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I. WSTEP

Badania nad rola owadéw w rozprzestrzenianiu zarodnikow grzybéw wymagaja
opracowania prostych, niedrogich i szybkich analiz mikologicznych. Obecnos¢ zarod-
nikow grzybow na powierzchni ciata owadéw mozna stwierdzi¢, wykorzystujac mikro-
skop optyczny (Jankovsky i wsp. 2003) lub izolujac zarodniki grzybow z powierzchni
ciata r6znych gatunkéw (Dillard i wsp. 1998). Metody te, co prawda, pozwalaja okresli¢
zbiorowiska grzybow na powierzchni ciala, jednak znaczna pracochtonno$é¢ oraz koszty
realizacji uniemozliwiaja stosowanie ich na wigksza skalg. Ponadto oznaczanie zarod-
nikow nawet na podstawie fotografii skaningowej moze by¢ obarczone wysokim bte-
dem.

Wybdr odpowiedniej pozywki uzalezniony jest od rodzaju przeprowadzonego do-
$wiadczenia, badanego materiatu oraz gatunku rosliny z jakiej zostal pozyskany. Pro-
blem z wyborem pozywek, w badaniu grzybow fitopatogenicznych przenoszonych
przez chowacze, wynika z liczby gatunkéw grzybow oraz nierdownomiernego ich wzro-
stu. Dlatego wazny jest wybor takiego podioza, ktore pozwoli na najlepsze okreslenie
sktadu gatunkowego grzybow wystepujacych na ciele chowaczy todygowych. Identyfi-
kacji stopnia transmisji czynnikdw chorobotworczych przez owady od dawna poswig-
cano najwigcej uwagi, gtownie w badaniach nad wykorzystaniem ich w ochronie biolo-
gicznej (Yamoah 2007) oraz podczas badan nad gatunkami grzyboéw entomopatoge-
nicznych (Malinowski 2009).

Celem przeprowadzonych badan bylo opracowanie metody pozwalajacej na prosta
iniedroga analiz¢ mikologiczna, umozliwiajaca identyfikacj¢ gatunkéw waznych
w uprawie rzepaku, przenoszonych przez chowacze todygowe Ceutorhynchus pallidac-
tylus Marsh. i C. napi GylL
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II. MATERIAL I METODY

Izolacja zarodnikow grzybow, z powierzchni ciala chrzaszczy, wiaze si¢ z pozyska-
niem materiatu do analiz mikologicznych. W okresie nalotu chrzaszczy oraz ich zeru
uzupehiajacego (kwiecien) pobierano proby trzykrotnie z uprawy rzepaku ozimego
nicobjetego zabiegami ochrony. Odtowione osobniki umieszczano w sterylnych pro-
béwkach Eppendorf, ktore natychmiast schtadzano.

Po przewiezieniu do laboratorium, probowki Eppendorf z chrzaszczami uzupetniano
sterylng woda do objetosei 1,5 cm’, a nastgpnie wytrzasano na termomikserze. Uzyska-
ny w ten sposob materiat przenoszono do szklanych probowek i uzupetniano sterylng
woda do objetosci 10 cm® i ponownie mieszano. Przygotowana zawiesing dozowano
mikropipeta, w iloéci po 1,5 cm’® na zestalona pozywke na ptytkach Petriego.

W analizie porownawczej wykorzystano cztery pozywki:

— PDA (Potato Dextrose Agar LAB — AGAR, BIOCORP) zakwaszona 12 ml w 1 litrze

50% kwasu cytrynowego (standard);

— PDA wzbogacong streptomycyna (0,015 g w 1 litrze);
— Martina (r6z bengalski i chloramfenikol, Rose Bengal LAB — AGAR, BIOCORP);
— maltozowa (Malt Extract LAB, AGAR, agar na brzeczce, BIOCORP).

Po dziesigciu dniach inkubacji w temperaturze 26°C, liczono kolonie grzybow
strzgpkowych, kolonie drozdzoidalne oraz bakterie. Pojawiajace si¢ kolonie grzybow
sukcesywnie odszczepiano na skosy agarowe, w celu uzyskania czystych kultur, ktore
nastepnie identyfikowano do gatunku wedhug dostepnych kluczy.

Uzyskane wyniki po opracowaniu statystycznym (ANOVA; post-hoc test Tukeya)
pozwolity na wybor pozywki najlepiej nadajacej si¢ do analizowania sktadu gatunko-
wego grzybow, zasiedlajacych ciato chrzaszczy chowaczy todygowych, pozyskanych
z uprawy rzepaku ozimego.

ITI. WYNIKI I DYSKUSJA

Z powierzchni ciata chowaczy todygowych wyizolowano 24 gatunki grzybow, Ab-
sidia spp., Alternaria spp., Chaetomium spp., Chloridium spp., Mortierella spp., Peni-
cillium spp., kolonie drozdzoidalne oraz bakterie (rys. 3-5).

Catkowita liczba kolonii uzyskanych na czterech testowanych pozywkach wynosita
3561 izolatow, przy czym potowe stanowily kolonie drozdzoidalne oraz bakterie. Naj-
liczniej reprezentowane byly grzyby plesniowe z rodzaju Cladosporium, Alternaria
oraz Penicillium, chociaz jak podaje Macura (2008) najlepszymi podtozami dla rozwoju
plesni sa pozywki Sabourauda oraz Czapek-Doxa, na ktoérych grzyby plesniowe bardzo
dobrze wytwarzaja owocniki.

Gatunki mogace by¢ patogenami w uprawie rzepaku, takie jak: Alternaria alternata,
Phoma lingam, Sclerotinia sclerotiorum, Verticillium lecanii stanowity 17,3% ogoétu
uzyskanych kolonii. Udziat tych gatunkow, jak sugeruje Ruszkiewicz-Michalska (2006)
uwarunkowana jest, oddziatywaniem réznorodnych czynnikow ekologicznych: abio-
tycznych i biotycznych oraz zréznicowaniem genetycznym populacji roslin i grzybow,
konkurencja, stosunkami antagonistycznymi i oddzialywaniami synergistycznymi mig-
dzy gatunkami pasozytniczymi, saprotroficznymi i endofitycznymi zasiedlajacymi ten
sam substrat.
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Na pozywce maltozowej uzyskano najwigkszy procentowy udzial wyizolowanych
mikroorganizmow (32%), natomiast na PDA wzbogacone] streptomycyna stanowity
one 14% ogohu wyizolowanych kolonii.

Najwigkszy procentowy udzial grzybow (65%) oraz najnizszy udziat kolonii bakte-
ryjnych (19%) uzyskano na pozywce PDA ze streptomycyna. Na pozostatych badanych
pozywkach grzyby stanowily potowe wszystkich wyosobnionych mikroorganizmow

(rys. 1).
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Rys. 1. Udziat poszczegolnych grup mikroorganizméw wyizolowanych na badanych pozywkach [%]
Fig. 1. Contribution of microorganism groups isolated on different culture media [%]

Blazej i Tekiela (2002) zaobserwowaly natomiast wigksza ilos¢ kolonii grzybowych
na zakwaszanej pozywce glukozowo-ziemniaczanej w porownaniu do pozywki nieza-
kwaszanej. Na tych ostatnich bakterie pokrywaly od 5 do 80% powierzchni szalek.

Pozywka maltozowa, w porownaniu do $redniej z pozywek standardowych, wykaza-
a selektywno$¢ dla nastepujacych gatunkow grzybow: Arthrinium state of Apiospora
montagnei, Aspergillus foetidus, Aspergillus fumigatus, Penicillium lanoso-coeruleum,
Penicillium notatum, Penicillium vermiculatum, Mortierella spp., Mucor hiemalis. Na-
tomiast gatunki patogeniczne dla rzepaku ozimego, takie jak: Alternaria spp., P. lin-
gam, S. sclerotiorum 1 V. lecanii byty izolowane sporadycznie (rys. 2).

Pozywka Martina najwigksza selektywno§é wykazywata dla grzyboéw z rodzaju
Chaetomium. Liczebno$¢ Epicoccum nigrum Kksztaltowata si¢ na poziomie $redniej
z pozywek standardu. Pozostale gatunki grzybow: Alternaria spp., Botrytis cinerea,
P. lingam, S. sclerotiorum i V. lecanii byly izolowane mniej licznie (rys. 3). Pozywka
Martina wykorzystywana moze by¢ rowniez jako podtoze uzyskania szerokiego spek-
trum mikroorganizméw (Bryk i wsp. 2009).

Na pozywce PDA z dodatkiem streptomycyny uzyskano najmniejsza liczbg kolonii
mikroorganizmow, przy jednoczesnym najwyzszym procentowym udziale grzybow.
Sposrod wszystkich badanych pozywek, na podlozu tym, kolonie grzyba S. sclerotio-
rum byly hodowane najliczniej (rys. 4).

Pozywka PDA ze streptomycyna wzbogacona dodatkowo pentachloronitrobenze-
nem stosowana byla rowniez przez Ben-Yephet i Bitton (1985), co pozwolito na zaha-
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mowanie rozwoju rodzajow Mucor spp. i Rhizopus spp., bez wplywu na kietkowanie
askospor S. sclerotiorum oraz produkcje przetrwalnikow.
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Rys. 2. Struktura ilosciowa grzyboéw uzyskana na pozywce maltozowej [%]
Fig. 2. The quantitative fungi structure obtained on maltose nutrient medium [%]
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Rys. 3. Struktura ilo$ciowa grzybow uzyskana na pozywce Martina
Fig. 3. The quantitative fungi structure obtained on Martin nutrient medium

Podczas przeprowadzonych analiz wyodrebniono trzy gatunki, w przypadku ktorych
zaobserwowano istotny wptyw rodzaju podtoza na ich rozwoj. Ponadto liczebnos¢ Cla-
dosporium herbarum, uzyskanych z powierzchni chowaczy todygowych, na podiozu
PDA ze streptomycyna, byta nizsza w poréwnaniu do pozostatych.

Na pozywce PDA z dodatkiem streptomycyny odnotowano istotnie najnizsza staty-
stycznie réznice dotyczaca liczebnosci kolonii drozdzoidalnych, sposréd wszystkich
grup homogenicznych. W przypadku pozostatych trzech pozywek, liczebnos$¢ kolonii byta
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zblizona i wyraznie wyzsza. Rowniez kolonie bakteryjne byly najmniej licznie izolowane
na pozywce PDA z dodatkiem streptomycyny, natomiast najwigksza liczebnos$¢ tych
kolonii uzyskano na pozywce Martina (rys. 5). Roznica ta byla istotna statystycznie.
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Rys. 4. Struktura ilosciowa grzyboéw uzyskana na pozywce PDA ze streptomycyna
Fig. 4. The quantitative fungi structure obtained on PDA with streptomycin nutrient medium

W celu wyizolowania okreslonych gatunkow mikroorganizméw w mykologii stosu-
je si¢ rozne metody zwigkszania selektywno$ci stosowanych podtozy hodowlanych.
Znajac wrazliwosc 1 biologi¢ gatunkow, mozna zastosowaé inhibitory wzrostu niepoza-
danych mikroorganizméw lub dodatek stymulatorow wzrostu do podlozy. Podczas
proby uzyskania okreslonych gatunkéw grzybow istnieje mozliwo$¢ stosowania w pod-
tozach dodatku fungicydéw. Ben-Yephet i Bitton (1985) w badaniu nad rozprzestrze-
nianiem askospor S. sclerotiorum w celu ograniczenia liczby kolonii na eksponowanych
podtozach, stosowali pozywki wzbogacone pentachloronitrobenzenem (PCNB), ktory
wykazuje toksyczno$¢ dla S. sclerotiorum oraz innych gatunkow wystepujacych
w siedlisku. Natomiast Steadman i wsp. (1994) w celu uzyskania podtoza potselektyw-
nego, oprocz PCNB stosowali dodatkowo streptomycyng oraz biekit bromofenolowy.
Wezesniej selektywnos¢ tych sktadnikow wykorzystali Kritzman i Netzer (1978) dla
Botrytis spp. W przypadku analizowania sktadu mikroflory ciata owadow, dobor podto-
Za ma niezmiernie istotne znaczenie. Zastosowanie substancji hamujacej lub ogranicza-
jacej wzrost kolonii, moze spowodowac zawgzenie spektrum gatunkowego badanych
mikroorganizméw. Proponowana pozywka umozliwia badanie roli chowaczy (Ceutor-
hynchus sp.) nie tylko jako wektoréw choréb rzepaku, lecz réwniez jako potencjalnego
czynnika umozliwiajacego zwalczanie chwastow. Na kontynencie poétnocnoamerykan-
skim prowadzone sa badania nad biologicznym zwalczaniem ostrozenia polnego (Cir-
sum arvense) przez Ceutorhynchus litura F. 1 galaséwka Urophora cardui Meigen
(Bond i wsp. 2004).
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Rys. 5. Standaryzowany wskaznik liczebnos$ci kolonii drozdzoidalnych (a.) i bakteryjnych (b.)

uzyskanych na testowanych pozywkach (poréwnawczo do PDA zakwaszonego)

Fig. 5. The standardized coefficient of the number yeast and bacterial colony obtained on tested
nutrient media (compare to acidic PDA)

1.

IV. WNIOSKI

Tempo wzrostu oraz struktura ilo§ciowa kolonii grzybow, organizmow drozdzoidal-
nych oraz bakteryjnych wykazywata zréznicowanie w zaleznos$ci od zastosowanego

podtoza.

Pozywka PDA ze streptomycyng istotnie statystycznie najsilniej ograniczata rozwdj
kolonii drozdzoidalnych oraz bakteryjnych.
Najwyzszy procentowy udziatl gatunkéw fitopatogenicznych grzybow zasiedlaja-
cych powierzchnig ciata chowaczy todygowych (C. pallidactylus oraz C. napi) uzy-
skano na pozywce PDA ze streptomycyna.
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MAGDALENA PODRALSKA, ZDZISEAW KLUKOWSKI, EWA MOSZCZYNSKA

USEFULNESS OF CULTURE MEDIA TO THE DETECTION THE FUNGI
OCCURRING ON THE STEM WEEVILS BODY (CEUTORHYNCHUS
PALLIDACTYLUS & C. NAPI) INFESTING OILSEED RAPE PLANTS

SUMMARY

The aim of study was to compare four nutrient media from usefulness point of view for fur-
ther analysis of fungi inhabiting stem weevils body. Yeast and bacterial organisms were amount
a half of all colonies. Essential differences between media concern quantity of microorganisms
species. The largest proportional part of fungi was reached on nutrient medium PDA with strep-
tomycin. Species characterized as a pathogenic to oilseed rape plants, accounted for 17.3% of all
colonies. Also on PDA with streptomycin, Sclerotinia sclerotorium was isolated in the greatest
colony number.

Key words: stem weevils, PDA with streptomycin, Sclerotinia sp., Ceutorhynchus palidactylus,
Ceutorhynchus napi
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