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Pathogenicity of selected strains of entomopathogenic fungi
to tetranychid mites (Tetranychidae) under laboratory conditions

Patogenicznos$¢ wybranych szczepow grzybdw entomopatogenicznych
w stosunku do roztoczy z rodziny przedziorkowatych (Tetranychidae)
w warunkach laboratoryjnych

Cezary Tkaczuk*, Tomasz Krzyczkowski, Anna Majchrowska-Safaryan

Summary

The aim of the laboratory experiments was to assess the pathogenicity of selected strains of entomopathogenic fungi in relation to
the two-spotted spider mite (Tetranychus urticae) and raspberry spider mite (Neotetranychus rubi). The tested fungal isolates, applied in
the form of spraying with an aqueous spore suspension (1 x 10°/ml), were characterized by varying pathogenicity in relation to the mo-
bile forms of spider mites. The highest mortality rate of pest was caused by Lecanicillium lecanii (75.4%) and Beauveria bassiana (69.1%)
isolates. The lowest mortality of T. urticae was recorded when Isaria fumosorosea and Metarhizium flavoviride were applied. Increased
concentration of fungal spores in the aqueous suspension from 1 x 10°/ml to 1 x 10’/ml did not significantly increase the number of
infected individuals. Entomopathogenic fungus L. lecanii caused over 75% mortality of the raspberry spider mite.
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Streszczenie

Celem przeprowadzonych badan laboratoryjnych byta ocena patogenicznosci wybranych szczepéw grzybéw entomopatogenicznych
w stosunku do przedziorka chmielowca (Tetranychus urticae) i przedziorka malinowca (Neotetranychus rubi). Testowane szczepy grzy-
boéw, zastosowane w formie opryskiwania wodng zawiesing zarodnikdw (1 x 10°/ml) charakteryzowaty sie zréznicowang patogenicznoscia
w stosunku do form ruchomych przedziorka chmielowca. Najwyzszg smiertelnos¢ szkodnika spowodowaty szczepy Lecanicillium lecanii
(75,4%) oraz Beauveria bassiana (69,1%). Najnizszg Smiertelnos¢ odnotowano w przypadku opryskiwania T. urticae wodng zawiesing za-
rodnikdw Isaria fumosorosea i Metarhizium flavoviride. Zwiekszenie koncentracji zarodnikow grzybow w zawiesinie wodnej z 1 x 10°/ml
do 1 x 10’/ml nie wptyneto istotnie na zwiekszenie liczby zainfekowanych osobnikéw szkodnika. Owadobdjczy grzyb L. lecanii powodowat
ponad 75% smiertelnosci przedziorka malinowca.

Stowa kluczowe: roslinozerne roztocze; Tetranychus urticae; Neotetranychus rubi; grzyby owadobdjcze; patogenicznosé
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Wstep / Introduction

Roztocze fitofagiczne z rodziny przg¢dziorkowatych (Te-
tranychidae) sa bardzo specyficzna grupa agrofagéow. Ich
wystgpowanie na roslinach uprawnych czesto zostaje nie-
dostrzezone do momentu, kiedy szkody powstajace w wyni-
ku ich Zerowania prowadza do duzych strat ekonomicznych.
Ponadto szkodniki te wydaja do kilkunastu pokolen w ciagu
sezonu wegetacyjnego i bardzo szybko wyksztalcaja odpor-
no$¢ na substancje czynne syntetycznych akarycydow.

Zadaniem wspoélczesnej ochrony roslin jest zapewnie-
nie skutecznych metod walki z agrofagami i dostarczanie
rozwigzan, ktore wywieraja mozliwie najmniejsza presj¢
na $rodowisko naturalne. Metoda biologiczna, w ramach
ktorej stosuje si¢ migdzy innymi mikroorganizmy, w tym
grzyby entomopatogeniczne, jest jedng z najbardziej przy-
jaznych srodowisku (Boczek i Lipa 1978; Lipa i wsp. 1998;
Sosnowska 2013). Prowadzenie zwalczania biologicznego
uzaleznione jest od szeregu czynnikoéw biotycznych i abio-
tycznych oraz wymaga doglebnych badan ekologicznych
nad interakcjami zachodzacymi migdzy srodowiskiem i jego
poszczegodlnymi elementami.

Grzyby akaropatogeniczne z rodzajow Hirsutella czy
Lecanicillium, reprezentujace anamorfy workowcow (Hy-
pocreales, Ascomycota) oraz niektore gatunki owado-
morkowcow z rodzaju Neozygites (Neozygitales, Ento-
mophthoromycota), sa statym komponentem naturalnie
wystepujacych populacji roztoczy roslinozernych, w tym
waznych z ekonomicznego punktu widzenia szkodnikow
ro$lin uprawnych. Wywotywane przez nie mikozy tych pa-
jeczakow czesto przybieraja formy epizoocji prowadzacych
do ograniczenia ich liczebnosci do nieistotnego poziomu
(Chandler i wsp. 2000; Mietkiewski i wsp. 2000; Van der
Geest 1 wsp. 2000; Batazy i wsp. 2008). Prowadzone w wa-
runkach laboratoryjnych i szklarniowych badania wykazaty
wysoka patogeniczno$¢ wybranych izolatow grzybow Be-
auveria bassiana i Metarhizium anisopliae w stosunku do
przedziorka chmielowca (Tetranychus urticae) (Alves i wsp.
2002; Tamai i wsp. 2002; Chandler i wsp. 2005; Draganova
i Simova 2010). Efektywne wykorzystanie patogenicznych
grzybow w biologicznym zwalczaniu prz¢dziorkow w duzej
mierze zalezy od wyselekcjonowania najbardziej wirulent-
nych szczepow, ktore w przysztosci postuza do produkcji
bioakarycydoéw (Maniania i wsp. 2008).

Celem badan byto okreslenie patogenicznosci 5 gatun-
kow grzybow entomopatogenicznych w stosunku do form
ruchomych przedziorka chmielowca. Ponadto oceniono
czy zwigkszenie koncentracji zarodnikow dwoch najbar-
dziej patogenicznych szczepow grzyboéw powoduje wzrost
$miertelnosci form ruchomych tego szkodnika oraz czy
najbardziej wirulentne szczepy grzybow, czyli B. bassiana
i Lecanicillium lecanii, w tym samym stopniu sg patoge-
niczne dla form ruchomych przg¢dziorka malinowca i prze-
dziorka chmielowca.

Materialy i metody / Materials and methods

Doswiadczenia wykonano w warunkach laboratoryjnych.
W pierwszym eksperymencie do badan wytypowano pi¢é ga-
tunkow grzyboéw owadobojczych: B. bassiana, Isaria fumo-
sorosea, Metarhizium flavoviride, M. anisopliae sensu lato
i L. lecanii, zdeponowanych w kolekcji Zaktadu Ochrony
i Hodowli Roslin Uniwersytetu Przyrodniczo-Humanistycz-
nego (UPH) w Siedlcach. Cztery pierwsze gatunki zostaly
wyizolowane z gleb pol uprawnych w okolicach Siedlec za
pomoca metody owadoéw putapkowych, a szczep L. lecanii
zostal pozyskany z przedziorka malinowa (Neotetranychus
rubi). Testy patogenicznosci z zastosowaniem powyzszych
szczepOw przeprowadzono na przg¢dziorku chmielowcu, ho-
dowanym na lisciach fasoli i pochodzacym z wieloletniej ho-
dowli Zaktadu Ochrony i Hodowli Roslin UPH w Siedlcach.

Grzyby hodowano w szalkach Petriego na podiozu Sa-
bourauda w termostacie, w temperaturze 25°C przez 14 dni.
Zawiesing wodng zarodnikéw przygotowano zeskrobujac
skalpelem grzybni¢ i zarodniki z powierzchni kultur. Za-
rodniki grzybow zastosowano w koncentracji 1 x 10%ml
po uprzednim ustaleniu ich liczby w roztworze przy po-
mocy hemocytometru Thoma. Szalki Petriego wyktadano
bibulg filtracyjna i lekko zwilzano ja woda destylowana
w celu utrzymania odpowiedniej wilgotnosci. Nastepnie
wyktadano liscie fasoli, na ktore wprowadzano po 50 form
ruchomych przedziorka chmielowca. Liscie z roztoczami
opryskiwano przy uzyciu recznego opryskiwacza cisnienio-
wego o pojemnosci 1 1(3 rozpylenia) wodnymi zawiesinami
poszczegolnych gatunkoéw grzybow entomopatogenicznych
z dodatkiem substancji zmniejszajacej napigcie powierzch-
niowe wody (Triton X-100). Kontrolg stanowity roztocze
opryskiwane tylko woda destylowana z dodatkiem detergen-
tu Triton X-100. Tak przygotowane szalki z roztoczami prze-
trzymywano w temperaturze 25°C przy oswietleniu przez
12 godzin na dobg. Obserwacje przeprowadzono po
4 1 8 dniach od opryskiwania, odnotowujac osobniki zywe
i martwe przedziorka. Martwe osobniki umieszczano w ko-
morze klimatycznej na okres 10 dni, w celu potwierdze-
nia zainfekowania przez grzyby owadobojcze. Kazdy wa-
riant doswiadczenia dla danego gatunku grzyba wykonano
w 10 powtorzeniach.

Grzyby byly identyfikowane na podstawie charakte-
rystyki morfologicznej z wykorzystaniem standardowych
kluczy (Humber 2012; Inglis i wsp. 2012). Poniewaz przy
identyfikacji grzybow stosowano wylacznie metody mor-
fologiczne, gatunek M. anisopliae zdefiniowano w ujgciu
sensu lato, gdyz jak wykazaty najnowsze badania filoge-
netyczne oparte na sekwencji DNA (Bischoff i wsp. 2006,
2009), istnieje wiele gatunkow grzyboéw w obrebie rodzaju
Metarhizium, ktorych rozrdznienie nie jest mozliwe bez za-
stosowania metod molekularnych.

W kolejnym doswiadczeniu zbadano wptyw dwoch roz-
nych koncentracji zarodnikow (1 x 10°1 1 x 107/ml) szcze-
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poéw grzybow B. bassiana i L. lecanii na $miertelno$¢ prze-
dziorka chmielowca. Eksperyment przeprowadzono wedtug
metodyki opisanej powyze;j.

W trzecim doswiadczeniu laboratoryjnym przeprowadzo-
no testy patogenicznosci z zastosowaniem powyzszych dwoch
szczepOw B. bassiana 1 L. lecanii (koncentracja zarodnikow
1 x 10°/ml) przeciwko przedziorkowi malinowcowi. Roztocze
pochodzily z naturalnej populacji tego szkodnika wystepuja-
cej na lisciach dziko rosnacej maliny w $rodowisku lesnym.
Po kilkudniowym przetrzymaniu roztoczy w warunkach la-
boratoryjnych zostaty one uzyte do testow. Przgdziorki na-
noszono przed opryskiwaniem zawiesing wodng zarodnikow
na liscie maliny w szalkach Petriego. Eksperyment przepro-
wadzono wedlug opisanej wczes$niej metodyki zastosowanej
w testach z przedziorkiem chmielowcem.

Wyniki opracowano statystycznie za pomocg analizy
wariancji (ANOVA). Istotno$¢ réznic pomigdzy Srednimi
oceniono za pomocy testu Tukeya przy poziomie istotnosci
p = 0,05. Uzyskane $rednie z analizy statystycznej przeli-
czono na % $miertelnos$ci. Wszystkie obliczenia w zakresie
analizy statystycznej wykonano korzystajac z pakietu staty-
stycznego STATISTICA v. 12.

Wyniki i dyskusja / Results and discussion

Testowane szczepy grzybow, zastosowane w formie
opryskiwania wodng zawiesing zarodnikow (1 x 105/ml)
charakteryzowaly si¢ zréznicowang patogenicznoscig w sto-
sunku do form ruchomych przgdziorka chmielowca. Naj-
wyzszg $miertelno$¢ roztoczy spowodowat szczep L. lecanii
(75,4%) oraz B. bassiana (69,1%). Najnizsza $miertel-
no$¢ odnotowano w przypadku opryskiwania 7. urticae
wodng zawiesing zarodnikéw I fumosorosea (37,8%)
1 M. flavoviride (43,7%). Grzyb M. anisopliae sensu lato
zainfekowat prawie 60% roztoczy poddanych testom.
Stwierdzono ponadto przypadki infekcji jaj przedziorka
chmielowca przez ten gatunek grzyba, czego nie odnotowa-
no w odniesieniu do pozostatych gatunkéw. Nalezy zwrocié
uwage na stosunkowo wysoka $miertelnos¢ (ponad 20%)
osobnikéw w kombinacji kontrolnej (tab. 1), co mogto by¢
spowodowane dodaniem do wody substancji Triton X-100.

Chandler i wsp. (2005) testujac w warunkach laborato-
ryjnych patogeniczno$¢ czterdziestu szczepow grzybow en-
tomopatogenicznych, nalezacych do szesciu rodzajow oraz
trzech komercyjnych biopreparatow [Naturalis-L, oparty
na szczepie B. bassiana, Mycar — Hirsutella thompsonii
i Mycotal — Lecanicillium (= Verticillium) muscarium],
stwierdzili duza $miertelno$¢ roztoczy wywotang przez trzy
izolaty: M. anisopliae, Hirsutella sp. i L. muscarium oraz
wszystkie testowane bioinsektycydy komercyjne. Réwniez
Koike i wsp. (2005) wskazuja na wysoka, ale jednoczesnie
zrdznicowang patogeniczno$¢ czterech szczepow grzyba
L. lecanii w stosunku do przgdziorka chmielowca. Simova

i Draganova (2003) odnotowaly wysoka wirulencje szcze-
pow B. bassiana i L. lecanii w stosunku do T urticae, jedynie
szczep grzyba Isaria farinosa charakteryzowat si¢ niskim
potencjatem infekcyjnym w stosunku do tego roztocza. P6z-
niejsze badania tych samych autoréw potwierdzity wysoka,
bo osiagajaca 100% po czterech dniach od aplikacji, $mier-
telno$¢ przedziorka chmielowca po zastosowaniu wodnej
zawiesiny zarodnikow kilku szczepow grzyba B. bassiana
w koncentracji 10%/ml (Draganova i Simova 2010).

Wyniki dalszych testow, przeprowadzonych z dwoma
najbardziej patogenicznymi gatunkami grzybow, tj. L. le-
canii 1 B. bassiana wykazaly, ze zwigkszenie koncentracji
zarodnikow w zawiesinie wodnej z 1 x 10%/ml do 1 x 107/ml
wplynelo nieznacznie na zwigkszenie liczby zainfekowa-
nych osobnikéw 7. urticae, jednak nie byly to réznice istot-
ne statystycznie (tab. 2).

Grzyb L. lecanii charakteryzowat si¢ rowniez relatyw-
nie wysokg patogenicznos$cig w stosunku do przgdziorka
malinowca (N. rubi). Smiertelno$¢ form ruchomych roz-
tocza po zastosowaniu wodnej zawiesiny zarodnikéw tego
grzyba w koncentracji 1 x 10°/ml wynosita ponad 75%
(tab. 3). W przypadku szczepu grzyba B. bassiana byta
ona nizsza i wynosita 56,1%. Wekesa 1 wsp. (2005) testu-
jac w warunkach laboratoryjnych 17 izolatow M. aniso-
pliae 1 dwa izolaty B. bassiana przeciwko przedziorkowi
Tetranychus evansi stwierdzili, ze wszystkie szczepy byly
patogeniczne w stosunku do szkodnika, a powodowana
przez nie $miertelno$¢ wahata si¢ od 22,1 do 82,6%. Od-
notowano wigksza podatno$¢ na infekcje form dorostych
niz larwalnych przedziorka. Ponadto oba gatunki grzybow
w koncentracji 1 x 108 zarodnikoéw w 1 ml zawiesiny powo-
dowaty powyzej 80% $miertelnosci jaj szkodnika.

Laczac zabiegi zwalczania przedziorkéw za pomoca
grzyboéw entomopatogenicznych i drapieznych roztoczy
nalezy pamigtaé, ze te ostatnie mogg by¢ rowniez podatne
na infekcje grzybowe. Pytlak i wsp. (2014) testujac wpltyw
roznych koncentracji zarodnikéw grzybéw entomopatoge-
nicznych i nematopatogenicznych na przezywalnos¢ dra-
pieznego roztocza Amblydromalus limonicus w warunkach
laboratoryjnych stwierdzili, ze grzyby B. bassiana i I. fu-
mosorosea moga powodowa¢ nawet do 80-90% S$miertel-
nosci tego pozytecznego roztocza. Najmniej patogeniczne
w stosunku do drapieznika okazaty si¢ gatunki L. lecanii
i Peacilomyces lilacinus. Maketon i wsp. (2008) badajac
skuteczno$¢ 12 szczepow grzybow entomopatogenicznych
w zwalczaniu szkodliwego roztocza Polyphagotarsonemus
latus w warunkach laboratoryjnych doszli do wniosku, ze
szczep M. anisopliae byt najbardziej wirulentny w stosun-
ku do pajeczaka. W testach uzywano zarodnikéw patogena
w koncentracji 2 x 10%ml cieczy. Sredni czas u$mierca-
nia 50% populacji osobnikéw dorostych (LT50) wynosit
3,8 dnia, a larw — 2.4 dnia. Zaden z testowanych szczepow
grzybow nie porazal jaj roztocza, co dalo si¢ zaobserwowac
w badaniach wlasnych w przypadku grzyba M. anisopliae.
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Tabela 1. Smiertelno$é przedziorka chmielowca (Tetranychus
urticae) spowodowana przez rézne gatunki grzybow en-
tomopatogenicznych [%)]

Table 1. Mortality of two-spotted spider mite (Zetranychus ur-
ticae) caused by various species of entomopathogenic
fungi [%]

Osobniki Osobniki

zainfekowane martwe
Gatunek grzyba Infected Dead

Fungal species individuals individuals
[70]

Beauveria bassiana 69,1 a 82,7
Isaria fumosorosea 37.8b 56,0
Metarhizium flavoviride 43,7b 56,5
Metarhizium anisopliae 59,3 ab 71,2
Lecanicillium lecanii 754 a 80,3
Kontrola — Control Oc 20,6

Warto$ci oznaczone tymi samymi literami nie réznig si¢ istotnie — Values
indicated by the same letters are not significantly different

Tabela 2. Wptyw roznych koncentracji zarodnikow grzybow
Lecanicillium lecanii 1 Beauveria bassiana na $miertel-
nos¢ przedziorka chmielowca (Tetranychus urticae) [%)

Table 2. Effect of various concentrations of Lecanicillium lecanii
and Beauveria bassiana spores on mortality of two-spot-
ted spider mite (Tetranychus urticae) [%]

Koncentracja zarodnikow

Gatunek grzyba Concentrations of spores

Fungal species
[1 = 10%ml] [1 x107/ml]
Beauveria bassiana 69,1 a 76,8 a
Lecanicillium lecanii 754 a 822 a
Kontrola — Control 0 132¢

Warto$ci oznaczone tymi samymi literami nie r6znig si¢ istotnie — Values
indicated by the same letters are not significantly different

Fiedler i Sosnowska (2007) testujac patogenicznos¢
nicieniobdjczego grzyba P. lilacinus w stosunku do kilku
groznych szkodnikéw warzyw pod ostonami stwierdzity,
ze grzyb ten po siedmiu dniach od aplikacji spowodowat
$miertelnos¢ w populacji przedziorka chmielowca na po-
ziomie 70% w warunkach laboratoryjnych i 60% w warun-
kach szklarniowych.

Literatura / References

Tabela 3. Smiertelno$é przedziorka malinowca (Neotetranychus
rubi) spowodowana przez grzyby Beauveria bassiana
i Lecanicillium lecanii [%)]

Table 3. Mortality of raspberry spider mite (Neotetranychus rubi)
caused by Beauveria bassiana and Lecanicillium lecanii

[%]
Osobniki Osobniki
zainfekowane martwe
Gatunek grzyba Infected Dead
Fungal species individuals individuals
[%]
Beauveria bassiana 56,1 a 68,6
Lecanicillium lecanii 76,8 a 89,5
Kontrola — Control Oc 18,6

Wartosci oznaczone tymi samymi literami nie r6znia si¢ istotnie — Values
indicated by the same letters are not significantly different

Jak wykazaly przeprowadzone badania laboratoryjne,
grzyb L. lecanii wykazal najwigksza patogeniczno$¢ w sto-
sunku do przegdziorka chmielowca i przgdziorka malinow-
ca, sposrdd testowanych grzyboéw entomopatogenicznych,
co wskazuje na potencjalne mozliwosci jego wykorzystania
w biologicznym zwalczaniu obu szkodnikow.

Whioski / Conclusions

1. Testowane szczepy grzybow charakteryzowaly si¢ zroz-
nicowang patogeniczno$cig w stosunku do form rucho-
mych przgdziorka chmielowca. Najwyzszg Smiertelnos¢
roztoczy spowodowaty szczepy L. lecanii (75,4%) oraz
B. bassiana (69,1%). Najnizsza $miertelno$¢ odnotowa-
no w przypadku I. fumosorosea i M. flavoviride.

2. Zwigkszenie koncentracji zarodnikéw grzyboéw w za-
wiesinie wodnej z 1 X 10%/ml do 1 x 107/ml nie wptyneto
istotnie na zwigkszenie liczby zainfekowanych osobni-
kéw T urticae przez L. lecanii i B. bassiana.

3. Grzyb L. lecanii wykazal si¢ najwigksza patogeniczno-
$cig w stosunku do przedziorka chmielowca i przedzior-
ka malinowca, sposrod testowanych grzybow entomo-
patogenicznych, co wskazuje na potencjalne mozliwosci
jego wykorzystania w biologicznym zwalczaniu obu
szkodnikow.
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