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Izolacja, a nastepnie ocena potencjatu
owadobdjczego
grzybow
kontekscie ic
biologicznej ochronie roslin.

Owady stanowig jedna z najwazniejszych grup organizméw odpowiedzialnych za straty
w produkcji roslinnej, powodujac uszkodzenia roslin oraz przyczyniajgc sie do obnizenia
jakosci i wielkosci plonow. Ograniczenie stosowania chemicznych srodkéw ochrony roslin
sprzyja poszukiwaniu alternatywnych, bezpiecznych dla srodowiska metod zwalczania
szkodnikow. Szczegdlne znaczenie w biologicznej ochronie roslin przypisuje sie grzybom
entomopatogennym, ktére wykazujg zdolnos¢ do infekowania i eliminowania owadéw. W
dobie postepujgcych zmian klimatycznych oraz rosngcej opornosci agrofagow na syntetyczne
pestycydy, te wyspecjalizowane mikroorganizmy zyskaty miano jednego z najbardziej
obiecujacych filarow zrownowazonej ochrony roslin (integrowana ochrona roslin - IPM). Ich
dziatanie zwigzane jest m.in. z adhezjg zarodnikdw do powierzchni ciata owada, penetracja
kutikuli oraz produkcja enzymoéw i metabolitow przyczyniajgcych sie do rozwoju infekc;ji.
Izolacja i selekcja szczepdw charakteryzujgcych sie wysoka aktywnoscig owadobdjcza moze
stanowic istotny etap w poszukiwaniu skutecznych czynnikdw biologicznej ochrony roslin.
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Ryc. 1. Rodzaje stanowisk badawczych, z ktérych pobierano proby
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Ochrona Chemiczna Grunty orne

W celu skutecznego pozyskania izolatow EPF ze srodowiska naturalnego w badaniach zastosowano dwie metody izolacji:

« Metoda klasyczna: Bezposrednia izolacja z prob glebowych, oparta na metodzie rozcienczen seryjnych oraz hodowli na podfozach
statych. Inkubacje ptytek prowadzono przez 7 dni w temperaturze 26°C. Po zakoriczeniu inkubacji dokonano liczenia wyrostych kolonii
(CFU). Kolonie o cechach morfologicznych charakterystycznych dla grzybow owadobdjczych zostaty rozizolowane na tozsame podtoza

Wyka, Lucerna, Kukurydza, Dynia,
Stonecznik Groch, Bdb, Soja, Fasolka

* Ocena wybranych izolatéw na ptodnos¢ Rhopalosiphum padi

3. Ocena potencjatu owadobodjczego wybranych grzybow entomopatogennych

* Ocena mozliwosci repelentnego oddziatywania wybranych izolatéw na szkodnikach zerujgcych na zbozach i rzepaku

Pobor prob do izolacji zrealizowano w dwdch cyklach: wiosennym oraz jesiennym. Prébki pobierano ze zréznicowanych stanowisk
badawczych, réznigcych sie stopniem antropopresji i intensywnoscig agrotechniki (Ryc. 1):
e Stanowiska rolnicze (z petng ochrong chemiczng): grunty orne obejmujgce uprawy roslin jednorocznych i wieloletnich oraz resztki

e Stanowiska seminaturalne i naturalne (bez ochrony chemicznej): zadrzewienia srodpolne, zbiorowiska trawiaste (tgki) oraz kompleksy

« Metoda przynety owadobdjczej (metoda putapkowa): lzolacja metodg putapkowa opiera sie na klasycznej procedurze wedtug
Zimmermanna (1986), wykorzystujgcej naturalng zdolnos¢ grzybow entomopatogennych do infekowania podatnego zywiciela. W tym
celu do plastikowych pojemnikdw (200 ml) odwazano po 100 g badanej gleby, a nastepnie wprowadzano do nich po 5 larw G.
mellonella. Monitoring zainfekowanych owaddéw prowadzony byt codziennie przez okres 14 dni. Strzepki grzybdw rozwijajgce sie na
powierzchni martwych larw przenoszono sterylng ezg na podtoze PDA (Ryc. 4).
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2. Analiza morfologiczna i identyfikacja izolatow

Wstepng przynaleznos¢ taksonomiczng okreslono za pomocg tradycyjnych technik

mikrobiologicznych:

 Makroskopowej oceny morfologii kolonii (barwa, struktura, tempo wzrostu).
 Mikroskopowej analizy mikrostruktur (wielkosc¢ i ksztatt zarodnikéw konidialnych)

W celu potwierdzenia przynaleznosci taksonomicznej oraz precyzyjnej identyfikacji
gatunkowej uzyskanych izolatéw grzybéw entomopatogennych (EPF), analize morfologiczno-
mikroskopowg uzupetniono o nowoczesng technike spektrometrii mas typu MALDI-TOF MS
(ang. Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization Time-of-Flight Mass Spectrometry).
Przyktadowe wyniki identyfikacji przedstawiono na ryc. 5.

Ryc. 5. Przyktady wyizolowanych szczepéw — identyfikacja MALDI-TOF

Trichoderma hamatum Metarhizium sp. Beauveria bassiana
Mucor moelleri Actinomucor elegans Cunninghamella elegans
Trichoderma polysporum Absidia glauca Rhizopus oryzae
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Beauveria sp.

Ryc. 6. Zdjecia makroskopowe EPF
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minimalnym aktywnych w 5. dobie

* W wyniku prac izolacyjnych pozyskano tgcznie 317 izolatéw grzybowych: 227 metodg klasyczng (72%) oraz 90 metodg putapkowg (28%) (Ryc. 2). Badane entomopatogenne grzyby strzepkowe pozyskano z prob glebowych pobieranych w dwdéch terminach (wiosna i

jesien). Wiekszos¢ skutecznych izolatéw wyizolowano z gleb lesnych (las iglasty, liSciasty i mieszany) charakteryzujgcych sie brakiem ochrony chemicznej. Pozostate stanowiska badawcze obejmowaty zadrzewienia sSrodpolne oraz grunty orne z uprawg roslin rolniczych i
warzywnych.

* Analiza makroskopowa oraz identyfikacja metodg MALDI TOF pozwolita wytypowac do testow biotycznych 15 izolatow grzybdow z rodzaju Beauveria sp., Metharizium sp. oraz Trichoderma sp. Owadami testowymi byly mszyce zbozowe R. padi oraz larwy much z
gatunku C. vicina, chrzgszcze z gatunku M. aeneus (stodyszek rzepakowy) oraz C. obstrictus (chowacz podobnik).

* Rodzaj zastosowanego izolatu istotnie wptywat na ptodnos¢ mszycy czeremchowo-owsianej. Efektywnym patogenem ograniczajgcym liczebnos¢ szkodnika byt szczep Metarhizium sp. E61, ktéry wykazat obnizenie liczby mszyc wzgledem kontroli.

W eksperymencie, w ktérym larwom much podano nasgczony izolatem pokarm uzyskano zadowalajgce efekty. Petng smiertelnos¢ juz w pierwszej dobie wykazata Trichoderma hamatum E83, dla ktdrej srednia liczba martwych owadéw wynosita 10. W grupie
izolatow osiggajgcych 100% sSmiertelnosci w drugiej dobie znalazty sie: B. bassiana E58, B. bassiana E90, Metharizum sp. E61, Metharizum sp. P63 oraz B. bassiana E79.

* Analiza ANOVA potwierdzita istotny wptyw szczepu, czasu oraz interakcji szczep x czas na stan stodyszkow. Istotnos¢ interakcji dowodzi, ze badane izolaty roznity sie przede wszystkim dynamikag i tempem dziatania. W czasie eksperymentu liczba owaddw aktywnych
systematycznie spadata, kategoria nieaktywnych rosta przejsciowo w srodkowym okresie, a Smiertelnos¢ wyraznie wzrastata. Najbardziej obiecujgce warianty cechowaty sie wysokg skutecznoscig juz w 3. dobie oraz maksymalnym udziatem osobnikdw martwych i

W ocenie repelentnego oddziatywania izolatéw na stodyszka rzepakowego stwierdzono, ze najlepszym wariantem okazata sie B. bassiana E70. Natomiast w przypadku chowacza podobnika najlepszym wariantem okazaty sie B. bassiana E54 i E58.

Badania realizowane w ramach projektu ,Opracowanie i wdrozenie bezpiecznych preparatow mikrobiologicznych dla zrownowazonego rolnictwa ograniczajgcych zuzycie pestycydow i
nawozdéw sztucznych” wspétfinansowanego przez Unie Europejska ze $rodkédw Funduszy Europejskich dla Nowoczesnej Gospodarki. Projekt realizowany w ramach dziatania 1.1. Sciezka
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