STRESZCZENIE

Wplyw grzybéw entomopatogennych na kleszcze jako wektory patogenéw w wybranych
typach siedliskowych lasu na terenie Dolnego Slaska

Dagmara Dyczko

Kleszeze (Ixodida) sg waznymi pasozytami zewng¢trznymi i wektorami patogendw,
ktére wywotuja choroby u ludzi i zwierzat. W Europie Ixodes ricinus jest najliczniejszym
i najbardziej rozpowszechnionym gatunkiem kleszcza oraz wektorem patogendéw o znaczeniu
medycznym i weterynaryjnym. Naturalnym siedliskiem wystgpowania kleszczy L ricinus sa
lasy, ktore zapewniajg odpowiedni mikroklimat oraz s dogodnym siedliskiem do poszukiwa-
nia zywicieli, w tym zywicieli rezerwuarowych bedacych zrédtem patogenéw choréb odklesz-
czowych. W ostatnich dziesigcioleciach rozmieszczenie I ricinus znacznie si¢ rozszerzylo
z powodu szeregu czynnikow, wsrdd ktorych za najwazniejsze uwaza si¢ zmiany w pokryciu
i uzytkowaniu gruntéw oraz gospodarke lesna. Do oceny przestrzennego rozmieszczenia wy-
stepowania kleszczy i szacowania ryzyka chor6b przenoszonych przez kleszcze coraz czescie]
wykorzystuje si¢ mapy pokrycia terenu, jednak w dalszym ciggu brakuje kompleksowych opra-
cowan dotyczacych wykorzystania dostgpnych map w szacowaniu ryzyka odkleszczowego.
Pomimo obaw zwiazanych ze zwigkszong liczebnoscig kleszczy 1 rozpowszechnieniem pato-
gendéw przenoszonych przez kleszcze, niewiele badan oceniato wplyw grzyboéw entomopato-
gennych na liczebnos¢ kleszezy w srodowisku i potencjalnej mozliwosci wykorzystania tych
mikroorganizméw w biokontroli. Potrzeba poszukiwania alternatywnych metod kontroli popu-
lacji kleszczy wynika z duzej czestosci wystepowania opornosci kleszczy, glownie na che-

miczne $rodki roztoczobojcze i ich konsekwencji ekologicznych.

Celem badan byla ocena srodowiskowych uwarunkowan wyst¢powania kleszczy ze
szczegodlnym uwzglednieniem kleszczy pospolitych I ricinus jako wektorow Borrelia spp. oraz
Rickettsia spp. na obszarach wybranych typow siedliskowych lasow oraz okreslenie ich wraz-
liwosci na glebowe izolaty grzybéw entomopatogennych pozyskanych z miejsc zbioru klesz-
czy. Wykorzystana mapa pokrycia terenu dostepna w Banku Danych o Lasach oraz zastosowa-
nie technik GIS, pozwolily na wytypowanie 9 stanowisk badawczych obejmujgcych trzy typy
siedliskowe lasu: las mieszany $wiezy, bér mieszany $wiezy 1 bor $wiezy. Badania terenowe
prowadzone od kwietnia do czerwca 2018 1 2019 roku standardowa metoda flagowania umoz-

liwity odtowienie ponad 2000 kleszczy (10,1/100 m?), w tym 95,3% Fxodes ricinus (9,6/100



m?), 2,1% Dermacentor reticulatus (0,2/100 m?) i 2,6% Haemaphysalis concinna (0,3/100 m?).
Wsréd zebranych I. ricinus byto 28,1% larw (2,7/100 m?), 60,3% nimf (5,8/100 m?), 6,1% sa-
mic (0,6/100 m?) i 5,5% samcow (0,5/100m?). Zastosowany model GLMM (ang. Generalized
linear mixed model) pozwolil na wykazanie istotnego wpltywu laséw mieszanych $wiezych
1 boréw mieszanych §wiezych na zageszczenie kleszczy I ricinus. Dodatkowo zaobserwowano
istotny wplyw temperatury i wilgotnosci wzglednej powietrza na liczebnos$¢ kleszczy. Metoda
nested PCR w kierunku detekcji genu fla pozwolita na wykrycie infekcji Borrelia spp. u 16,8%
I ricinus w tym 13,6% u nimf, 31,7% u samic i 21,7% u samcow. Metoda RFLP wykazata
wystepowanie pieciu gatunkdéw, w tym czterech nalezacych do kompleksu B. burgdorferi s.l.:
B. afzelii (30,1%), B. garinii (38,6%), B. valaisiana (2,4%) i B. lusitaniae (18,1%). Ponadto
wykryto B. miyamotoi (9,6%), gatunek nalezacy do bakterii wywolujgcych goragczke powrotna
oraz koinfekcj¢ B. miyamotoi/B.lusitaniae (1,2%). Metoda nested PCR w kierunku detekcji
genu gltA pozwolila na wykrycie infekcji Rickettsia spp. u 42,3% I ricinus w tym 39,8%
u nimf, 56,6% u samic i 43,3% u samcoéw. Sekwencjonowanie losowo wybranych prob po-
twierdzito dominujaca obecnos$¢ R. helvetica (91%) oraz radszg obecno$¢ R. monacensis (9%).
Koinfekcj¢ dwoma patogenami, tj. Borrelia spp. i Rickettsia spp. zaobserwowano u 6,9% prze-
badanych kleszczy. Wykazano zréznicowane zakazenie nimf /. ricinus w badanych typach sie-
dliskowych lasu wskazujgc na istotny pozytywny wplyw boréw mieszanych §wiezych na cze-

sto$¢ wystepowania infekcji Borrelia spp., natomiast w przypadku Rickettsia spp. na istotny

pozytywny wplyw boréw swiezych.

Sposrod 72 préb gleby pobranych ze stanowisk wystepowania kleszczy wyizolowano
53 szczepy nalezace do rodzajow: Metarhizium, Beauveria i Isaria. Najwigce] izolatow grzy-
bow entomopatogennych i najwigksza réznorodnosé uzyskano z terendéw lasdéw mieszanych
$wiezych (35 szczepow). Do biotestéw z wykorzystaniem wilasnych szczepow grzybéw ento-
mopatogennych wykorzystano 6 izolatéw s$rodowiskowych, w tym 4 szczepy z rodzaju
Metarhizium oraz 2 szczepy z rodzaju Beauveria. Testowane wobec Kleszczy I ricinus izolaty
grzybow entomopatogennych charakteryzowaly si¢ zréznicowang bojczoscig wzgledem po-
szczegblnych stadiow rozwojowych. Najbardziej wrazliwym stadium rozwojowym podatnym
na dzialanie zawiesin konidialnych okazaly si¢ samice osiagajac od 36,6% do 96,6% $miertel-
nosci. Samice byly bardziej wrazliwe dla wigkszosci testowanych szczepéw grzybéw entomo-
patogennych. Najbardziej skutecznymi izolatami okazaty sie szczepy M. anisopliae [3.4(2) oraz
6.4(6)], dla ktorych wartosci LCso i LTso wahaty si¢ odpowiednio od 10° do 10 cfu/mliod 9,1



do 14,9 dni oraz od 10° do 108 cfu/mli od 7,4 do 15,6 dni, co $wiadczy o ich wysokim potencjale
bdjczym.

Wyniki uzyskanych badan wskazuja na przydatnos¢ zastosowania szczegétowych map
pokrycia terenu do oszacowania potencjalnego ryzyka wystepowania choréb odkleszczowych
w danym typie siedliskowym lasu oraz wskazuja na potencjalng mozliwo$¢ wykorzystania lo-
kalnych srodowiskowych szczepéw grzybéw entomopatogennych w zwalczaniu populaciji

I ricinus jako przyjaznych strategii zwalczania kleszczy w $rodowisku.

U P a0z



ABSTRACT

The influence of entomopathogenic fungi on ticks as vectors of pathogens in selected

forest habitat types in Lower Silesia

Dagmara Dyczko

Ticks (Ixodida) are important ectoparasites and vectors of pathogens that cause diseases
in humans and animals. In Europe, Ixodes ricinus is the most numerous and widespread tick
species and a vector of pathogens of medical and veterinary importance. The natural habitat of
I ricinus ticks are forests that provide an appropriate microclimate and are a convenient habitat
for searching for hosts, including reservoir hosts that are the source of pathogens of tick-borne
diseases. In recent decades, the distribution of I ricinus has expanded considerably due to
a number of factors, among which changes in land cover, land use, and forest management are
considered to be the most important. Land cover maps are increasingly used to assess the spatial
distribution of ticks and to estimate the risk of tick-borne diseases, but there are still no com-
prehensive studies on the use of available maps in estimating tick-borne risk. Despite the con-
cerns with increased number of tick and the prevalence of tick-borne pathogens, relatively few
studies have evaluated the impact of entomopathogenic fungi on tick numbers in the environ-
ment and the potential for using these microorganisms in biocontrol. The need to search for
alternative methods of tick population control is the results of high tick resistance, mainly to

chemical acaricides, and their ecological consequences.

The aim of the study was to assess the environmental conditions of the occurrence of
ticks, with particular emphasis on common ticks Z ricinus as vectors of Borrelia spp. and Rick-
ettsia spp. in selected types of forest habitats, and to determine their sensitivity to soil isolates
of entomopathogenic fungi obtained from tick collection sites. The land cover map used, avail-
able in the Forest Data Bank, and the use of GIS techniques allowed for the selection of 9
research sites covering three types of forest habitat types: fresh mixed broadleaf forest, fresh
mixed coniferous forest and fresh coniferous forest. Field studies conducted from April to June
2018 and 2019, using the standard flagging method, allowed to collect over 2,000 ticks
(10.1/100 m?), including 95.3% Ixodes ricinus (9.6/100 m?), 2.1% Dermacentor reticulatus
(0.2/100 m?) and 2.6% Haemaphysalis concinna (0.3/100 m?) 100 m2). Among the collected
I ricinus there were 28.1% of larvae (2.7/100 m?), 60.3% of nymphs (5.8/100 m?), 6.1% of
females (0.6/100 m?) and 5.5% of males (0.5/100m?). The applied GLMM (Generalized linear



mixed model) model allowed to demonstrate a significant impact of fresh mixed broadleaf for-
ests and fresh mixed coniferous forests on the density of I ricinus ticks. In addition, a signifi-
cant effect of air temperature and relative humidity on the number of ticks was observed.
The nested PCR method for the fla gene allowed detection of Borrelia spp. in 16.8% of I rici-
nus, including 13.6% in nymphs, 31.7% in females and 21.7% in males. The RFLP method
showed the presence of five species, including four belonging to the B. burgdorferi s.l.
complex: B. afzelii (30.1%), B. garinii (38.6%), B. valaisiana (2.4%) and B. lusitaniae (18.1%).
In addition, B. miyamotoi (9.6%) bacteria causing relapsing fever was detected, and
B. miyamotoi/B. lusitaniae co-infections (1.2%). The nested PCR method for the gltA gene
allowed the detection of 42.3% Rickettsia spp. in I ricinus, including 39.8% in nymphs, 56.6%
in females, and 43.3% in males. Sequencing of randomly selected samples confirmed the dom-
inant presence of R. helvetica (91%) and the lesser presence of R. monacensis (9%). Co-infec-
tions with two pathogens, i.e. Borrelia spp. and Ricketisia spp., was observed in 6.9% of the
tested ticks. Differentiated infection of I ricinus nymphs in the examined forest habitat types
was demonstrated, indicating a significant positive effect of fresh mixed coniferous forests on
the incidence of Borrelia spp. infections, and in the case of Rickettsia spp. on a significant

positive effect of fresh coniferous forests.

Out of 72 soil samples collected from tick collection sites, 53 strains belonging to gen-
era: Metarhizium, Beauveria and Isaria were isolated. The largest number of isolates of ento-
mopathogenic fungi and the greatest diversity were obtained from fresh mixed broadleaf forests
(35 strains). For biotests using own strains of entomopathogenic fungi, 6 environmental isolates
were used, including 4 strains of the genus Metarhizium and 2 strains of the genus Beauveria.
The isolates of entomopathogenic fungi tested against I ricinus ticks were characterized by
differentiated lethality in relation to individual developmental stages. The most sensitive stage
of development susceptible to the action of conidial suspensions turned out to be females, reach-
ing from 36.6% to 96.6% mortality. Females were more sensitive to most tested strains of en-
tomopathogenic fungi. The most effective isolates were M. anmisopliae strains [3.4(2) and
6.4(6)], for which the LCso and LTso values ranged from 10° to 10° cfu/ml and from 9.1 to 14.9
days and from 10° to 10% cfu/ml and from 7.4 to 15.6 days.

The results of the obtained studies indicate the usefulness of the use of detailed land
cover maps to estimate the potential risk of tick-borne diseases in a given type of forest habitat

and indicate the potential possibility of using local environmental strains of entomopathogenic



fungi in combating the population of I ricinus as friendly strategies for combating ticks in the

environment.
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