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Bioinsekticider- Insektspatogena svampar i biologisk bekdmpning mot skadeinsekter i
koksvixtodling

Karolina Asman, Institutionen for Entomologi, 750 07 Uppsala, SLU

Sammanfattning: En kombination av laboratorie, vdxthus och faltstudier anvindes for att
hitta bioinsekticider att anvdnda som biologisk kontroll mot bladldss 1 sallat. Svampisolat
insamlade bl.a. i Danmark och kommersiella preparat BotaniGaard, aktiv org. Beauveria
bassiana, PreFeral, Paecilomyces fumosoroseus, Mycotal, Lecanicillium muscarium och
Vertalec, L. longisporum ingick i studien. Aspekter pé vird specificitet, utvecklingsstadium
hos vérddjuret och patogenicitet i relation till insektspatogena svampar frén olika slékten, vid
olika temperaturer studerades. Dessutom studerades interaktionen mellan B. bassiana
(BotaniGaard) och en parasitstekel. Alla preparaten var patogena mot sallatsbladlus
Nasonovia ribisnigri, persikbladlus Myzus persicae och Macrosiphum euphorbiae, men de
vuxna vingade bladlossen var mer mottagliga och dog i hogre utstrackning &n nymferna.
Forutom Mycotal fungerade alla bioinsekticiderna, bra vid 25°C men vid 10°C orsakade
Vertalec en hogre dodlighet. BotaniGaard, Vertalec och en av Lecanicillium sp stammarna
frdn den forsta studien valdes dérefter ut for att testas i faltforsok avseende deras effekt pa
bladldss i isbergssallat. 14 dagar efter applicering hade alla tre bioinsekticiderna reducerat
bladluspopulationen i jamforelse med den obehandlade kontrollen. P& bladprover insamlade i
sallatsfaltet hittades levande svampsporer i upp till 14 dagar efter applicering. Bladldss som
placerades péd de kontaminerade bladen blev infekterade med respektive svamp. Den
insektspatogena svampen B. bassiana (BotaniGaard ES) verkade inte ha ndgon negativ
inverkan pa parasitsteklarnas avkomma i vaxthusforsoket, men om BotaniGaard eller ndgot av
de andra isolaten ska anvéndas i storre skala behover effekten pa andra naturliga fiender i
sallats falt utvirderas.

Bakgrund och syfte

De stora problem som anvéndning av pesticider har medfort t.ex. resistens, miljopaverkan,
hédlsorisker har lett till ett 6kat intresse och ett behov av att utveckla nya alternativa metoder
for kontroll av skadeinsekter. De flesta gronsakskulturer karakteriseras av en hog kosmetisk
standard och angrepp av sugande insekter som bladloss dr for ndrvarande svara att bekdmpa
pa grund av utvecklad resistens mot pesticider. Bladloss i frilandsodlad sallat &r ett stort
problem i sddra Sverige dir 90 % av den svenska isbergssallaten odlas. Ett komplex av flera
olika arter angriper sallat men Sallatsbladlusen Nasonovia ribisnigri ér den allvarligaste
skadegdraren eftersom den foredrar de yngsta bladen och dérfor snabbt koloniserar de inre
delarna av sallatshuvudet. I en tidigare studie gjordes inventeringar i sallatsfalt for att
identifiera ndr det dr storst risk for kolonisering och vilka bladlusarter som ar vanligast i
frilandsodlad sallat 1 Sverige.

Inventeringarna gjordes under tva sdsonger (2002 och 2003) fran april till
oktober. For att finga upp inflygande bladloss placerades gula skilar med vatten och lite sapa
ut i fdlten. De bladlusarter som hittades i stérre méngd i de gula vattenfillorna eller pa grodan
var Sallatsbladlusen N. ribisnigri, persikbladlusen M. persicae och M. euphorbiae (svenskt
namn saknas). Sallatsbladlusen var den dominerande arten i falten speciellt under den senare
delen av sidsongen (Asman, 2006a).

I grodor med korta kulturtider dr det dessutom extra svért att anvidnda pesticider
eftersom de kemiska restsubstanserna maste vara ett minimum vid skorde-tillféllet. En
mojlighet kan vara att anvinda sig av parasitsteklar (Abrahamsson, 2006) och predatorer men
den korta kulturtiden i sallat gor det svart att etablera och att helt forlita sig pa dessa macro
organismer.
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Biologisk kontroll med insektspatogener, svamp, bakterier och virus har stor potential och
ligger 1 forskningsfronten i1 forskningsprojekt i flera delar av vérlden. Appliceringstekniken &r
likartad som for insekticider och kan dérfor relativt 1dtt inkorporeras i bekdmpningsprogram.
Om dessutom insektspatogenen ifrdga dr mindre farlig mot andra naturliga fiender dn kemiska
pesticider, kan kontroll effekten optimeras. Bladloss dter genom att sticka hél pa
vixtvdvnaden och suga upp véaxtsaft direkt ifrén floemet. Floemet innehaller inga
mikroorganismer som kan orsaka sjukdomar hos insekten och dirfor har endast patogener
med formagan att penetrera insektens kutikula potential som en mikrobiell kontroll faktor hos
en sugande insekt. Bland de olika insektspatogena grupperna ar det endast svamp som har
denna mojlighet (Inglis, et al. 2001).

Svampsjukdomar hos insekter dr mycket vanligt forekommande och dr ofta orsak
till stora decimeringar av insektspopulationer. I allménhet kan man inte forlita sig pa att de
naturligt forekommande svamparna ska riacka till for att halla en skadedjurspopulation pa en
acceptabel niva. En lyckad biologisk bekdmpning med insektspatogena svampar kraver darfor
direkt applicering av svampen och/eller att man gynnar naturligt forekommande insektspatogena
svampar med olika kulturella &tgérder. Majoriteten av insektspatogena svampar med kontroll
potential tillhor klassen Hyfomyceter eller ordningen Entomophtorales. Néstan alla arter som har
registrerats kommersiellt tillhor gruppen hyphomyceter. Svampar inom klassen hyphomyceter
betraktade som bladlus patogener dr Metarhizium anisopliae, Beauveria bassiana, Paecilomyces
fumosoroseus, P. farinosus och Verticillium lecanii (Hajek, 1997).

I Sverige finns tva preparat registrerade for anviandning i vixthus, BotaniGard och
PreFeRal med Beauveria bassiana och Paecilomyces fumosoroseus som aktiva organismer. Den
enda hyphomycet som vanligtvis hittas pa bladloss ar V. lecanii. Den har utvecklats till
bioinsekticiderna Mycotal (Lecanicillium muscarium) och Vertalec (aktiv organism L.
longisporum, Koppert) som framforallt har anvénts 1 vaxthus. Verticillium sléktet har pa senare
tid klassificerats om och kallas numera for Lecanicillum (Gams, and Zare, 2001). Tidigare
studier 1 laboratorie och vaxthus har visat att de tre arterna M. euphorbiae, M. persicae och N.
ribisnigri dr mottagliga for Vertalec men dodligheten var storst hos N. ribisnigri (Fournier and
Brodeur, 2000; Asman 2006a). I en tidigare studie jimfordes Bioinsekticiden Vertalec som
orsakade en dodlighet pd 67+6 % (sallatsbladlusen) respektive 63+4 % (M. euphorbiae) med 12
svamp isolat frin fyra olika sldkten huvudsakligen insamlade i Danmark (Beauveria bassiana,
Metarhizium anisopliae, Paecilomyses farinoseus, P. fumosoroseus och Lecanicillium sp.).
Bland de 12 isolaten som testades i laboratoriet visade sig tre stycken Lecanicillium stammar
(KVL98-056, KVL98-067 and KVL98-034) mer lovande att anvinda som bioinsekticider &dn
Vertalec (orsakade en dodlighet pa dver 90 % hos bade N. ribisnigri och M. euphorbiae) (Asman
2006a). Aven om Vertalec orsakade en hog dodlighet bland bladldssen i laboratorie studien var
effekterna 1 félt inte lika uttalade. Vid applicering i falt kunde ingen signifikant reduktion pa
bladluspopulationen pavisas. Daremot fick man i ett av de tva faltférsoken en hogre mortalitet
bland bladlus nymferna dir Vertalec applicerats (Asman, 2006a). Resultatet kan bero p4 manga
olika faktorer och ett problem med Vertalec &r att tiden fran applicering tills bladldssen borjar do
ar ganska lang. Anvéndning av en mer virulent stam skulle dérfor vara av hogsta intresse.

Insektspatogena svampar kraver hog fuktighet for att sporulera, gro och infektera.
Darfor har det varit svart att anvinda dem som bioinsekticider pa friland, men Prommer and
Mendgen (1992) fann att man genom att tillféra substanser som polysackarider och
phospholipider till bioinsekticiden kunde &dstadkomma kontroll av kalbladlus pé frilandsodlad
kal. Fordndring av miljoforhéllanden, som extra bevattning, for att gynna naturligt
forekommande insektspatogena svampar och ocksa kommersiella bioinsekticider, dr en annan
mojlig metod. Eftersom de flesta sallatsodlare har bevattning tillgdngligt skulle detta vara en
mojlig strategi for att gynna en biologisk kontroll med insektspatogena svampar. Olika arter och
stammar av insektspatogena svampar kan ha olika temperaturoptima (Yeo et al., 2002).
Temperatur dr en faktor som man inte kan paverka i félt och ar darfor extra viktigt att studera vid
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utvirdering av en bioinsekticid som ska anvéndas 1 filt. I ett system dér olika bladlus arter
koloniserar grodan dr det ocksa viktigt att studera om de olika insektspatogena svamparna ar mer
eller mindre virulenta med avseende pa bladlusart och utvecklingsstadium och om effekten som
pavisas i laboratorie studier ockséd kan pavisas i félt forsok.

Metoder
En kombination av laboratorie, viaxthus och faltstudier anvéndes for att hitta bioinsekticider
att anvdnda som biologisk kontroll mot bladldss i sallat. Svampisolat insamlade framst i
Danmark, fran flera olika sldkten (B. bassiana, Lecanicillium sp, M. anisopliae och P.
fumosoroseus) och kommersiella preparat BotaniGaard, aktiv org. B. bassiana, PreFeral P.
fumosoroseus, Mycotal L. muscarium och Vertalec L. longisporum ingick i studien. Aspekter
pa vard specificitet, utvecklingsstadium hos varddjuret och patogenicitet i relation till
insektspatogena svampar frén olika slidkten, vid olika temperaturer studerades 1 laboratorie
och vixthus forsok. Dessutom studerade Malin Abrahamsson 1 ett examens arbete vid inst. for
entomologi, interaktionen mellan en av de insektspatogena svamparna B. bassiana
(BotaniGaard) och en parasitstekel (Abrahamsson, 2006). De mest virulenta bioinsekticiderna,
svamp isolaten valdes dérefter ut for att testas i faltforsok avseende deras effekt pa bladloss i
isbergssallat.

Tidigare i projektet (2002, 2003) deltog jag i flera sallatsmdten arrangerade av
GRO och berittade om mitt projekt. Sommaren 2002, 2003 och 2004 lades faltforsoken ut pa
gérdar 1 skine och pa sa sitt uppréttholls en nédra kontakt med odlingen. Tyvirr var
koloniseringen av bladldss sé lag i félten att forsoken fick avbrytas sommaren 2004. Pa grund
av detta lades huvudforsoket sommaren 2005 ut i Uppsala och plantorna infekterades med
bladldss fran en viaxthusodling. Ett faltforsok for att jamfora appliceringsteknik planerades
ocksa att utforas pa en gérd i skine 1 samarbete med lantbruksteknik, Alnarp, men dven om
bladloss forekom sa etablerade de sig aldrig 1 faltet.

1) Patogenicitet studie:I en laboratorie studie utviarderades hur mottagliga de tre bladlusarterna
N. ribisnigri, M. persicae and M. euphorbiae ér for fyra kommersiella preparat baserade pa
insektspatogena svampar (BotaniGard, PreFeRal, Mycotal och Vertalec). Insekterna
exponerades for fyra olika koncentrationer 1 x107, 1 x10 ®1 x10°, and 1 x10 *konidier/ml av
de olika preparaten. 10-15 bladldss i sista nymfstadiet eller ovingade vuxna doppades i
konidie 16sningen i 5 sekunder. Darefter fick bladlossen torka lite innan de placerades pé ett
sallatsblad i en petriskal av glas. Antal doda rdknades och plockades bort varje dag i en vecka.
Kontrollen bestod av insekter doppade i enbart vatten men med samma procentandel
vitningsmedel som anvindes 1 konidieldsningarna.

2) Effekt av utvecklingsstadium pé patogenicitet av svamp mot M euphorbiae och N.
ribisnigri: 1 ett vaxthusforsok studerades effekten av de fyra kommersiella preparaten pa tva

av bladlusarterna Macrosiphum euphorbiae och Nasonovia ribisnigri och pa tvéd av dess
utvecklingsstadium en dag gamla vingade bladloss och andra-tredje nymfstadiet. Bladldssen
sprayades med de doser som rekommenderas av tillverkaren (Vertalec 2g/1, PreFeral 1g/1,
BotaniGaard 1,25 g/l and Mycotal 1g/1). Dérefter placerades bladldssen i smé “clipburar” som
sattes fast pd ett blad pa en sallatsplanta. Antal doda bladloss ridknades och plockades bort
varannan dag i nio dagar. De doda bladlossen placerades fuktigt och eventuell
svampsporulering kontrollerades tva dagar senare.

3) Temperatur studie: I klimatkammare studerades effekten av temperatur pd de fyra
kommersiella preparaten och en av Lecanicillium sp. stammarna (KVL 98056) fran den
tidigare studien (Asman 2006a). For att skapa ett spann av medel temperaturer for
faltforhallanden 1 Sverige fran april till oktober valdes tre temperaturer 10, 16, och 25°C. Bade
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in vitro koloni tillvixt av svampen pa agar och in vivo patogenicitet pa tva av bladlusarterna
N. ribisnigri och M. euphorbiae studerades.

Kolonitillvéxt (in vitro) av insektspatogen svamp pd agar platta: En 10 ul stor

droppe av svampisolatet (koncentration av 1x10° konidier/ml) placerades i mitten av en platta
med, potatis dextros agar. Dérefter forslots plattorna med parafilm och placerades morkt 1
separata klimatskdp vid fyra olika temperaturer (10 16 20 25°C). Radien pa varje svampisolat
mittes efter 25 dagar.
Patogenicitet (in vivo) av svamp mot M euphorbiae och N. ribisnigri: Losningar av fem olika
svampisolat applicerades pad M euphorbiae and N. ribisnigri. Antal doda bladloss riknades en
ging varje dag hos bladloss inkuberade i 16 respektive 25°C och en ging varannan dag bland
bladlossen inkuberade i 10°C. Bladlssen fick nya fréscha sallatsblad varannan dag. Forsoket
avslutades efter 15 dagar.

4) Utvérdering av bioinsecticidanv. i félt (BotaniGaard ES, Vertalec och Lecanicillium sp.:
Sommaren 2005 lades ett faltforsok ut 1 Uppsala. Vertalec, BotaniGaard ES och en av de
lovande Lecanicillium sp. (KVL98-067) stammarna fran den tidigare studien (Asman, 2006a)
valdes ut att testas 1 faltforsoket mot bladloss pa isbergssallat. For att etablera en
bladluspopulation i félt infekterades sallaten med N. ribisnigri (frdn en bladluskoloni i
véixthus). Faltforsoket bestod av fyra olika behandlingar med fyra upprepningar.

1) Obehandlad kontroll

2) Applicering BotaniGaard ES, dos 2.5 ml/l, (rek.av tillverkaren)

3) Applicering av Vertalec, dos 2g/1 (2% 10 ¢ blastosporer/ml), (rek.av tillverkaren) och

4) Applicering av Lecanicillium sp. stam KVL98-067, koncentration 2*10° konidier/ ml
(samma koncentration som den rek.for Vertalec).

De insektspatogena svamparna applicerades 1 fdlt med en ryggspruta och behandlingen
upprepades fyra ganger med tre dagars mellanrum. For att utvérdera effekten av de
insektspatogena svamparna pa bladlossen samlades, 20-30 sallats plantor in 4, 7 och 14 dagar
efter att den fOrsta appliceringen av bioinsekticiderna gjorts. Dessutom lades ett litet
kompletterande forsok ut, for att utvirdera om svampsporerna kunde 6verleva pa bladen och
fortsétta att infektera bladloss fram till skord. I detta forsok applicerades de insektspatogena
svamparna endast vid ett enda tillfélle. Viabilitet hos svamp konidierna och deras forméga att
infektera bladloss (M. persicae) studerades vid vissa tidsintervaller upp till 14 dagar efter
applicering i filt.

Resultat
1-3) Laboratorie och véxthusstudier
Alla de kommersiella preparaten, Vertalec, BotaniGaard, Mycotal och PreFeRal var patogena
mot alla tre arterna bladldss, sallatsbladlus, persikbladlus och M. euphorbiae men de vuxna
vingade bladldssen var mer mottagliga for de insektspatogena svamparna och dog darfor i
hogre utstrickning dn nymferna.

Vid den ldgsta temperaturen pd 10°C var kolonitillvdxten pa agar platta sémst for
BotaniGaard medan tillvixten vid 20 och 25°C tillhorde den storsta. Den stam som hade den
bésta tillvixten vid alla fyra temperaturerna var Lecanicillium sp. stammen KVL98056. Den
proportionella dodligheten (antal doda/totala antalet bladldss) hos bladlossen 6kade med
okande temperatur. Alla bioinsekticiderna skilde sig frén dodligheten 6ver tiden i den
obehandlade kontrollen utom hos N. ribisnigri infekterade med PreFeRal vid den lagsta
temperaturen pa 10°C och Mycotal vid de tvd hogre temperaturerna pa 16 och 25°C. Vid 10°C
orsakade Vertalec den hogsta dodlighet dver tiden hos N. ribisnigri och Vertalec tillsammans
med PreFeRal och Lecanicillium sp. KVL 98056 hos M. euphorbiae. Bortsett fran Mycotal
verkade alla de 6vriga bioinsekticiderna fungera bra vid hoga temperaturer, men vid 25°C var
dodligheten 6ver tiden hogst hos M. euphorbiae infekterade med BotaniGaard, PreFeRal eller
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KVL 98056 och hos N. ribisnigri var den hogst hos bladloss infekterade med PreFeRal eller
KVL 98056.

4) Utviirdering i filt: Aven om titheten av bladldss var 1ag i filt, 14 dagar efter applicering
hade alla tre bioinsekticiderna Vertalec, BotaniGaard ES och Lecanicillium sp. stammen
KVL98067 reducerat den totala bladluspopulationen i jimforelse med den obehandlade
kontrollen. Fran bladprover insamlade i sallatsféltet hittades levande svampsporer i upp till 14
dagar efter applicering. Bladlss som placerades pa de kontaminerade bladen blev infekterade
med respektive svamp. I ett vixthusforsok dir bladlossen infekterades med B. bassiana
(BotaniGaard ES) samma dag eller en till fyra dagar innan de exponerades for parasitsteklar
hade inte svampen nagon negativ effekt pa klackningsgraden hos parasitstekelns avkomma
(Abrahamsson 2006).

Diskussion och Slutsatser

Bade i1 vixthus och i laboratorieférsoken visade sig B. bassiana, (BotaniGaard ES) vara en
lovande bladluspatogen, och den fungerade dven bra i félt, men det var dven fallet med de tva
Lecanicillium arterna, Lecanicillium longisporum, (Vertalec) och stammen Lecanicillium sp.
KVL98-067. Resultat frin temperaturstudierna tyder dock pé att B. bassiana har lite hogre
temperatur optimum dn Lecanicillium stammarna. Darfor kanske Vertalec ar att
rekommendera tidigt och sent pa sdsongen medan BotaniGaard fungerar bist under den
varmaste delen av véixtsdsongen. Den insektspatogena svampen B. bassiana (BotaniGaard ES)
verkade inte ha ndgon negativ inverkan pa parasitsteklarnas avkomma i véxthusforsoket.
Déaremot blev den kombinerade mortaliteten dvs. orsakade av svamp och parasitstekel hogre
nér bladlossen infekterades med B. bassiana innan de exponerades for parasitekeln dn den
biologiska kontrollen nér de applicerades var for sig (Abrahamsson, 2006). Men om
BotaniGaard ES eller ndgot av de andra isolaten ska anvéndas 1 storre skala behover effekten
pa andra naturliga fiender 1 sallats félt utvarderas. Men risken for de naturliga fienderna vid
anviandning av insektspatogena svampar maste séttas 1 proportion till den pesticid anvindning
som de naturliga fienderna utsitts for i dagens produktion av sallat. Aven om infektionsrisken
minskade dver tiden frén appliceringstillféllet, visade denna studie att direkt applicering av
svamp sporer/konidier pd insektskroppen inte dr nddvindigt for infektion. Eftersom
bladlossen blev infekterade genom kontaminerade blad. Detta &r en stor fordel i ett system dér
den dominerande arten foredrar de inre delarna av sallatshuvudet. En tillimpning med tanke
pa att svampen kan 6verleva och infektera bladldss under flera dagar ar darfor att applicera
bioinsekticiden tidigt i kulturen och pé sé sitt forebygga etablering av nyanldnda vingade
bladldss 1 sallaten.
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