doroste stonki. Do szczepdw, ktére moga by¢ wykorzystane do zwalczania stadiéw larwalnych i imago
stonki, zaliczono dwa szczepy, ktére izolowano z gleb pola uprawnego w miejscowosci Gdéw i Losice.
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Wprowadzenie

Na redukcje plonu ziemniakéw duzy wplyw ma wystepowanie szkodnikéw i infekcji
grzybowych niszczacych powierzchni¢ asymilacyjng ro$lin ziemniaka. Straty, ktére
powoduja szkodniki w uprawie ziemniaka, mogg sigga¢ nawet kilkudziesi¢ciu procent [1].
Jednym z najgrozniejszych szkodnikéw w uprawie ziemniaka w Polsce jest stonka
ziemniaczana (Leptinotarsa decemlineata), ktérej liczebno$¢ praktycznie corocznie na
wielu powierzchniach uprawy ziemniaka przekracza prég ekonomicznej szkodliwosci.
Stonka ziemniaczana ze wzgledu na geograficzne pochodzenie jest owadem cieplo-
i sucholubnym, a nasilenie jej wystepowania i dynamika rozmnazania zalezg od stanu
pogody (przede wszystkim od opadéw i temperatury otoczenia) w danym sezonie
wegetacyjnym [2]. W ochronie ro$lin, w tym ziemniaka, dominuja dwie tendencje:
skutecznego zwalczenia szkodnika oraz ochrony S$rodowiska naturalnego i zdrowia
cztowieka [2]. W wigkszo$ci przypadkéw do ochrony upraw ziemniaka przed stonka
stosuje si¢ chemiczne insektycydy, a wykorzystanie biopreparatow jest ograniczone [3].

W Polsce od dawna podejmuje si¢ proby wykorzystania wrogéw naturalnych stonki
w praktyce rolniczej. Grzyby owadobdjcze wykorzystywane byly do zwalczania réznych
szkodliwych owadéw, a przede wszystkim do zwalczania szkodnikéw roslin
warzywniczych i sadowniczych [4]. Do$wiadczenia takie, przeprowadzone juz w latach
50., wykazaty duze znaczenie grzybéw entomopatogenicznych w ograniczeniu liczebnosci
populacji stonki ziemniaczanej [2, 5]. Jednym z gatunkéw, ktéry znalazt zastosowanie
w zwalczaniu stonki, jest grzyb Beauveria bassiana [6-8]. Poszczegdlne szczepy
grzybéw owadobdjczych moga rézni¢ si¢ znacznie patogenicznoscia wzgledem
poszczeg6lnych szkodnikéw [9]. Dlatego tak wazne jest prawidlowe dobranie
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odpowiedniego szczepu, ktéry bedzie najbardziej patogeniczny wzgledem danego
szkodnika i jego poszczegdlnych stadidw rozwojowych. Bajan i Kmitowa [10] wskazuja, ze
najwigkszg patogeniczno$§¢ wobec owaddéw testowych wykazuja szczepy wyizolowane na
terenie Polski [11, 12].

Celem projektu bylo okreslenie patogeniczno$ci wybranych szczepéw grzyba
owadobdjczego Metarhizium anisopliae wobec larw 1 osobnikéw dorostych stonki
ziemniaczanej. Badania te moga by¢ przydatne w opracowaniu biopreparatu
do zwalczania stonki ziemniaczanej w warunkach polowych.

Material i metody badan

W doswiadczeniu oceniana byla patogeniczno$§¢ wybranych szczepéw grzyba
owadobdjczego M. anisopliae, ktére izolowano z gleby za pomoca metody owadow
putapkowych. Do badan wykorzystano trzy szczepy grzyba owadobdjczego M. anisopliae,
oznaczone nastgpujagcymi symbolami: A - PNO/O izolowany z gleby zadrzewien
$rédpolnych na larwy Tenebrio molitor - miejscowos¢ Gdéw (woj. matopolskie), B -
PN3/1 izolowany z gleby pola uprawnego na larwy Tenebrio molitor - miejscowos¢ Gdéw
(woj. matopolskie), C - AP032 izolowany z gleby pola uprawnego na larwy Galleria
mellonella - miejscowo$¢ Losice (woj. mazowieckie).

Chrzaszcze i1 larwy stonki ziemniaczanej zostaly zebrane na poletkach, na ktérych
uprawiano ziemniaki. Wybrane szczepy grzyba owadobdjczego M. anisopliae bylty
hodowane na zmodyfikowanym podiozu glukozowo-ziemniaczanym, nast¢pnie zostata
z nich sporzadzona zawiesina zarodnikéw. Ste¢zenie zarodnikéw w zawiesinie zostalo
okreslone za pomoca komory Biirkera [13]. Przed przeprowadzeniem doswiadczenia
skontrolowano zdolno§¢ do kietkowania zarodnikéw tych szczepéw. Patogenicznos¢
grzyba okre$lono wobec trzech stadiéw larwalnych (L,, L3, L;) oraz wobec imago stonki
ziemniaczanej. W szalkach Petriego, wylozonych bibulg filtracyjna, zostalo umieszczonych
10 osobnikéw odpowiedniego stadium rozwojowego owada. Larwy i chrzgszcze stonki
ziemniaczanej byty skarmiane codzienne $wiezymi lisémi ziemniaka, skropionymi 1 cm’
zawiesiny zarodnikéw na ok. 5 g pokarmu. WyjSciowe stezenie zarodnikéw grzyba
wynosito 4,87x10” w 1 cm’. Larwy i imago opryskiwane byly nastepujacymi dawkami
zarodnikow: 1 - brak rozcieficzenia zawiesiny, 2 - 10-krotne rozcienczenie, 3 - 100-krotne
rozcienczenie. W Kkontroli do opryskiwania owadéw testowych zastosowano wod¢
destylowang. Doswiadczenie przeprowadzono w trzech powtdrzeniach. Codziennie
sprawdzano $miertelno$¢ owadoéw testowych. Szalki przetrzymywano w temperaturze 21°C
przez okres 28 dni. W wynikach podano $miertelnos¢ owadéw testowych skorygowana
o ich naturalng $miertelno$¢. Wyniki zostaly poddane analizie statystycznej przy uzyciu
programu Statistica 10.0 PL. W szczeg6towych poréwnaniach $rednich wykorzystano testy
NIR Tukeya lub jednorodnosci wariancji Browna-Forsythe’a, zaktadajac poziom istotnosci
p <0,05.

Wiyniki i ich oméwienie

Zdolnos¢ do kietkowania wybranych szczepéw grzyba owadobdjczego M. anisopliae
wahata si¢ od 89% dla szczepu A do niespelna 93% dla szczepu C (tab. 1). Z analizy
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statystycznej wynika, ze poziomy kietkowania poszczegdlnych szczepdw nie rdznity si¢
miedzy sobg istotnie.

Tabela 1
Zdolnos¢ kietkowania grzyba owadobdjczego M. anisopliae [%]
Table 1
Germination ability of spores of entomopathogenic fungus M. anisopliae [%]
L. Procent kielkujacych
Szczep grzyba owadobdjczego sarodnikéw

A* 89,00

B 92,67

C 87,67

F=0,60; p=0,57; r.n.

*Szczepy: A - PNO/O, B - PN3/1, C - AP032; Test jednorodnosci wariancji Browna-Forsythe’a; zaznaczone efekty
sg istotne z p < 0,05; r.n. - r6Znice nieistotne

Badania przeprowadzone w warunkach laboratoryjnych wskazuja na zréznicowana
wrazliwo$¢ stadiow rozwojowych stonki ziemniaczanej na badane szczepy grzyba
owadobdjczego M. anisopliae (tab. 2). Znacznie bardziej wrazliwe na porazenie przez
grzyba byly miode larwy L, stonki ziemniaczanej niz larwy starsze L;. Najbardziej
wrazliwe byly larwy pokolenia L,, ich $miertelno§¢ po dwdch dniach od rozpoczecia
do$wiadczenia wahata si¢ od 0 do 30% w zalezno$ci od zastosowanego szczepu i stgzenia
zarodnikéw. Po 10 dniach od rozpoczgcia do$wiadczenia najbardziej patogeniczny
w stosunku do larw pokolenia L, okazal si¢ szczep A - powodujacy od 40,0 do 63,3%
$miertelnosci w zaleznosci od stezenia zarodnikéw. Zaréwno szczep B, jak i C powodowat
najwyzsza $miertelno$¢ larw stonki, gdy stosowano maksymalne stezenie zarodnikéw.
Stadium larwalne L; okazalo si¢ stosunkowo odporne na dziatanie badanych szczepow
grzyba owadobdjczego - $miertelno$¢ po 10 dniach od aplikacji wynosita 20-23%
w zaleznosci od szczepu.

Tabela 2
Patogeniczno$¢ wybranych szczepéw M. anisopliae wobec larw i imago stonki ziemniaczanej
Table 2
Pathogenicity of selected strains of entomopathogenic fungus M. anisopliae against larvae and imago of Colorado
potato beetle
Szczep Dawka Smiertelno§¢ poszczeg.()lflych stadi(i.Yv rozwojowych [ %]
grzyba zarodnikéw Dzien obserwacji
2 | 4 [ 6 | 8 | 10
Stadium larwalne L,
1k 3,3 23,3 33,3 50,0 63,3
A* 2 30,0 30,0 30,0 33,3 40,0
3 26,7 33,3 433 43,3 433
1 26,7 43,3 46,7 53,3 53,3
B 2 33 6,7 16,7 26,7 36,7
3 0,0 10,0 16,7 20,0 23,3
1 13,3 16,7 40,0 40,0 46,7
C 2 23,3 26,7 33,3 43,3 43,3
3 16,7 20,0 33,3 40,0 40,0
NIR(0,05) = 3,62
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Szczep Dawka Smiertelno$¢ poszczeg.()lflych stadi(i.Yv rozwojowych [ %]
grzyba zarodnikéw Dzien obserwacji
2 | 4 [ 6 | 8 | 10
Stadium larwalne L;

1 0,0 33 33 10,0 20,0
A 2 0,0 33 33 6,7 6,7
3 0,0 33 33 33 33
1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
B 2 0,0 0,0 0,0 10,0 13,3
3 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
C 2 6,7 6,7 10,0 13,3 20,0
3 6,7 16,7 13,3 16,7 23,3

NIR (0,05) = 6,87

Stadium larwalne L,

1 0,0 30,0 433 43,3 433
A 2 0,0 0,0 0,0 33 3,3
3 20,0 20,0 20,0 20,0 26,7
1 23,3 23,3 33,3 33,3 33,3
B 2 16,3 16,3 16,3 20,0 23,3
3 26,7 26,7 33,3 33,3 33,3
1 20,0 20,0 46,7 46,7 46,7
C 2 26,7 26,7 36,7 43,3 433
3 23,3 23,3 33,3 36,7 36,7

NIR (0,05) = 3,07

Imago

1 0,0 0,0 0,0 13,3 20,0
A 2 0,0 0,0 0,0 33 10,0
3 0,0 0,0 0,0 0,0 6,7
1 56,7 63,3 73,3 73,3 76,7
B 2 0,0 33 33 23,3 23,3
3 0,0 0,0 0,0 0,0 6,7
1 0,0 0,0 0,0 6,7 13,3
C 2 0,0 0,0 0,0 33 13,3
3 0,0 0,0 13,3 20,0 30,0

NIR (0,05) = 4,06

*Szczepy: A - PNO/O, B - PN3/1, C - AP032; **] - zawiesina wyj$ciowa (4,87 * 10" w 1 cm3), 2 - 10-krotne
rozcienczenie, 3 - 100-krotne rozcienczenie

Najlepsze efekty w przypadku stadium L, uzyskano przy zastosowaniu szczepu C
niezaleznie od zastosowanego stezenia zarodnikéw - po 10 dniach $miertelnos¢ wynosita
od 36,7 do 46,7%. Najbardziej odporne na dziatanie szczepéw grzyba owadobdjczego
M. anisopliae okazaly si¢ owady doroste. Jedynie w przypadku zastosowania szczepu B
odnotowano duza $miertelno$¢ po 2 dniach, ktéra wynosita 56,7%. W pozostatych
przypadkach pierwsze osobniki ginely po 4, 6, 8, a nawet 10 dniach. Ogdlnie $miertelnos¢
osobnikéw dorostych nie przekraczata 30% po 10 dniach obserwacji, z wyjatkiem wysokiej
patogenicznosci szczepu B - $miertelno$¢ osobnikéw dorostych wynosita w tym przypadku
ponad 76%. Zwigkszenie zastosowanej dawki zarodnikéw powodowato zwigkszenie
$Smiertelnosci owadow testowych.

Uzyskane wyniki wskazuja, ze badane szczepy M. anisopliae moga mie¢ zastosowanie
do zwalczania stonki ziemniaczanej. Larwy pokolenia L, i L, s3 najbardziej wrazliwe na
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dzialanie szczep6w A i C. Natomiast badane szczepy wykazaly si¢ malg skutecznoS$cia
w stosunku do owadéw dorostych. Wskazuje to na konieczno$¢ stosowania grzyba
M. anisopliae, w momencie kiedy szkodnik ten wystepuje we wczesnym stadium
larwalnym. Istotny jest wybdr szczepu, poniewaz poszczegdlne stadia rozwojowe stonki
ziemniaczanej r6znig si¢ wrazliwo$cia na szczepy grzyba M. anisopliae.

Whioski

1. Najbardziej wrazliwe na dzialanie badanych szczepéw grzyba owadobdjczego
M. anisopliae s3 stadia larwalne L,, a najmniej L3 i imago.

2. Sposréd badanych szczepdw M. anisopliae najbardziej patogeniczny wobec stadium
larwalnego okazal si¢ szczep A, a wobec osobnikéw dorostych szczep B.

3. Opracowujac strategie zwalczania stonki ziemniaczanej za pomocg grzybow
owadobdjczych, nalezy wzig¢é pod uwage wrazliwos¢ zwalczanego stadium
rozwojowego szkodnika na czynnik biologiczny.

Podziekowania

Praca finansowana z dotacji celowej nr tematu 4131/KOSR/2012 dotyczacej badan
naukowych lub prac rozwojowych shizacych rozwojowi mtodych naukowcé6w oraz
uczestnikow studiéw doktoranckich w temacie ,,Wykorzystanie wybranych szczepéw
grzyba owadobdjczego Metarhizium anisopliae do zwalczania stonki ziemniaczanej
(Leptinotarsa decemlineata)”.
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PATHOGENICITY OF SELECTED STRAINS OF FUNGUS METARHIZIUM
ANISOPLIAE USED AGAINST COLORADO POTATO BEETLE
(LEPTINOTARSA DECEMLINEATA)

Department of Agricultural Environment Protection, University of Agriculture in Krakow

Abstract: The aim of this study was to determine the possibility of using selected strains of the fungus
Metarhizium anisopliae to control Colorado potato beetle. The results indicate that the tested strains
M. anisopliae are characterized by relatively low pathogenicity against larvae and adults of Colorado potato beetle.
The most resistant to investigated fungus strains was the larval stage L; and imago. Two strains that were isolated
from soil in Losice and Gdéw can be used to control larvae and imago of L. decemlineata.

Keywords: Colorado potato beetle, Metarhizium anisopliae, pathogenicity



