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Siedlce, Poland). Fungi isolated with ,insect bait method” from humus, municipal wastes compost and sewage
treatment plant sludge. Acta Mycol. XXVIII (2): 161-169, 1993,

Larvae of Ephestia kiihniella were used as an ,insect bait™ for the isolation of fungi from the investigated

materials. M. anisopliae and P. fumosoroseus were the dominant fungi in humus. B. bassiana and P. fumosoroseus
were the dominant fungi in municipal wastes compost. No entomopathogenic fungi were isolated from sewage
treatment plant sludge.

WSTEP

Metoda izolowania grzybow entomopatogenicznych z gleby, polegajaca na
wykladaniu do gleby zywych owadoéw, pozwala na pozyskiwanie najbardzie) wiru-
lentnych izolatow tych grzybow, ktdre s waznymi bioregulatorami liczebnosci
szkodliwych owadéw (Ferron, 198]; Zimmer mann, 1986). Stosujgc
wspomniang metode rozpoznano sklad galunkowy grzybow entomopatogenicznych
w glebach Niemiec (Kleespies, Bathon, Zimmermann, 1989),
w glebach Finlandii (Vdnninen, Husberg, Hokkanen, 1989)1 okolic
Siedlec(Migtkiewski iwsp, 1991 a; Migtkiewski, Tkaczuk, Za-
sada, 1991/1992; Mietkiewski, Migetkiewska, Sapieha, 1992).
Wspomniane badania wykazaly, ze w glebach ornych najczgsScie) wystlepujacymu
grzybami okazaly si¢: Beauveria bassiana (Bals.) Vuill.,, Metarluzium anisopliae
(Metsch.) Sorok., Paecilomyces farinosus (Holm. ex Gray) Brown et Smith, P. fumo-
soroseum (Wize) Brown et Shmith.,

W ostatnich latach duzo uwagi poSwigca si¢ wykorzystaniu w nawozeniu roSlin
takich Zrédel substanciji organiczne) jak odpady miejskie i przemystowe. Te nowe
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Zrodla substancyi organicznej sa szeroko badane w aspekcie warlo$ci nawozowe).
Interesujacym wydaje si¢ by¢ zbadanie wystgpowania entomopatogenicznych grzy-
béw w tych nickonwencjonanych nawozach organicznych.

Celem niniejszej pracy bylo okre$lenie skladu gatunkowego grzybéw wychwy-
lywanych na owady pulapkowe z humusu, kompostu ze $mieci i osadu z oczyszczalni
miejskie).

MATERIAL | METODY

Kompost ze Smieci miejskich pobrany byl w pazdzierniku 1992 z kompostowni
w Warszawie. Osad pochodzit z oczyszczalni §cickéw miejskich w Siedlcach. Sklad
chemiczny tych materialéw podano w tabeli 1. Ponadio do badan wzigto humus.
Kazdym z wymienionych materialéw napelniano 10 szalek Petriego, a nastepnie do
kazdej z nich wkladano po 10 larw przedostatniego stadium rozwojowego mklika
macznego (Ephestia kiihniella Zell). Szalki z badanym materiatem i wyloZzonymi
larwamu przetrzymywano w temp. 20°C 1 28°C. Na kazdg kombinacj¢ przypadalo
po 100 larw. Dalsze czynnosci wykonywano metodg Zimmermanna (1986),

W przypadku Metarhizium flavoviride Gams et Rozsypal, gatunku bardzo
rzadkiego, okreslono jego wzrost na pozywce Sabouraud w temperaturze 3-35°C,
roznicujac poziomy temperatury co 5°C.

Tabelal - Table |

Charakterystyka kompostu ze émieci i osadu
Characteristic of municipal waste compost and sewage-treatment plant sludge

Skiadniki = Ingredient _ Kompost = Compost Osad = Sediment
Substancja organiczna 45,27 36,64
Organic matter |
Azot ogdlny (g/ke s. m.) | 1.57 0,78
Total nitrogen
Fosfor (g/kg s. m.) 0,76 1,76

| Phosphorus (P)

| Potas (g/kg s. m.) 3,60 244

| Potassium (K)

- Wapi (g/kg s. m.) 5.29 5,75
Calcium (Ca)

| Magnez (g/kg 5. m.) 243 1.06
Magnesium (Mg)
MiedZ (ppm) 360 15
Cooper (Cu)
Cynk (ppm) 3410 2327
Zinc (Zn)
Mangan (ppm) 327 133
Manganese (Mg) !
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Dwa gatunki grzybow o niedostaecznie udokumentowanych wlasciwosciach
owadobojczych Cylindrocarpon destructans (Zins.) Scholten 1 Paecilomyces carneus
(Duche et Heim) Brown et Smith przebadano na zdolnoéci infekcyjne w stosunku do
larw E. kiihniella w Srodowisku glebowym. W tym celu do wysterylizowane) gleby
wprowadzono w zawiesinie wodnej zarodniki grzybéw w i1losci 9 x 10°na 1 g suchej
eleby. Grzyby te izolowane byly z badanego materialu, a nastgpnie namnozone na
pozywce Sabouraud, Do tak przygotowanej gleby wkladano w kazdej kombinac;i
po 50 larw E. kiithniella; po 7, 10 1 14 dniach kontakiu larw z badanym materialem
okreSlono §miertelnoS¢ larw. Martwe osobniki wyktadano do mokrych kamer i okre-
Slano rozwijajace si¢ na nich grzyby, Kontrolg stanowila wysterylizowana gleba
zwilzona wyslerylizowang woda.

WYNIKI

Sktad gatunkowy grzybdw 1zolowanych na larwy mklika mgcznego uzaleznio-
ny byt od podloza (tab. 2). Kiedy owady pulapkowe maaly kontakt z humusem w tem-
peraturze 20°C, stwierdzono na nich 4 gatunki entomopatogenicznych grzybow.
Najwigce) owadow putapkowych opanowanych bylo przez Paecilomyces fumoso-
roseus 1 Metarhizium anisopliae. Te dwa gatunki grzyb6éw stwierdzono odpowiednio
na 33,8 % 1 17,5 % larw owaddw pulapkowych. Dwa pozostale gatunki grzybow
entomopatogenicznych: Conidiabolus major i Metarhizium flavoviride opanowaly
tylko po 1,5 % owadéw putapkowych. Wzrost ostatniego gatunku okreS§lano na
pozywce Sabouraud w zakresie temperatury 5-35°C (tab. 3). Najwieksze kolonie
arzyb ten osiggnal w lemperaturze 25°C, a przy 30°C wzrost i zarodnikowanie byly
zahamowane, natomiast wzrostu jego w temperaturze 5 1 35°C nie stwierdzono.

W temperaturze 28°C na larwach owadow putapkowych wyltozonych do humusu
z grzybéw entomopatogenicznych wystapit tylko M. anisopliae zasiedlajac 88,5 %
larw. Z kompostu w lemperaturze 20°C wyizolowano 3 gatunki grzybdw entomopalto-
genicznych, Najwigksza iloS¢ larw (41,2 %) opanowana byla przez P. fuimosoroseus.
Znaczna iloS¢ larw (28,9 %) opanowana byla przez B. bassiana, a M. anisopliae
rozwijal si¢ lylko na niewiclkie) tlosci larw, Ostatm gatunek byl jedynym grzybem
owadobdjczym, kitéry stwierdzony zostal na larwach owaddéw majacych kontakt
z kompostem w temp, 28°C,

W osadzie pochodzacym z oczyszcezalni Scieckow w Siedlcach nie stwierdzono
zadnego gatunku grzyba zaliczanego do pasozytow wzglgdnych owadow. Grzyby,
ktore izolowano z martwych larw mklika macznego, zaliczy¢ nalezy do pasozytow
warunkowych. Wérdd tej grupy grzybdw na larwach wystapily Aspergillus flavus,
Cylindrocarpon destructans 1 Mucor hiemalis. Larwy owadow pulapkowych, na
kiorych rozwijaly sig wspomniane gatunki grzybéw, nie byly zmumifikowane.
W ciele tych owadow znajdowano strzepki grzyba, a w przypadku A, flavus larwy
byly dos¢ silnie przeroSnigte grzybnig, ale ciato ich mie bylo zmumifikowane. Kiedy
larwy mialy kontakl z osadem w temp. 28°C, wystapil na nich glownie A. flavus.
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Na niewielkie) 1loSci larw notowany byl Paecilomyces carneus. W pozostalych
podtozach spotykane byly te same gatunki grzybéw pasozytéw warunkowych
z wyjatkiem P. carneus, Ktory wystapil tylko w osadzie.

Dwa gatunki grzybow — C. destructans i P. carneus z grupy pasozylow
warunkowych zostaly przebadane na zdolnoS€ infekowania larw mklika macznego
wylozonych do wysterylizowane) gleby, do kidre) wprowadzono nastgpnie zarodniki
wspomnianych gatunkéw grzybéw. Smiertelno§¢ larw majacych kontakt z gleba
zainokulowang zarodnikami wspomnianych gatunkéw grzybow nie réznita sig
zasadniczo od $miertelnoéci larw przebywajacych w glebie sterylnej (tab. 4). Na
martwych larwach majacych kontakt z zainokulowang glebg rozwijaly sig gatunki
grzybow uprzednio wprowadzonych. Larwy zostaly przeroSnigle grzybnig, ale nie
byly zmumifikowane,

Tabela 3 -Table 3

Waezrost M. flavoviride na potywce Sabouraud w temperaturze o ré2nych zakresach
Growth of M. flavovinde on the Sabourauds medium at different levels of temperatures

Wielkodé koloni w %
w stosunku do kolonii

- - maksymalne; Wryglad kolonii
emp. Size of colony given in % Description of colony
in relation to the largest
colony
Tylko dlady migsistej grzybni substratowe;j.
) . vk Mo, Only traces of fleshy, substrate mycelium.
| Kolonia biala jedynie frodek jasnozielony i lekko
| wzniesiony. Odcien zieleni typowy dla M. anisopliae, od
| 10 1.3 spodu barwa cielista.
While colony, only the centre pale green and slightly erect.
The tinge of green typical of M. anisopliae; flesh-coloured
beneath.
i | Kolonia barwy ziclonego groszku z bialym marginesem. |
T 70.5 Srodek kolonii bezowy. Od spodu barwa cielista.

Pale green colony with white margins. The centre of colony
beige; flesh-coloured beneath.

Kolonia ciemnobetowa z 3-4 mm marginesem barwy

20 85.2 zielone).
Dark beige colony with green margins, 3-4 mm wide.

Kolonia szarobezowa z bezowo zielonym marginesem.
=" 100,0 Grey-beige colony with beige-green margins.

| Kolonia cielista z jasnobetowym frodkiem. Grzybnia
T ' 737 bardzo zbita, zarodnikowanie tylko fladowe.
Flesh-coloured colony; pale beige in the centre. Mycelium
very compact only traces of sporulation.
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Tabelad - Table 4

Smientelnoéé (%) larw E. kiihniella w wysterylizowanej glebie, do ktérej wprowadzono zarodniki graybéw
Mortality (%) of E. kithniella larvae in sterilized soil to which fungal conidia were introduced

Liczba dni od wylozenia larw ;

| do gleby Reizolowany grzyb
| Em].rh mltrpmwadz.irlly do ilchy‘l Number of days after insects z martwych larw
| Fungus introduced in to the sol were buried into soil Fungus reisolated from
| dead larvae |
; ! T ' 10 |
— 1 |

Cylindrocarpon destructans | 18,3 383 C. descructans
| |

Paecilomyces carneus | 27.3 434 P. carneus
|

Kontrola 14,3 223

DYSKUSJA

Wyniki badan wykazaly, Ze spoSrdd badanych podlozy najwiece) gatunkow
grzybow owadobdjczych wystgpilo w humusie, Jezeli poréwnamy ten sklad grzybow
¢ grzybami z gleb ornych, to oprécz typowych dla gleb uprawnych okolic Siedlec
gatunkéw owadobdjczych, takich jak M. anisoplia¢ i P. fumosoroseus(Migtkie w-
skiiwsp., 1991a, 1991b.; Mig¢tkiewski, Tkaczuk, Zasada, 1991-92),
w humusie stwierdzono Comdiobolus major 1 M. Havovinide, Ten ostatm gatunek
nie byl notowany w glebach okolic Siedlec, a z Polski podany tylko raz z gleb po-
branych z Iak §rodleSnych w Sudetach (Mig¢tkiewski, Batazy, Kluko w-
s ki, 1993), Przy izolowaniu grzybiow z gleby na owady pulapkowe gatunek nie byl
stwierdzony w innych krajach(Zimmermann, 1986; Kleespiess, Bath-
on, Zimmermann, 1989, Vanninen, Husberg, Hokkanen, 1983;
Harrison, Gardner, 1991). M. flavoviride zostal opisany w 1973 roku z larw
1 poczwarek Ceutorryhynchus macula-alba Herbst 1 C. albovittatus Germar znale-
zionych w okolicach Brna; podobny izolat znaleziono nastgpnie w glebie Kiel-
-Kitzeburg i Wageningen(Gams, Rozsypal, 1973). Pézniecj podawany byl
migdzy innymi z Francp (M archal, 1977), Filipn(Rombach 1wsp., 1986)
iz Tasmanii (Yip, Roth, Koen, 1992), Jeieli byl izolowany z gleby, wiedy
w poréwnaniu do M. anisopliae pojawia si¢ sporadycznie. Badania nasze wykazaly,
ze M. flavoviride ma nizsze wymagania cieplne mz M. anisopliae. Optymalna
lemperatura wzrostu 1 zarodnikowania M. flavoviride wynosita 25°C, a M. aniso-
pliae optymalne warunki dla wzrostu znajduje w temp. 27,5°C (Migetkiewski
1 wsp., 1993). Z tego poréwnania wynika, ze temperatura nie jest czynmkiem limi-
lujgcym wystgpowanie lego galunku w glebach naszego klimaitu.

W komposcie stwierdzono 3 gatunki grzybdw owadobdjczych: Beauveria bas-
siana, M. anisopliae i P. fumosoroseus; wszysikic wystgpily w temperaturze 20°C,
a w temp. 28°C tylko M. anisopliae. Gatunkiem nie notowanym w humusie, a Ktory
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w komposcie pojawil si¢ obficie jest B. bassiana; byl on rzadko notowany w glebie
ornej okolic Siedlec (Mig¢tkiewski iwsp., 1991a,1991b.,; Migtkiewski,
Tkaczuk, Z asada, 1991-92), natomiast dominowat w Scidlce lasu sosnowego
(Migtkiewski iwsp., 1991b). Liczne wystgpowanie tego gatunku w kompos-
cie moze byC zwigzane z obfito$cig znajdowanych tam roztoczy i skoczogonkdw,
co moze migdzy innymi thumaczy¢ tak liczng obecno$¢ tego grzyba w tym podiozu.

W temperaturze 28°C z grzybéw owadobdjczych, ktdre uprzednio notowane
byly w temp. 20°C, wystapit tylko M., anisopliae 1 byl on jedynym przedstawicielem
tej grupy grzybow. Fakt ten potwierdza wezesniejsze spostrzezenia(Mi1gtkie w-
ski, Tkaczuk, Badowska-Czubik, 1992), ze temperatura jest jednym
z zasadniczych czynnikéw wplywajacych na sklad gamnkowy grzybdw izolowanych
z gleby za pomoca owadow putapkowych.,

Z grupy warunkowych patogenéw owaddéw, wychwytywanych z badanych
podlozy na larwy owadow pulapkowych, nalezy wymuemc: A, flavus, C, descructans,
M. hiemalis i P. carneus. Gatunki te, w przeciwieristwie do pasozytéw wzglednych
lakich jak B. bassiana, M. anisopliae, M. flavoviride czy P. fumorososeus, wystg-
pujacych w badanych podtozach, nie powodowaty mumifikacji larw E. kiihniella.
Aspergillus flavus wystapil zdecydowanie liczniej w temp. 28°C mz w temp. 20°C.
Wylozone do humusu larwy E. kiihnella me byly opanowane przez ten grzyb; pod-
czas badania gleby 13 metoda nigdy nie wystapil on w temp. 20°C (MigtLkie w-
ski, Tkaczuk, Badowska-Czubik, 1992, Mi¢tkiewski 1wsp,
1991 a; Migtkiewski iwsp, 1991 b).

Sussman (1951) stwierdzil do§wiadczalnie, ze A. flavus zdolny jest
zainfekowac gasienice Platysamia cecropia L. W Indiach grzyb ten jest nolowany
doS¢ czesto na larwach wielu gatunkéw owadow w warunkach polowych (Joshi,
Agarval, 1987, Sathiama, Saraswathy, 1990, Rajagopal, Tri-
vedi, 1989). Cylindrocarpon descructans notowany by na larwach majacych kon-
takt ze wszystkimi badanymi podlozami. Wyglad gasienic opanowanych przez ten
grzyb wskazywal, Zze zaliczy¢é go naleizy do pasozytéw warunkowych. Przepro-
wadzona préba infekceji larw E. kiihniella w sterylnej glebie zainokulowane)
zarodnikami tego grzyba potwierdzila jego wlaSciwosci jako pasozyla warunkowego
owad6éw, poniewaz martwe larwy nie byly zmumifikowane, chociaz izolowano
z nich C. destructans. Autor monografii dotyczacej tego rodzaju, Bo o th (1966),
uwaza go za czgsto wystgpujacy w glebie albo towarzyszacy podziemnym czeSciom
ro§lin. Gatunek ten jest jednym z najwazniejszych grzybow ograniczajgcych
populacje¢ Heterodera schachtii Schmidt w Anglii (Crump, Kerry, 1987)
i Holandii(Heijbrock, 1983).

Kolejnym gatunkiem zaliczanym do pasoiyléw warunkowych jest Mucor
hiemalis. Byl izolowany przez Bataz e g o (1976) z martwych, lecz nie zmumi-
fikowanych owaddow, migdzy innymi z gasienic Carpocapsa pomonella z wielu
stanowisk w Polsce. W literaturze istniejg doniesienia, ze niektore gatunkl z tego ro-
dzaju, migdzy innymi M. hiemalis, moga infekowac i zabija¢ owady (Steinhaus,
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1949, Miller-Kdogler, 1965; Aoki, Kunikaltsu, 1984). Infekcji ulegaja
najczg¢scie) osobniki ostabione lub zranione,

Ostaini z grupy pasozyiéw warunkowych, P. carneus, wyizolowany byl przez
nas tylko z osadu. Préba infekcji larw E. kiihniella przez wylozenie ich do sterylnej
gleby zainokulowane) zarodnikami tego grzyba dala podobne wyniki jak w przypad-
ku C. destructans. S ams on (1974) podaje, Zze gatunek ten jest pospolity w glebie.
Notowany byl tez z muchéwek Limburgii.

Podsumowujac moizna stwierdzié, ze spoSréd badanych podlozy humus
charakleryzowal si¢. najbardziej zblizonym skladem gatunkowym grzybdw, jaki
notowany byl w glebie przy zastosowaniu tej samej metody. Zdecydowanie inne
gatunki grzybow stwierdzono w osadzie. W podlozu tym nie wystapil Zaden gatunek
grzyba z grupy pasozyléw wzglednych owadbw. Z pasozytéw warunkowych w pod-
tozu tym wystgpil P. carneus, ktory nie byl izolowany dotychczas z gleby przy
zaslosowaniu tej metody. W osadzie ze Sciekow miejskich nalezy odnotowaé duze
nasilenie A. flavus, ktéry nie wystgpowal tak licznie ani w glebie, ani w zadnym
z badanych podlozy. Wskazane bylyby dalsze badania nad tym grzybem w aspekcie
jego oddzialywania na rosliny, co datoby odpowiedz, czy podioie to jest wskazane
jako nawoéz organiczny.
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SUMMARY

Four entomopathogenic fungi (Conidiobolus major, Metarhizium anisopliae, M. flavoviride and
Faecilomyces fumosoroseus) were isolated from humus on E. kiihniella larvae. This spectrum of entomo-
pathogenic fungal species in humus is similar to the one found in arable soils. P. fumorosoreus and Beauveria
bassiana dominated in municipal waste compost. The latter fungus was not obserwed in humus. None of the
entomopathogenic fungi were isolated from sewage sludge. In this matenal, the dominant fungus was Aspergil-
lus flavus, which belongs 1o a group of fungi of unproved entomopathogenic abilities. Among fungi of un-
proved entomopathogenic abilities Cylindrocarpon destructans and Paecilomyces carneus were also isolated.
This last fungus was detected only in combination when larvae had contact with sewage treatment plant sludge
at 28°C. E. kiihniella larvae placed into sterilized soil that was inoculated with P. carneus or C. destructans. were
infected by these fungi but the bodies of colonized insects were not mumified as typically occurrs in ento-
mopathogenic fungi.
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