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The influence of selected pesticides on the colony growth
and conidial germination of the entomopathogenic fungus
Beauveria bassiana (Bals.) Vuill.

Wptyw wybranych srodkdw ochrony roslin na wzrost kolonii
i kietkowanie zarodnikdw owadobdjczego grzyba
Beauveria bassiana (Bals.) Vuill.

Cezary Tkaczuk, Tomasz Krzyczkowski, Bozena Gtuszczak, Anna Krél

Summary

The use of pesticides is still a basic method for the pest control in agricultural crops. Therefore, an important issue is to investigate
the effect of chemical treatments on entomopathogenic fungi in order to determine the possible use of these beneficial
microorganisms in integrated plant protection programmes. In the laboratory conditions the effect of eight pesticides added to the
culture media, including three fungicides: Rovral Flo 255 SC, Score 250 EC and Topsin M 500 SC, 2 insecticides: Fastac 100 EC and
Pirimor 25 WG and 3 herbicides: Roundup 360 SL, Stomp 400 SC, Targa Super and 0.5 EC, on the growth of the colony and conidial
germination of the fungus Beauveria bassiana was examined. The B. bassiana colony growth and germination of conidia was the most
reduced by the presence of fungicides Topsin M 500 SC and Score 250 EC in the culture media. Insecticides relatively the least
inhibited the growth and germination of spores of B. bassiana, which suggests the possibility of their combined use with biopesticides
based on this fungus. Herbicides, especially Targa Super 0.5 EC and Stomp 400 SC, at the recommended field dose adversely affected
both the colony growth and conidial germination of the fungus. Among the tested herbicides, Roundup showed the least toxic activity
against B. bassiana.
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Streszczenie

Stosowanie pestycyddw wcigz pozostaje podstawowg metodg zwalczania agrofagdw w uprawach rolniczych, dlatego istotnym
zagadnieniem staje sie poznanie wptywu zabiegéw chemicznych na grzyby owadobdjcze w celu okres$lenia mozliwosci aplikowania tych
mikroorganizmoéow w integrowanych programach ochrony roslin. W warunkach laboratoryjnych zbadano wptyw dodatku do podtoza
hodowlanego osmiu srodkéw ochrony roslin, w tym trzech fungicydéw: Rovral Flo 255 SC, Score 250 EC i Topsin M 500 SC, dwéch
insektycyddw: Fastac 100 EC i Pirimor 25 WG oraz trzech herbicydéw: Roundup 360 SL, Stomp 400 SC i Targa Super 0,5 EC na wzrost
kolonii i kietkowanie zarodnikéw owadobdjczego grzyba Beauveria bassiana. Wzrost kolonii oraz kietkowanie zarodnikoéw B. bassiana
byty najsilniej ograniczane w obecnosci, w podtozu hodowlanym fungicydéw Topsin M 500 SC oraz Score 250 EC. Insektycydy
stosunkowo najstabiej hamowaty wzrost i kietkowanie zarodnikéw B. bassiana, co sugeruje mozliwos¢ ich tacznego stosowania
z biopreparatami opartymi na tym grzybie. Herbicydy, a zwtaszcza Targa Super 0,5 EC i Stomp 400 SC, w zalecanej dawce polowej
negatywnie oddziatywaty zaréwno na wzrost kolonii, jak i kietkowanie zarodnikéw grzyba. Najmniej toksyczne dziatanie w stosunku do
B. bassiana sposrdd testowanych srodkéw chwastobdjczych wykazat Roundup 360 SL.

Stowa kluczowe: srodki ochrony roslin, Beauveria bassiana, grzyby owadobdjcze, kietkowanie zarodnikéw
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Wstep / Introduction

Grzyby entomopatogeniczne naleza do naturalnych
wrogow stawonogow pelnigc istotna role w procesach
biocenotycznej regulacji populacji wielu szkodliwych dla
upraw gatunkow owadow i roztoczy. Mikroorganizmy te
byly pierwszymi poznanymi patogenami owadow i jako
pierwsze probowano je wykorzysta¢é w biologicznym
zwalczaniu szkodnikéw roslin. Obecnie w zwalczaniu
biologicznym szkodnikéw roslin najszersze zastosowanie
maja wirulentne szczepy anamorf endobiotycznych
Hypocreales (Ascomycota) z rodzajow: Beauveria, Hirsu-
tella, Isaria, Metarhizium, Nomuraea czy Lecanicillium.
Szczepy wymienionych rodzajow grzybow sa tatwe w ho-
dowli na sztucznych podlozach oraz w formulacji i apli-
kacji, ktora zblizona jest do konwencjonalnych srodkow
ochrony roslin (Prior i Greathead 1989).

Podstawowa metoda zwalczania agrofagéw w upra-
wach ro§lin jest stosowanie pestycydow. Istotnym
zagadnieniem staje si¢ poznanie wplywu zabiegdéw
chemicznych na grzyby owadobdjcze w celu okreslenia
mozliwosci, sposobu 1 czasu stosowania tych mikro-
organizmow w integrowanych metodach ochrony roslin.
Stosowanie biopreparatow grzybowych w integrowanych
programach ochrony upraw przed szkodnikami wymaga
okreslenia wrazliwosci grzybéw owadobdjczych na
pestycydy, istotng bowiem cecha oprocz ich wysokiej
skuteczno$ci, powinna by¢ rowniez selektywno$¢ dziatania
w stosunku do mikroorganizméw pozytecznych. Wyniki
dotychczasowych badan wykazaty, ze stosowanie srodkoéw
ochrony roslin moze mie¢ negatywny wplyw na rozwoj,
potencjal infekcyjny 1 przezywalno$¢ grzybow owado-
bojczych (Vanninen i Hokkanen 1988; Majchrowicz i Po-
prawski 1993; Migtkiewski i wsp. 1995, 1996; Bajan
i Kmitowa 1997; Todorova i wsp. 1998; Tkaczuk 2001;
Andalo i wsp. 2004; Li i wsp. 2004).

Celem badan byto okreslenie wplywu wybranych
pestycydow, stosowanych w uprawach sadowniczych, na
wzrost kolonii i kietkowanie zarodnikow owadobdjczego
grzyba Beauveria bassiana w warunkach in vitro.

Materialy i metody / Materials and methods

W warunkach laboratoryjnych zbadano wplyw o$miu
srodkow ochrony roélin ($.0.r.), w tym 3 fungicydow:
Rovral Flo 255 SC (iprodion), Score 250 EC (difen-
konazol), Topsin M 500 SC (tiofonat metylowy), 2 insek-
tycydow: Fastac 100 EC (alfa-cypermetryna) i Pirimor
25 WG (pirymikarb)) oraz 3 herbicydow: Roundup 360 SL
(glifosat), Stomp 400 SC (pendimetalina) i Targa Super
0,5 EC (chizalofop-P-etylowy + propionian etylu) na
wzrost kolonii i kietkowanie zarodnikow owadobdjczego
grzyba B. bassiana.

Szczep grzyba zostal wyizolowany z gleby pocho-
dzacej z 8-letniego sadu jabloniowego objetego inten-
sywna ochrona chemiczna, zlokalizowanego w miejsco-
wosci Pietrusy (wojewddztwo mazowieckie). Grzyba oz-
naczono do gatunku na podstawie cech morfologicznych
(Goetel 1 Inglis 1997). Izolat hodowano na podtozu
Sabourauda z dodatkiem wymienionych wczeséniej pe-

stycydow. Fungicydy dodawano do podioza hodowlanego
w trzech dawkach: A — zalecanej dawce polowej, B —
dawce 10-krotnie nizszej od zalecanej i C — dawce
100-krotnie nizszej od zalecanej. Insektycydy i herbicydy
stosowano w dawce: A — 10-krotnie wyzszej od zalecane;j
dawki polowej, B — zalecanej dawce polowej i C — dawce
10-krotnie nizszej od zalecanej. Kontrolg, jako 100% —
stanowity kultury grzyba rosnace na podiozu bez dodatku
$.o.r. Po inokulacji podtoza szalki Petriego umieszczano
w inkubatorach, w temperaturze 22°C. Kazda kombinacj¢
doswiadczenia wykonano w czterech powtdrzeniach.
Obserwacje wzrostu kolonii prowadzono co 5 dni az do
20. dnia, mierzac $rednice kolonii. Wyniki przedstawiono
w postaci srednicy kolonii grzyba w 20. dniu hodowli,
wyrazonej w procentach, w stosunku do kontroli.

W  drugiej czeSci do$wiadczenia zbadano wplyw
dodatku do podloza Sabourauda wymienionych wczesniej
dawek pestycydow na kietkowanie zarodnikéw grzyba
B. bassiana. Podloze hodowlane z pestycydami nanoszono
cienka warstwa na szkieltka podstawowe, umieszczone
w sterylnych kamerach. Kontrole stanowity zarodniki,
kietkujace na podtozu bez dodatku pestycydow. Na przy-
gotowane szkietka naniesiono zawiesing wodna zarodni-
kéw grzyba, pochodzacych z 20-dniowych kultur. Oceng
kielkowania zarodnikéw przeprowadzono pod mikrosko-
pem po 24 i 48 godzinach, a wyniki wyrazono w pro-
centach, w stosunku do kontroli. Kazda kombinacje
doswiadczenia wykonano w trzech powtdrzeniach.

Wyniki i dyskusja / Results and discussion

Testowane $.0.r. wptywaly w zr6znicowany sposob na
wzrost 1 kielkowanie zarodnikéw owadobojczego grzyba
B. bassiana w zaleznosci od rodzaju zastosowanego
preparatu oraz jego koncentracji w podtozu hodowlanym.

Wzrost kolonii B. bassiana byt najsilniej ograniczany
w obecno$ci w podtozu fungicydow Topsin M 500 SC oraz
Score 250 EC. Topsin M 500 SC w dawce zalecanej (A)
i 10-krotnie nizszej (B) w znacznym stopniu ograniczat
rozwdj grzyba. Kolonie grzyba rosnace na podtozach
zjego dodatkiem w wymienionych stezeniach osiagaty
w 20. dniu hodowli odpowiednio 6,7 i 7,0% wielkosci
kolonii kontrolnych (rys. 1). W przypadku Score 250 EC
warto$ci te wynosity odpowiednio 15,4 oraz 38,4%.
W dawce 100-krotnie nizszej od zalecanej dawki polowej
negatywne oddzialywanie obu fungicydow na wzrost
grzyba bylo znacznie stabsze. Rovral Flo 255 SC dodany
do podtoza hodowlanego w zalecanej dawce polowej (A)
oponad 40% ograniczal wzrost kolonii B. bassiana
w stosunku do kontroli, natomiast w stezeniu B i C wy-
kazal podobne oddzialywanie, jak fungicyd Score 250 EC.
Silny inhibicyjny wptyw fungicydéw Score 250 EC i Rov-
ral 50 WP na wzrost akaropatogenicznych grzybow
z rodzaju Hirsutella potwierdzaja badania Tkaczuka i wsp.
(2004) oraz Tkaczuka i Migtkiewskiego (2005).

Najbardziej negatywny wplyw na kietkowanie zarod-
nikow B. bassiana, sposrod badanych $.o.r., miat fungicyd
Score 250 EC. Zarodniki grzyba nie mogly kietkowaé
zardwno po 24, jak i 48 godzinach kontaktu z podlozem
zawierajacym ten fungicyd w dawce zalecanej i 10-krotnie
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Tabela 1. Wplyw roznych dawek fungicydow na kietkowanie zarodnikow grzyba B. bassiana (w % w stosunku do kontroli)
Table 1. The influence of different doses of fungicides on conidial germination of the fungus B. bassiana (given as % in relation to the

control)
Nazwa fqngicydu Dawka — Dose Termin obserwacji — Date of observation
Fungicide po 24 godzinach — after 24 hours po 48 godzinach — after 48 hours
A 53,8 63,5
Rovral Flo 255 SC B 58,1 62,3
C 90,0 92,2
A 0,0 0,0
Score 250 EC B 0,0 0,0
C 6,1 11,7
A 63,4 67,4
Topsin M 500 SC B 85,7 88,7
C 95,0 95,7

A — dawka zalecana — recommended dose

B — dawka 10-krotnie nizsza od zalecanej — dose 10 times lower than recommended
C — dawka 100-krotnie nizsza od zalecanej — dose 100 times lower than recommended

Tabela 2. Wptyw roéznych dawek insektycydow i herbicydéw na kietkowanie zarodnikow grzyba B. bassiana (W % w stosunku do

kontroli)

Table 2. The influence of different doses of insecticides and herbicides on conidial germination of the fungus B. bassiana (given as %

in relation to the control)

Nazwa pestycydu Dawka Termin obserwacji — Date of observation
Pesticide Dose po 24 godzinach — after 24 hours | po 48 godzinach — after 48 hours
Insektycydy — Insecticides
A 91,6 94,7
Pirimor 25 WG B 94,0 93,6
C 93,1 97,9
A 93,8 92,9
Fastac 100 EC B 91,2 97,4
C 97,5 97,9
Herbicydy — Herbicides
A 6,5 6,1
Roundup 360 SL B 51,8 48,2
C 84,9 90,6
A 0,0 0,0
Targa Super 0,5 EC B 7,4 6,18
C 53,3 80,2
A 0,0 0,0
Stomp 400 SC B 52,2 56,4
C 63,5 60,3

A — dawka 10-krotnie wyzsza od zalecanej — dose 10 times higher than recommended

B — dawka zalecana — recommended dose

C — dawka 10-krotnie nizsza od zalecanej — dose 10 times lower than recommended

nizszej od zalecanej dawki polowej (tab. 1). Nawet w naj-
nizszym stgzeniu (dawka C) po 24 1 48 godzinach
kietkowato odpowiednio 6,1 i 11,7% zarodnikéw B. bas-
siana. Dwa pozostate fungicydy, tj. Topsin M 500 SC
i Rovral Flo 255 SC mialy znacznie stabszy wpltyw na
proces kielkowania zarodnikéw grzyba. Na podtozach
zawierajacych te fungicydy w dawce zalecanej kietkowato

54-67% zarodnikow w stosunku do kontroli, a wraz ze
zmniejszaniem si¢ dawki preparatow w pozywce (dawka B
i C) procent skietkowanych zarodnikow wzrastat.
Insektycydy stosunkowo najstabiej hamowaly wzrost
grzybni i kielkowanie zarodnikéw B. bassiana sposrod
testowanych $.0.r. W 20. dniu hodowli kolonie B. bassiana
rosnace na podlozach zawierajacych Pirimor 25 WG
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i Fastac 100 EC w dawce zalecanej osiagatly odpowiednio
92 1 80% wielkosci kontrolnej (rys. 2). Testowane
w doswiadczeniu insektycydy, tj. Pirimor 25 WG i Fastac
100 EC nie miatly istotnego wplywu na proces kietkowania
zarodnikow owadobojczego grzyba B. bassiana w zadnym
z zastosowanych stgzen. Po 24 i 48 godzinach kontaktu
zarodnikow z podlozem zawierajacym te insektycydy
wdawce A, B i C kietkowato ponad 90% zarodnikow
w odniesieniu do kontroli (tab. 2).
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Rys. 1. Wielko§¢ kolonii grzyba B. bassiana na podtozach
z dodatkiem fungicydow w 20 dniu hodowli (wyrazona
w % w stosunku do kontroli)

Fig. 1. Colony size of the fungus B. bassiana on the 20th day of
growth on media with fungicides (given as % in relation
to the control)
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H B - dawka zalecana/recommended dose
C — dawka 10-krotnie nizsza od zalecanej/dose 10 times lower than recommended

Fastac 100 EC

Rys. 2. Wielko$¢ kolonii grzyba B. bassiana na podlozach
z dodatkiem insektycydow w 20 dniu hodowli (wyrazona
w % w stosunku do kontroli)

Fig. 2. Colony size of the fungus B. bassiana on the 20th day of
growth on media with insecticides (given as % in relation
to the control)

Sposéréd testowanych w doswiadczeniu herbicydéw
najbardziej toksyczne dziatanie w stosunku do B. bassiana
wykazaty preparaty Stomp 400 SC i Targa Super 0,5 EC.

Oba herbicydy dodane do podtoza w koncentracji
10-krotnie wyzszej od dawki polowej uniemozliwialy
wzrost kolonii grzyba, a kultury rosnace na pozywkach
z dawka zalecang osiagaty w 20. dniu hodowli odpowied-
nio 51,0 i 56,1% wzrostu kolonii kontrolnych (rys. 3).
Stomp 400 SC i Targa 05 EC w najnizszej dawce (C)
ograniczaly wzrost kolonii B. bassiana odpowiednio o 34,5
i 23,5% w stosunku do kontroli. Roundup 360 SL okazat
si¢ najmniej toksyczny w stosunku do badanego grzyba,
sposroéd trzech testowanych herbicydéw. Preparat ten
dodany do podtoza w najwyzszej dawce (A) ograniczal
w 20. dniu hodowli wzrost kolonii o okoto 30% w stosun-
ku do kontroli, natomiast w dawce zalecanej i 10-krotnie
nizszej jedynie o okoto 10%.
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B B - dawka zalecana/recommended dose
C — dawka 10-krotnie nizsza od zalecanej/dose 10 times lower than recommended
Rys. 3. Wielko$¢ kolonii grzyba B. bassiana na podtozach
z dodatkiem herbicydéw w 20 dniu hodowli (wyrazona
w % w stosunku do kontroli)
Fig. 3. Colony size of the fungus B. bassiana on the 20th day of
growth on media with herbicides (given as % in relation
to the control)

Migtkiewski 1 wsp. (1990) badajac wzrost grzybow
owadobdjczych na podlozach zawierajacych herbicydy
stosowane w sadownictwie stwierdzili, Zze najmniej
toksycznym s$rodkiem dla badanych grzybow okazat sig
Roundup 360 SL. Na podiozu zawierajacym ten herbicyd
w dawce 10-krotnie wyzszej od zalecanej rosty wszystkie
badane gatunki, tj. B. bassiana, Paecilomyces fumoso-
roseus 1 Verticillium lecanii.

Z grupy testowanych herbicydow najbardziej hamujacy
wplyw na proces kietkowania zarodnikdéw mial preparat
Targa Super 0,5 EC. Herbicyd ten w dawce A (10-krotnie
wyzszej od zalecanej dawki polowej) catkowicie
uniemozliwial kietkowanie, a w dawce zalecanej na
podlozu z tym herbicydem kietkowato jedynie kilka
procent zarodnikéw w stosunku do kontroli (tab. 2).
Pozostate dwa herbicydy wykazaly mniej negatywny
wplyw na proces kietkowania zarodnikéw B. bassiana. Po
24 i 48 godzinach na podlozach zawierajacych Stomp
400 EC i Roundup 360 SL w dawce zalecanej (B) kiet-
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kowato ponad 50% zarodnikow grzyba, a w przypadku
dawki 10-krotnie nizszej (C) odpowiednio od 60 do 85%.

Wielu badaczy oceniajac wptyw $.0.r. na kielkowanie
zarodnikow grzybow entomopatogenicznych zwraca uwa-
ge na istotg tego zjawiska, podkreslajac fakt, ze
ograniczanie przez pestycydy tego inicjalnego procesu
w rozwoju grzyba odbija si¢ niekorzystnie na dalszym
przebiegu procesu infekcji i rozwoju choroby w populacji
szkodnika (Anderson i Roberts 1983; Todorova i wsp.
1998; Oliveira i Neves 2004). Wedtug Bouciasa i wsp.
(1988) kontakt zarodnikow konidialnych grzybow
owadobdjczych z substancjami chemicznymi, w tym
pestycydami, moze wplywaé zaré6wno na neutralizacje
fadunku elektrostatycznego, jak 1 zniszczenie warstwy
$luzu na ich powierzchni, co oddzialuje niekorzystnie na
przebieg procesu kietkowania i infekcji ciata owada-
gospodarza. Substancje chemiczne obecne w §.0.r. moga
ponadto blokowa¢ procesy metaboliczne zachodzace
w konidiach, a przez to wptywaé niekorzystnie na przebieg
procesu kielkowania. Zjawisko tzw. blokady metabolicznej
wywotanej na skutek nagromadzenia si¢ chemicznych
substancji jonowych na powierzchni bton komoérkowych
zarodnikow konidialnych jest znane w przypadku licznych
gatunkow grzybow fitopatogenicznych (Ghini i Kimati
2000).

Wedlug Bajan i Kmitowej (1982, 1997) stosowane
w Polsce pestycydy nie eliminuja grzybéw owadobdjczych
ze $rodowiska, cho¢ niektére z nich moga ograniczaé
wzrost badz ostabia¢ ich patogenicznos$¢. Ostros$¢ reakceji
zalezy od gatunku, badz ekotypu grzyba. Wtasciwos¢ ta
moze mie¢ istotne znaczenie w przypadku stosowania
integrowanej metody ochrony ro§lin z zastosowaniem
biopreparatow grzybowych. Powodzenie zabiegu zalezy
bowiem od wlasciwego doboru odpowiedniego ekotypu

Literatura / References

grzyba i $rodka chemicznego. Wiele badan prowadzonych
w warunkach laboratoryjnych wykazalo, ze poszczegodlne
gatunki grzybow, a nawet szczepy w obrgbie gatunku,
charakteryzuja si¢ zroéznicowana wrazliwoscia na pe-
stycydy (Vénninen i Hokkanen 1988; Migtkiewski 1 wsp.
1990; Bajan i Kmitowa 1997; Tkaczuk 2008; Sapieha-
Waszkiewicz i wsp. 2010; Fiedler i Sosnowska 2011).

Whioski / Conclusions

1. Testowane w doswiadczeniu fungicydy i herbicydy,
dodane do podloza hodowlanego w zalecanej dawce
polowej, negatywnie oddzialywaly na wzrost i kietko-
wanie zarodnikow owadobdjczego grzyba B. bassiana.

2. Wzrost kolonii B. bassiana byt najsilniej ograniczany
w obecnosci w podtozu hodowlanym fungicydow
Topsin M 500 SC oraz Score 250 EC. Fungicyd Score
w dawce zalecanej i 10-krotnie nizszej uniemozliwiat
kietkowanie zarodnikow grzyba.

3. Insektycydy (Fastac 100 EC i Pirimor 25 WGQG) sto-
sunkowo najstabiej hamowaly wzrost i kietkowanie
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