Adres do korespondencji

Cecylia Bajan,

Zaktad Agrocenologii,
Instytut Ekologii,

Polska Akademia Nauk,
Dziekanéw Leény

k. Warszawy,

05-092 tomianki;
e-mail:
ekologCa'warman.com.pl

biotechnologia

3 (50) 58-64 2000

PIERWSZY KONGRES BIOTECHNOLOGII

Od badan szczego6towych
do preparatu grzybowego

Cecylia Bajan

Zaktad Agrocenologii
Instytut Ekologii
Polska Akademia Nauk, Dziekandéw Lesny k. Warszawy

From detailed study to entomopathogenic preparation
Summary

The aim of this paper is the presentation of research carried out in Agroce-
nology Department of Ecology Institute Polish Academy of Sciences on the eco-
logy and biology of several species of entomopathological fungi {Beauveria bas-
siana, Paecilomycesfarinosus, P. fumosoroseus and Verticillium lecanii) and attempts
of their application in the biological fight against plant pests.

Problems including the occurrence of entomopathogenic fungi in Poland,
their activities in relation to insects, the choise of the most profitable culture
media, the methods of fight against the pest, the reactions to antropogenic pol-
lutions and repellent properties of the fungi have been discussed. The laborato-
ry (semi - technical) and industrial methods ofthe production offungal prepara-
tions have been discussed.

Key words:
entomopathogenic fungi, antropogenic impact, pest control, practical utili-
zation, biological preparation.

Grzyby owadobojcze jako czynnik ograniczajgcy liczebnosé
owadow sg obiektem badan na Swiecie od wielu lat. Na temat
wykorzystywania ich w zwalczaniu biologicznym istnieje poka-
Zna literatura w postaci oryginalnych prac eksperymentalnych
i monografii. Dla przyktadu wymieni¢ mozna klasyczne opraco-
wania(l-7). Te i wiele innych opracowan postuzyly zespotowi
w Instytucie Ekologii PAN zajmujacemu sie grzybami owadoboj-
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czymi ustali¢ kolejnos¢ i zakres tematdw badawczych dotyczacych entomopatoge-
noéw grzybowych najczesciej wystepujacych w warunkach Polski.

Prace rozpoczeto od okre$lenia skladu grzybow owadobdjczych infekujacych
stonke ziemniaczang. W latach szesédziesigtych stonka ziemniaczana byla nowym,
groznym szkodnikiem naszych agrocenoz zajmujgcym wciaz nowe obszary. Celowe
zatem byto, jak sie wydawato, rozpoczecie badan majacych na celu okreslenie ga-
tunkéw grzybdéw owadobdjczych wystepujacych w polskich agrocenozach. W bada-
niach naszych prowadzonych w centralnej Polsce wykazano, ze najczesciej spotyka-
nymi gatunkami grzyboéw owadobéjczych sa Paecilomyces farinosus i Beaiiveria bassia-
na (8). Ich aktywnos¢ byta zréznicowana i zalezata od miejsca wystepowania oraz od
pory roku. Dla przykiadu, w okresach jesienno-zimowych, w latach 1966-1968 w ba-
danych agrocenozach dominantem byt gatunek P. farinosus, za$ jego aktywnosé
w porazaniu stonki ziemniaczanej w réznych rejonach badawczych wahata sie
w granicach 20-100%. W tych samych prébach gatunek grzyba Beauveria bassiona byt
rzadziej spotykany, a porazenie stonki wynosito 2-34% (8-11).

W pézniejszych prowadzonych badaniach potwierdzono wptyw Srodowiska na
strukture dominacyjng grzybéw. W badanych srodowiskach lesnych dominujacym
gtdwnym grzybem owadobdjczym izolowanym ze Sciotki lesnej, gleby i owadow byt
gatunek B. bassiana, a gatunek P. farinosus wystepowat jako subdominant. Wyste-
pujace réwniez w srodowisku lesnym gatunki P.fumosoroseus i Metarhizium anisopliae
czesciej izolowane byly z gleby niz Scidtki (12).

Poddane szczeg6lowemu badaniu uzyskane izolaty grzybéw unaocznity, ze w o-
brebie kazdego gatunku wystepujg pewne formy grzyba charakteryzujgce sie rézng
reakcjg na to samo podioze hodowlane i temperature (13). W przypadku form P. fa-
rinosus byto to r6zne zabarwienie kolonii (od biatego do kremowego), zréznicowa-
nie zabarwienia podtoza od zo6lttego poprzez pomaranczowe do karminowego. Ko-
lonie przybieraty r6zny ksztalt, r6zne bylo tempo wzrostu. Zmieniato sie zabarwie-
nie i liczba powstatych koremiéw. Odmienne byly czas zarodnikowania i wymiary
zarodnikéw. Mialo miejsce rowniez zréznicowanie patogenicznosci tych form grzy-
ba w stosunku do poszczegélnych stadidow rozwojowych stonki ziemniaczanej. Wy-
mienione réznice morfologiczno-fizjologiczne utwierdzity nas w przekonaniu, ze
mamy do czynienia z odmiennymi szczepami lub ekotypami grzyba (14).

W dalszych eksperymentach wykazano, ze r6zne szczepy grzyba charakteryzujg
sie zroéznicowang wydajnoscig produkcji grzybni. Wsréd badanych 15 szczepéw
P. farinosus ciezar suchej biomasy grzybni wahat sie od 0,20 do 0,48 g. Rézna byta
réwniez produkcja zarodnikéw i sita kietkowania. Liczba produkowanych zarod-
nikéw z 1 cm” podioza w zaleznosci od formy grzyba wynosita od 333 000 do 8 092 000.
Sita kietkowania po 48-godzinach wynosita 1-88% (15).

Miedzy badanymi gatunkami grzybéw owadobdjczych zaobserwowano réwniez
zréznicowana wrazliwos¢ na warunki hodowli i zrédta pokarmu. Przykladem moze
by¢ reakcja poszczegélnych gatunkow grzybow owadobdjczych na ilos¢ azotu poda-
nego w innych zwigzkach i produktach lub wegla podanego w réznych cukrach. Re-
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dukcja ta widoczna byta w szybkos$ci wzrostu kolonii grzybéw, produkcji biomasy
grzybni i w zarodnikowaniu. W badaniach wykazano, ze najkorzystniejsze warunki
dla rozwoju gatunku B. bassiano istniejg, woéwczas gdy grzyb ma dostepna laktoze.
Natomiast dla dobrego rozwoju gatunku P.farinosus potrzebne sg laktoza i sacharo-
za. Gatunek P. fumosoroseus dla dobrego rozwoju wymaga obecnosci w podtozu ho-
dowlanym maltozy (15). Oprécz zrédta azotu duza role w reakcji grzybéw odgrywa
jego ilosc.

Brak jakichkolwiek zrédet azotu w podtozu obniza wytwarzanie biomasy grzyb-
ni, zas bardzo wysoka dawka powoduje catkowite zahamowanie wzrostu grzybni.
Dobrymi zwigzkami azotu dla badanych grzybéw sa drozdze, bulion, pepton, kuku-
rydza. Obecnos¢ ich w podiozu zwieksza 10-krotnie produkcje biomasy w poréwna-
niu z produkcjg biomasy na podtozu z zawarto$cig nieorganicznych zwigzkéw azo-
tu. Rézne zwiazki azotu lepiej wykorzystywane sg przez gatunek P. fartnosus niz
B. hossiana (15).

Wyniki badan dotyczace wptywu nawozOow mineralnych (NPK) na grzyby owado-
bojcze swiadcza réwniez o zréznicowaniu reakcji na poszczegdlne skfadniki. Nawo-
zy z duzg wzgledng zawartoscig azotu stymulujg wzrost 2 gatunkéw grzyboéw owa-
dobdjczych: B. bassiana i P. fumosoroseus. Wzglednie duza zawarto$¢ fosforu w nawo-
zie zwieksza wzrost gatunkéw B. bassiana, P.farinosus i P. fumosoroseus, podczas gdy
obecnos¢ zwiekszonej ilosci potasu najkorzystniej wpltywa na wzrost gatunku P.fa-
rinosus (16).

Wyniki tych badan, jak sie wydaje, moga by¢ wykorzystane w procesie opraco-
wywania biotechnologii produkcji preparatu grzybowego.

Na zmiane aktywnos$ci grzybéw owadobdjczych oprécz nawozéw mineralnych
maja takze wptyw pestycydy i zanieczyszczenia przemystowe.

Grzyby owadobojcze stanowiace czesé mikroflory glebowej sa bezposrednio na-
razone na ich dziatanie poniewaz, jak wiadomo, wszystkie srodki chemiczne i ich
produkty rozpadu sg gromadzone w glebie. Wiele przeprowadzonych przez nas ba-
dan wskazuje réwniez na r6znorodng reakcje poszczegolnych gatunkow i ich ekoty-
poOw na rodzaj i koncentracje pestycyddéw i zanieczyszczen przemystowych (17-20).

Zanieczyszczenia antropogeniczne znajdujgce sie w atmosferze i ich sedymenta-
cja w agrocenozach i lasach ma wplyw na réznorodnos$¢ gatunkowag mikroorga-
nizmow w tym rowniez grzybéw owadobéjczych. Negatywne oddziatywanie tych
wplywdw moze wyrazac sie, np. w zaburzeniach w korzystaniu z bazy pokarmowe;j
srodowiska co moze mie¢ bezposredni wplyw na ostabienie aktywnosci mikroorga-
nizmow.

Prowadzone przez nas badania nad wystepowaniem i strukturg dominacyjna
grzybow owadobéjczych w srodowisku laséw sosnowych réznie skazonych przez
SOz i NOx pozwolity stwierdzi¢, ze grzyby owadobdjcze posiadajg dos¢ dobrze roz-
winiete wlasciwosci adaptacyjne w stosunku do czynnikbw antropopresyjnych.
Czynniki te nie eliminujg badanych grzyboéw ze Srodowiska cho¢ odpowiednio do
stopnia zanieczyszczenia Srodowiska w ktdrym wystepuja zmieniaja ich strukture
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dominacyjng. W miejscach o nizszym skazeniu najczesciej wystepuje gatunek Me-
tarhizium anisopliae, w strefie skazenia Sredniego gatunek B. bassiana, a w strefie ska-
zenia silnego gatunek P. farinosus (21).

Omoéwione wtasciwosci przystosowawcze wymienionych grzybéw owadobéjczych
do stopnia zanieczyszczenia Srodowiska przez SOz i NOx moga by¢ pomocne przy
wyborze odpowiedniego grzyba do zastosowania go jako czynnika regulacyjno-zwal-
czajagcego w danym Srodowisku lesnym. Wiasciwy wybér entomopatogena stwarza
szanse na jego utrzymanie sie przez dtuzszy czas w danym srodowisku dzieki odna-
wianiu sie jego form aktywnych w kolejnych pokoleniach owadéw.

Grzyby owadobdjcze, jak wiele organizméw glebowych, reagujg na zanieczysz-
czenia wywotane metalami ciezkimi. W stosunkowo niedawno rozpoczetych przez
nas badaniach nad wplywem miedzi, cynku i olowiu na wybrane szczepy 23 i 58
B. bassiana wykazano, ze wymienione metale majg istotny wptyw na procesy zycio-
we tych szczepdw. Wplywajg na wzrost kolonii grzybéw, biomase i patogenicznos¢.

W badaniach Barabasza i wsp. (22) oraz przez nas (23) wykazano, ze grzyby gle-
bowe, w tym owadobodjcze, sg zdolne do bioakumulacji metali ciezkich. W wyniku
przeprowadzonej przez nas analizy suchej masy grzybni dwdéch badanych szczepow
B. bassiana stwierdzano znacznag kumulacje miedzi, cynku i otowiu. Kumulacja meta-
li byta zréznicowana i zalezata od badanego szczepu. Cynk kumulowany byt na po-
dobnym poziomie przez oba szczepy B. bassiana. Poziom kumulacji byt wyzszy 55
razy w stosunku do kontroli. Zré6znicowane wtasciwosci kumulacyjne miaty miejsce
takze w przypadku miedzi i otowiu. Zdecydowanie wieksza kumulacja obu metali
stwierdzona zostata w suchej masie grzybni szczepu 23 B. bassiana.

Z danych literaturowych wynika, ze proces biokumulacji zwigzany jest m.in. z pH
Srodowiska, ktore w trakcie rozwoju kolonii grzyba ulega obnizeniu (22). W przy-
padku naszych szczep6w szybciej zakwaszat podioze szczep 58 B. bassiana niz
szczep 23 B. bassiana. Byé moze ta réznica we witasciwosciach badanych szczepéw
B. bassiana objasnia réznice w biokumulacji miedzi i otowiu (23).

W przeprowadzonej analizie zarodnikbw badanych szczepdw zebranych z ho-
dowli skazonych poszczegdlnymi metalami ciezkimi wykazano, ze zarodniki te nie
zawieraly zwiekszonej ilosci metali ciezkich w poréwnaniu z kontrolg. Réwniez w a-
nalizie owadow infekowanych tymi zarodnikami nie wykazano podwyzszonej za-
wartosci metali ciezkich w poréwnaniu z kontrola (23,24).

Zjawisko to mozna ttumaczy¢ stwierdzeniem Cervantesa i wsp. (25) wedtug kto-
rych metale ciezkie wychwytywane sg przez niektére sktadniki sciany komérkowej
grzybni oraz metalotioniny i fitochelatyny. Wedtug tych samych badaczy to one od-
powiedzialne sg za unieruchamianie metali ciezkich w cytoplazmie blokujac w ten
spos6b przemieszczanie sie ich do zarodnikéw.

Intensyfikacja rolnictwa pocigga za sobg wzrost ilosci stosowanych pestycydéw
pochodzenia chemicznego i biologicznego, co moze wplywa¢ na zmiane interakcji
w Srodowisku i zmiane biologicznej aktywnosci mikroorganizmow. Znane sa fakty,
ze pestycydy lub produkty ich rozpadu moga wchodzi¢ w relacje z poszczegoélnymi

BIOTECHNOLOGIA 3 (50) 58-64 2000 61



Cecylia Bajan

organizmami, wplywajagc na nie w momencie wprowadzenia do Srodowiska lub
W ciggu calego sezonu wegetacyjnego.

W wieloletnich badaniach dotyczacych wptywu wybranych czynnikéw antropo-
presyjnych na reakcje grzybéw owadobédjczych wykazano, ze réznorodnosc¢ ich
przebiegu zalezy od gatunku i ekotypu grzyba owadobdjczego oraz od rodzaju
i koncentracji tych czynnikédw znajdujacych sie w srodowisku. Przyktadem tego
m.in. moze by¢ reakcja grzybéw owadobdjczych na dziatanie insektycydéw. Wyniki
naszych badan Swiadczg o tym, ze stosowane w Polsce insektycydy nie eliminuja
grzybow owadobdjczych ze Srodowiska cho¢ niektére z nich moga ograniczac ich
wzrost lub ostabia¢ zdolnosci infekcyjne. Inny przyktad adaptacji grzybéw owado-
bojczych w skazonym sSrodowisku to ich reakcja na dziatanie SOz i NOx. Przeprowa-
dzone badania swiadcza o tym, ze grzyby owadobdjcze nie sg eliminowane ze $ro-
dowiska, a ich ilos¢ niewiele rézni sie od notowanych na terenach nieskazonych
(26-29, 19, 30, 12).

Poza dziataniem na grzyby owadobojcze czynnikéw antropopresji wptyw row-
niez maja ré6zne czynniki biologiczne. Do nich zaliczy¢ mozna grzyby saprofityczne.
W doswiadczeniach naszych wykazano, ze na porazonych przez grzyby owadobdj-
cze owadach wystepujg rowniez grzyby saprofityczne. Zachodzgce miedzy nimi in-
terakcje nie powodowaly na ogét wzajemnego wyniszczania sie, chociaz niekiedy
wplywaty na zahamowania rozwoju. Fakt ten zwieksza szanse skutecznego dzia-
tania dla grzybéw owadobdjczych introdukowanych do gleby i utrzymania sie ich
przez dhuzszy czas w wiekszych ilosciach w stosunku od naturalnie wystepujacych
w danym S$rodowisku (31).

Przedstawione informacje dotyczace mozliwosci przystosowania sie grzybow
owadobdjczych i ich reakcji do zmieniajgcych sie warunkéw pozwolity na rozpo-
czecie prac nad grzybowym preparatem biologicznym. Pierwsze prace dotyczytly
pottechnicznej produkcji biopreparatu grzybowego. Opublikowane wyniki moga by¢
wykorzystywane takze obecnie w pottechnicznej produkcji (32).

Wprowadzone wedtug tej metody do gleby grzyby zachowuja swoja wysoka ak-
tywnos¢ infekcyjng w stosunku do owadéw przez dwa okresy wegetacyjne. Oprocz
bezposredniego dziatania redukujgcego na ilos¢ szkodnikow wykazuja réwniez wptyw
na liczbe nastepnych pokoleri. Swiadcza o tym wyniki uzyskane przez nas po intro-
dukcji do gleby grzybdéw B. bassiana i Paecilomyces farinosus przeciwko stonce ziem-
niaczanej. U stonki ziemniaczanej, ktéra przezyta kontakt z tymi grzybami zaobser-
wowaltySmy zmniejszenia liczebnosci kolejnych pokolen, i ich biologicznej aktywno-
éci (33).

Opracowano roéwniez we wspotpracy z Pabianickimi Zaktadami Farmaceutyczny-
mi ,Polfa” metode produkcji materiatu infekcyjnego na skale przemystowg. Dotyczy
to zaréwno biopreparatu opartego na bazie zarodnikéw konidialnych grzyba B. bas-
siana jak i Verticillium lecanii. Przemystowa technologia wytwarzania tych preparatow
jest opanowana i reproduktywna. Metody produkcji przemystowej dwoch prepara-
tow zostaly opatentowane (34,35).
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Istotg tego osiagniecia jest opracowanie metody hodowli wgtebnej grzybéw
dzieki ktorej uzyskuje sie duze zageszczenie zarodnikéw konidialnych w stosunku
do blastospor w preparacie. Proces produkcyjny trwa kilka dni, a zarodniki konidial-
ne sg aktywne przez ponad 3 lata. W zwigzku z tym produkcja biopreparatu nie
musi by¢ korelowana z pojawem szkodnika (27).

Grzyby owadobdjcze B. bassiana, M. anisopliae, P. farinosus i P. fumosoroseus o-
précz zdolnosci do porazania i usmiercania owadow posiadajg rowniez whasciwosci
repelentne. Wtasciwosci te stwierdzone w warunkach eksperymentalnych i pnio-
wych zostaly opublikowane i opatentowane (36).

Od dwoch lat badania nad mozliwoscig wykorzystania grzybéw owadobdjczych
w praktyce rolniczej koncentruja sie nad zwalczaniem pedrakdw chrabgszcza.

Przytoczone tu wyniki badan uzyskane w IE PAN, jak sie wydaje, stanowig okre-
Slony wktad do znajomosci niektérych mechanizméw odpowiedzialnych za skutecz-
nos¢ dziatania omawianych grzybéw owadobéjczych w regulacji populacji owadow,
a takze poszerzajg badz potwierdzajg wyniki innych badaczy z zakresu biologii,
ekologii i mozliwosci stosowania ich jako regulatoréw populacji szkodnikéw roslin.
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