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Wptyw temperatury na wzrost akaropatogenicznych grzybow
z rodzaju Hirsutella

The effect of temperature on the growth of acaropathogenic fungi
from Hirsutella genus

Cezary Tkaczuk™®, Anna Majchrowska-Safaryan®®*, Tomasz Krzyczkowski!, Marta Wrzosek?*¢

Streszczenie

Celem pracy byto okreslenie wptywu temperatury na wzrost czterech gatunkéw grzybéw akaropatogenicznych z rodzaju Hirsutella (wy-
izolowanych z roztoczy) hodowanych w warunkach in vitro na dwdch podtozach Sabourauda (SDA) i Czapek-Dox. W warunkach laborato-
ryjnych zbadano wptyw siedmiu zakreséw temperatury (5-35°C). Obserwacje wzrostu kolonii prowadzono co 5 dni az do 25 dnia mierzac
Srednice kolonii w mm. Obliczono tempo wzrostu testowanych izolatéw w mm na dzien. Przeprowadzone badania wykazaty, ze optimum
termiczne wiekszosci testowanych izolatow grzybow z rodzaju Hirsutella zawierato sie miedzy 20°C a 25°C, przy czym poszczegdlne war-
tosci byty zréznicowane w zaleznosci od rodzaju pozywki, na ktdrej rozwijato sie inokulum. Gatunkiem grzyba, ktéry charakteryzowat sie
najwiekszym zakresem temperaturowym wzrostu kolonii byt grzyb Hirsutella thompsonii var. synnematosa. Byt to jedyny sposrdod bada-
nych szczepdw grzybow akaropatogenicznych, ktéry rozwijat sie na obydwu typach podtozy hodowlanych, réwniez w temperaturze 35°C.
Najszybsze tempo wzrostu badanych izolatéw grzybow akaropatogenicznych odnotowano przy temperaturze 25°C. Kultury badanych
gatunkow grzybow wieksze rozmiary osiggaty na pozywce SDA niz na pozywce Czapek-Dox.

Stowa kluczowe: grzyby akaropatogeniczne, Hirsutella spp., temperatura, tempo wzrostu, podtoze hodowlane

Abstract

The aim of the study was to determine the effect of temperature on the growth of four species of acaropathogenic fungi of the genus Hir-
sutella (isolated from mites) grown in vitro on Sabouraud (SDA) and Czapek-Dox media. The effects of seven temperature ranges (5-35°C)
were tested under laboratory conditions. Observations of colony growth were carried out every 5 days until day 25 by measuring the
diameter of the colonies in mm. The growth rate of the test isolates was calculated in mm per day. The conducted studies showed that
the thermal optimum of most of the tested isolates of acaropathogenic fungi of the genus Hirsutella was between 20°C and 25°C, with
individual values varying depending on the type of medium on which the inoculum was developed. The fungus species with the highest
temperature range of colony growth was Hirsutella thompsonii var. synnematosa. It was the only acaropathogenic fungus strain tested
that developed on both types of culture medium, also at 35°C. The fastest growth rate of the tested isolates of acaropathogenic fungi was
at 25°C. The cultures of the tested species of fungi reached larger sizes on the SDA medium rather than on Czapek-Dox medium.
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Wstep / Introduction

Grzyby patogeniczne wzglgdem roztoczy stanowig stosun-
kowo nieliczng grupe (okoto 50 gatunkow) w poréwnaniu
z ponad tysigcem gatunkéw znanych z patogenicznosci
wzgledem owadéw (Van der Geest i wsp. 2000; Batazy
i wsp. 2008). W sprzyjajacych warunkach termiczno-wil-
gotnosciowych grzyby te intensywnie zarodnikuja na cie-
le martwego roztocza, stwarzajac tym samym warunki do
rozprzestrzeniania si¢ mykozy w populacji gospodarza
(Tkaczuk i wsp. 2004; Batazy i wsp. 2008). Najczestszymi
patogenami wystepujacymi w zbiorowiskach roztoczy ze-
rujacych na roslinach i w drewnie zasiedlonym przez owa-
dy sa gatunki grzyboéw z rodzaju Hirsutella. Dotychczas
w roznych siedliskach w Europie rozpoznano 13 gatun-
kéw tych grzybow (Batazy i wsp. 2008), ale tylko gatunki
H. kirchneri, H. necatrix 1 H. thompsonii (W tym jego od-
miana synnematosa) moga by¢ traktowane jako skuteczne
oligofagiczne patogeny fitofagicznych roztoczy, cho¢ ich
potencjalne zasiggi zywicielskie wydaja si¢ obejmowac tyl-
ko wybrane roztocze z rodzin Eriophyoidea i Tarsonemidae,
a niekiedy takze Tetranychidae (Lipa 1971; Minter i wsp.
1983; Mietkiewski 1 wsp. 2000, 2003; Batazy i wsp. 2008).

Nalezace do rodziny Ophiocordycipitaceae grzyby
z rodzaju Hirsutella stanowig bardzo szczeg6lng grupe pato-
gendéw owadow i roztoczy, ktdre od innych entomopatoge-
nicznych grzybow, takich jak Beauveria czy Metarhizium,
odrdzniajg si¢ wolniejszym tempem wzrostu, zmniejszong
sporulacja, specyficznosciag w stosunku do zywiciela oraz
zarodnikami pokrytymi gruba warstwa $luzu (Qu i wsp.
2014, 2017). Migtkiewski i wsp. (2003) stwierdzili, ze pa-
togeniczne grzyby z rodzaju Hirsutella towarzysza prak-
tycznie wszystkim populacjom szpecieli wystepujacych na
trawach w ciagu catego roku, z kulminacja w miesigcach
pdznoletnich i jesiennych. Najwyzsza $miertelno$¢ powo-
dowaty gatunki H. kirchneri i H. thompsonii, a H. necatrix
i H. gregis byly zwykle komponentami towarzyszacymi.

Zdolnos¢ do infekowania zdrowych osobnikéw w popu-
lacji gospodarza jest jednym z kluczowych elementéw w cy-
klu zyciowym patogenu w znaczacym stopniu uzaleznionym
od czynnikow abiotycznych. Temperatura jest czynnikiem
warunkujacym relacje grzyb akaropatogeniczny—gospodarz
i w duzej mierze decydujacym o sukcesie zwalczania szkod-
nikow roslin (Fraguez i Luz 2000), a wymagania termiczne
czesto zroznicowane sg nawet w obrebie jednego gatunku
(Devi i wsp. 2005; Alexandre i wsp. 2006). Badania nad ter-
micznymi wymaganiami grzybow entomopatogenicznych
wigza si¢ glownie z okresleniem minimalnej i maksymalne;j
temperatury, w jakiej patogen jest w stanie funkcjonowaé
(Polar i wsp. 2005; Ibarra-Cortes$ i wsp. 2013).

Grzyby entomo- i akaropatogeniczne wydaja si¢ by¢
najbardziej obiecujaca grupg patogenow, ktore moga byé
wykorzystane w biologicznym zwalczaniu szkodliwych
owaddw i roztoczy. W wielu przypadkach istnieje jednak

konieczno$¢ doboru szczepu o szerokim spektrum tolerancji
temperaturowej (Chandler i wsp. 2001; Yeo i wsp. 2003;
Piatkowski i Krzyzewska 2007; Sapna i wsp. 2015; Christos
iwsp. 2017). Informacja taka jest szczegdlnie cenna z punk-
tu widzenia potencjalnej produkcji biopreparatow opartych
na grzybach entomopatogenicznych na skal¢ komercyjna,
pozwalajac zweryfikowa¢ warunki termiczne konieczne do
utrzymania ich wysokiej patogenicznosci.

Celem pracy bylo okreslenie wplywu temperatury na
wzrost wybranych gatunkow grzybow akaropatogenicznych
z rodzaju Hirsutella hodowanych w warunkach in vitro na
dwoch podtozach Sabourauda (SDA) i Czapek Solution
Agar (Czapek-Dox).

Materialy i metody / Materials and methods

W warunkach laboratoryjnych zbadano wptyw temperatury
na wzrost kolonii czterech wybranych gatunkow (5 szcze-
poéw) grzybow akaropatogenicznych z rodzaju Hirsutella
wyizolowanych z roztoczy. Charakterystyke izolatow grzy-
bow przedstawiono w tabeli 1. Grzyby izolowane z rozto-
czy oznaczono makroskopowo za pomocg kluczy (Hodge
1998), co zostato potwierdzone przez badania molekularne.
Do identyfikacji wybrano marker ITS, ktory zostat zapropo-
nowany jako uniwersalny marker kodu DNA dla grzybow
(Schoch i wsp. 2012).

Identyfikacj¢ molekularng izolatow przeprowadzono
w laboratorium mykologicznym Centrum Nauk Biologicz-
no-Chemicznych Uniwersytetu Warszawskeigo z wyko-
rzystaniem materiatlow eksploatacyjnych firm Qiagen oraz
Blirt (zestawy do izolacji DNA, zestaw do przeprowadzania
reakcji PCR, zestaw do czyszczenia po reakcji). Reakcje
PCR przeprowadzono wedlug schematu zamieszczonego
w pracy Kovac i wsp. (2020). Przy reakcji sekwencjonowa-
nia metoda Sangera wykorzystano pojedyncze startery ITS2,
ITS3, ITS4 i ITS5 oraz zestaw BigDye Terminator Cycle
Sequencing Ready Reaction Kit (Applied Biosystems) za-
wierajacy wyznakowane fluorescencyjnie trifosforany dide-
oksynukleotydow (ddNTP), trifosforany deoksynukleoty-
dow (dNTP), polimeraz¢ Taq FS oraz bufor. Czyszczenie
produktu po sekwencjonowaniu przeprowadzono metoda
saczenia molekularnego na kolumienkach z wykorzysta-
niem Sephadex G-50, a odczyt wyniku powierzono firmie
Genomed (Warszawa). Uzyskane sekwencje zostaty porow-
nane poprzez algorytm BlastN 2.2.2 (Altschul i wsp. 1997)
z sekwencjami obecnymi w bazach danych NCBI.

W przeprowadzonym do§wiadczeniu zostaly uzyte dwa
podtoza hodowlane: podtoze Sabourauda (SDA) o skladzie
enzymatycznym: hydrolizat kazeiny — 5,0 g, enzymatycz-
ny hydrolizat tkanek zwierzecych — 5,0 g, glukoza — 40 g,
agar — 15,0 g, wyprodukowane przez bioMérieux oraz pod-
loze Czapek Solution Agar (Czapek-Dox) w sktad ktorego
wchodzi: sacharoza — 30,0 g, azotan sodu — 2,0 g, wodoro-
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Tabela 1. Charakterystyka izolatow grzybow akaropatogenicznych wykorzystanych w do§wiadczeniu
Table 1. Characteristics of acaropathogenic fungal isolates used in the experiment

Gatunek grzyba
Fungal species

Gatunek roztocza
Host mite species

Roélina zywicielska
Host plant

Hirsutella thompsonii
var. synnematosa

podskornik gruszowy
Eriophyes piri (Pgst.)

grusza pospolita
Pyrus communis L.

Hirsutella thompsonii przedziorek chmielowiec malina
P Tetranychus urticae Koch. Rubus idaeus L.
nieoznaczony gatunek roztocza
drapieznego z rodziny Phytoseiidae malina

Hirsutella nodulosa

unspecified species of predatory mite
of the Phytoseiidae family

Rubus ideaeus L.

. . . jezyna
Hirsutella vandergeesti Amblyseius angulatus Karg Rubus sp.
przebarwiacz malinowy malina

Hirsutella gregis

Phyllocoptes gracilis

Rubus ideaeus L.

fosforan potasu — 1,0 g, siarczan magnezu — 0,5 g, chlorek
potasu — 0,5 g, siarczan zelaza I1 — 0,01 g, agar — 15 g, wy-
produkowane przez Becton Dickinson. Podloza te byty ste-
rylizowane przy uzyciu autoklawu parowo-ci§nieniowego
w temperaturze 121°C przy ci$nieniu 1 atmosfery. Podtoza
zostaly przeniesione na sterylne plastikowe szalki Petriego
o $rednicy 90 mm.

Przed zalozeniem doswiadczenia wybrane izolaty grzy-
bow hodowano na podtozu SDA w temperaturze 21°C =+ 1°C.
Fragment grzybni z 10-dniowych kultur pobierano za po-
moc3 ezy i inokulowano nim centralnie podtoze state SDA
oraz Czapek-Dox. Szalki z wyszczepionymi izolatami
umieszczono w inkubatorach, bez dostepu §wiatla, w 7 za-
kresach temperatury: 5, 10, 15, 20, 25, 30 1 35°C. Obserwa-
cje wzrostu kolonii prowadzono co 5 dni az do 25 dnia mie-
rzagc $rednice kolonii w mm. Doswiadczenie dla kazdego
wariantu temperatury wykonano w pigciu powtdrzeniach.
Obliczono tempo wzrostu kolonii testowanych izolatéw
w mm na dzien.

Uzyskane wyniki opracowano statystycznie z wykorzy-
staniem program Statistica 13.3 TIBCO Software Inc. Prze-
prowadzono jednoczynnikowa analiz¢ wariancji (ANOVA)
(temperatura, rodzaj podtoza hodowlanego) i post-hoc test
Tukeya. Wyliczone $rednie polaczono w jednorodne grupy
na poziomie istotnosci a < 0,05.

Wyniki i dyskusja / Results and discussion

Optimum termiczne wigkszosci testowanych izolatow grzy-
boéw akaropatogenicznych z rodzaju Hirsutella zawierato
si¢ migdzy 20°C a 25°C, przy czym poszczeg6dlne wartosci
byly zréznicowane w zaleznos$ci od rodzaju pozywki, na
ktorym rozwijato si¢ inokulum.

Analizujac wzrost kolonii szczepu grzyba H. thompsonii
var. synnematosa wyizolowanego z podskornia gruszowego

stwierdzono, ze na pozywce Sabourauda (SDA) przebiegat
on we wszystkich zakresach temperatur z wyjatkiem 5°C
(tab. 2, 3). Kolonie testowanego gatunku grzyba osiagaty
najmniejsze rozmiary w temperaturze 10°C, natomiast opti-
mum temperaturowe wynosito 30°C. Kolonie te osiggaty
woweczas $rednice 47 mm w 25 dniu hodowli. Byt to jedy-
ny sposrdd badanych szczepow grzybow akaropatogenicz-
nych, ktory rozwijat si¢ na obydwu typach podtozy hodow-
lanych, rowniez w temperaturze 35°C. Uzyskane wyniki
badan wtasnych koresponduja z wynikami Edgington i wsp.
(2008), ktorzy zaobserwowali iz wzrost szczepoéw grzyba
H. thompsonii wyizolowanych ze szpeciela bgdacego szkod-
nikiem palm kokosowych Aceria guerreronis, najszybciej
zachodzit w temperaturze 30°C. Stwierdzili oni réwniez, ze
wzrost testowanych izolatéw byt intensywniejszy w tem-
peraturze 35°C niz w przedziale temperatur 20-25°C. Na-
tomiast badania polowe prowadzone przez Demite i Feres
(2008) wykazaty, iz optimum temperaturowe infekcji szpe-
ciela Calacarus heveae przez H. thompsonii ksztaltuje si¢
w przedziale 22,6-25,1°C. Wartosci te pokrywaja si¢ z opti-
mum termicznym dla wzrostu kolonii tego patogenu wyizo-
lowanego z przedziorka chmielowca Tetranychus urticae
Koch. uzyskanym w toku badan wtasnych.

W przypadku pozywki Czapek-Dox, wzrostu kolonii
nie zaobserwowano w temperaturach 5°C i 10°C. Kultury
H. thompsonii var. synnematosa osiggaly najmniejsze roz-
miary w temperaturze 15°C — $rednio 3,3 mm, zas najwigk-
sze w temperaturze 25°C — $rednio 13 mm $rednicy. Naj-
szybsze tempo wzrostu badanego izolatu grzyba wyrazone
w mm/dzien na pozywce SDA oznaczono w przedziale tem-
peraturowym 25-30°C, i wynosito ono 2 mm/dzien. Znacz-
nie nizsze, ksztaltujace si¢ na poziomie 0,5 mm/dzien przy
temperaturze 20-25°C tempo dziennego wzrostu izolatu
H. thompsonii var. synnematosa, stwierdzono w przypad-
ku zastosowania podtoza Czapek-Dox (rys. 1). Jak donosza
Chandrapatya i Dilokkunanant (1989), grzyb H. thompsonii
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Tabela 2. Rozmiary $rednicy kolonii [mm] grzybow akaropatogenicznych rozwijajacych si¢ w roznych zakresach temperatur w 25 dniu

hodowli na podtozu Sabourauda (SDA)

Table 2. Colony diameter sizes [mm] of acaropathogenic fungi developing in different temperature ranges on the 25th day of culture on

Sabouraud’s substrate (SDA)

Temperatura hodowli — Breeding temperature
Gatunek [oC]
Species
5 10 15 20 25 30 35

Hirsutella thompsoni BW* 45a 13b 6 ab 30¢ 474 12.8b
var. synnematosa
Hirsutella thompsonii BW 47 a 8,2a 24,5b 26,8 b 53a BW
Hirsutella nodulosa BW 52a 9 ab 21,3 b 20,5b 11,8 ab BW
Hirsutella vandergeesti 2.8a 6,5b 113 ¢ 14,5 ¢ 19¢ 15,8 ¢ BW
Hirsutella gregis BW 4a 9.8b 23,5¢ 19,7 ¢ 132D BW

*BW — brak wzrostu — no growth; a — istotno$¢ na poziomie a < 0,05 — significance at the level a < 0.05

Tabela 3. Rozmiary $rednicy kolonii [mm] grzybow akaropatogenicznych rozwijajacych si¢ w réznych zakresach temperatur w 25 dniu

hodowli na podtozu Czapek-Dox

Table 3. Colony diameter sizes [mm] of acaropathogenic fungi developing in different temperature ranges on the 25th day of culture on

Czapka’s substrate

Temperatura hodowli — Breeding temperature
Gatunek [oc]
Species
5 10 15 20 25 30 35

Hirsutella thompsonii BW* BW 33a 123d 134 10c 6b
var. synnematosa
Hirsutella thompsonii BW BW 3a 6b 52b BW BW
Hirsutella nodulosa BW BW 92b 10,7b 11,7b 6,3 a BW
Hirsutella vandergeesti 3a 53a 8,3 ab 10,2 b 12b 7,5 ab BW
Hirsutella gregis BW BW 42 a 7,5b 8b 5,8a BW

*BW — brak wzrostu — no growth; a — istotno$¢ na poziomie o < 0,05 — significance at the level a < 0.05

var. synnematosa moze by¢ z powodzeniem hodowany na
réznych podlozach, ale najbardziej przydatne jest podto-
ze SDA, a nastgpnie pozywka maltozowa i ziemniaczana
(PDA). Wedlug wspomnianych autoréw optymalna tempe-
ratura dla rozwoju grzyba to 27°C (zakres 26-32°C).

Wzrost kolonii izolatu grzyba H. thompsonii, pozyska-
nego z przedziorka chmielowca, na pozywce SDA przebie-
gal we wszystkich zakresach temperatur z wyjatkiem 5°C
i 35°C (tab. 2, 3). Kultury tego patogenu osiagnely naj-
mniejsza $rednice w temperaturze 10°C — §rednio 4,7 mm,
natomiast optimum temperaturowe wynosito 25°C, $redni-
ca kultur w 25 dniu hodowli wyniosta srednio 26,8 mm. Na
pozywce Czapek-Dox wzrost grzyba przebiegal w trzech
zakresach temperaturowych 15°C, 20°C i 25°C. Jego ko-
lonie w 25 dniu hodowli osiggnety najmniejszg Srednice
przy 15°C ($rednio 3 mm), a najwigkszag w 20°C ($rednio
6 mm). Tempo dziennego wzrostu testowanego izolatu
grzyba H. thompsonii, niezaleznie od zastosowanego typu
podtoza bylo najintensywniejsze w przedziale temperaturo-
wym 20-25°C (rys. 2).

Kenneth i wsp. (1979) oraz McCoy (1981) stwierdzili, ze
optymalne warunki dla wzrostu, rozwoju procesu infekcyj-

nego i zarodnikowania H. thompsonii to 25-30°C. Z kolei
Gerson 1 wsp. (1979) zaobserwowali, Ze rozwoj tego grzy-
ba zachodzi znacznie wolniej w temperaturze ponizej 13°C
i powyzej 35°C. Davidson i wsp. (2003) testujac wptyw
temperatury na rozwdj kolonii 41 szczepdéw grzyboéw z ro-
dzajow Beauveria, Hirsutella (11 szczepow), Metarhizium,
Paecilomyces, Tolypocladium i Verticillium, pod katem ich
przydatnosci do biologicznego zwalczania groznego ekto-
pasozyta pszczot roztocza Varroa destructor, wykazali ze
az osiem izolatow H. thompsonii byto zdolnych do wzrostu
w temperaturze 35°C. Dla trzech izolatow H. thompsonii
optimum temperaturowe dla rozwoju wynosito powyzej
30°C 1 warto podkresli¢, ze wszystkie te szczepy zostaly
wyizolowane z zerujacego na palmach kokosowych w Afry-
ce — szpeciela Aceria (= Eriophyes) guerreonis. Autorzy po-
wyzszego opracowania potwierdzili w swoich badaniach,
ze testowany przez nich polski izolat H. thompsonii var.
synnematosa, pochodzacy podobnie jak badany w tej pra-
cy, ze szpeciela Eriophyes piri, rtowniez wykazywat wzrost
w temperaturze 35°C (Davidson i wsp. 2003). Wedlug
Samsona i wsp. (1980) H. thompsonii var. synnemato-
sa wydaje si¢ by¢ bardziej typowy dla strefy tropikalne;j,



Wptyw temperatury na wzrost ... / The effect of temperature on the growth ...

155

2,0

1,5

1,0

0,5

0,0

5°C 10°C  15°C  20°C  25°C 30°C 35°C
—+SDA

Tempo wzrostu [mm/dzien]
Growth rate [mm/day]

—=—Czapek-Dox

Rys. 1. Tempo dziennego wzrostu grzyba Hirsutella thompsonii
var. synnematosa hodowanego na dwoch podtozach w roz-
nych zakresach temperatur

Fig. 1. The daily growth rate of Hirsutella thompsonii var. syn-
nematosa fungus on two media at different temperature
ranges
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Rys. 2. Tempo dziennego wzrostu grzyba Hirsutella thompsonii
hodowanego na dwoéch podlozach w réznych zakresach
temperatur

Fig. 2. The daily growth rate of Hirsutella thompsonii fungus on
two media at different temperature ranges
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Rys. 3. Tempo dziennego wzrostu grzyba Hirsutella nodulosa ho-
dowanego na dwoch podtozach w réznych zakresach tem-
peratur

Fig. 3. The daily growth rate of Hirsutella nodulosa fungus on
two media at different temperature ranges

gloéwnie jako patogen szpecieli z rodzaju Eriophyes, z kolei
H. thompsonii var. thompsonii lepsze warunki do rozwoju
na roztoczach znajduje w klimacie subtropikalnym. Jednak-
ze prowadzone w okresie ostatnich dekad badania wykazaly,
ze grzyb ten jest rowniez powszechnym patogenem fitofa-
gicznych roztoczy, gldwnie szpecieli zerujacych na trawach

i drzewach owocowych w Europie Srodkowej, a wiec kli-
macie znacznie chtodniejszym (Minter i Brady 1980; Minter
i wsp. 1983; Migtkiewski i wsp. 2003; Batazy i wsp. 2008).
Jak donosza Migtkiewski 1 wsp. (2003) grzybowe patogeny
z rodzaju Hirsutella spotyka si¢ na martwych szpecielach
w ciggu calego roku. Kultury H. thompsonii izolowano
z okazow zbieranych w miesigcach zimowych réwniez
z traw wydobywanych spod $niegu. Wedlug Qu i wsp.
(2017), aby przystosowac si¢ do dtugotrwalego przetrwania
w mroznym $rodowisku, grzyby z rodzaju Hirsutella wy-
tworzyty unikalng powloke adaptacyjng na konidiach — sluz,
ktory funkcjonuje jako ochrona zarodnikéw i ma wazne
ekologiczne znaczeniem dla dyspersji i ewolucji tych gatun-
kow. Przeprowadzone badania wiasne wykazaty, ze wigk-
szo$¢ badanych izolatow (za wyjatkiem H. vandergeesti)
nie wykazywata wzrostu w temparaturze 5°C, ale wszystkie
rosty w temperaturze 10°C. Wedtug Migtkiewskiego i wsp.
(2000) oraz Tkaczuka i wsp. (2003) w niesprzyjajacych wa-
runkach u niektorych gatunkow Hirsutella (np. H. thompso-
nii) patogen moze przechodzi¢ stadia spoczynkowe, tworzac
w ciele roztocza wiclojadrowe zarodniki przetrwalnikowe —
chlamydospory, ktore sa bardzo czesto stadium zimujgcym.

W przypadku grzyba Hirsutella nodulosa wzrostu pato-
genu na podtozu SDA nie obserwowano w dwoch skrajnych
temperaturach 5°C i 35°C (tab. 2, 3). Kolonie w 25 dniu
hodowli, osiagnety najmniejsze rozmiary (Srednio 5,2 mm)
w 10°C, a optimum temperaturowe w tym przypadku wy-
nosito 20°C ($rednica kultur 21,3 mm). Warto zaznaczy¢, ze
w temperaturze 25°C wzrost kolonii byt jedynie nieznacz-
nie stabszy niz w 20°C, a $rednica uzyskanych kolonii byta
mniejsza $rednio tylko o 1,2 mm. Wzrost kultur H. nodulosa
na pozywce Czapek-Dox przebiegal w temperaturze 15°C,
20°C, 25°C i 30°C. Kolonie rosty najstabiej przy 30°C —
osiggatly wtedy $rednio 6,3 mm S$rednicy. Najszybszy wzrost
tego izolatu miat miejsce w 25°C, a jego kultury osiggaly
srednice 11,7 mm w ostatnim dniu hodowli. Tempo dzien-
nego wzrostu grzyba H. nodulosa w przypadku zastosowa-
nia podtoza hodowlanego SDA bylo najszybsze w zakre-
sie temperaturowym 20-25°C i wynosito 0,9 mm/dzien.
W przypadku podtoza Czapek-Dox tempo to bylo nizsze,
osiggajac maksimum na poziomie 0,5 mm/dzien, a najbar-
dziej optymalna temperaturg byto 25°C (rys. 3).

Analizujac wzrost izolatu grzyba Hirsutella vanderge-
esti stwierdzono, ze jego kolonie rozwijaly si¢ we wszyst-
kich badanych zakresach temperatur oprocz 35°C (tab. 2, 3).
Ich $rednica byta najmniejsza w temperaturze 5°C zaré6wno
w przypadku podtoza SDA, jak i podloza Czapek-Dox
(wynosita odpowiednio 2,8 mm i 3 mm). Przeprowadzone
badania wykazatly, ze nieco szybsze tempo wzrostu izolatu
grzyba obserwowano na podtozu SDA, gdzie dzienny przy-
rost kolonii ksztaltowal si¢ na poziomie 0,7 mm (rys. 4).

Wzrost kolonii grzyba Hirsutella gregis wyizolowanego
z przebarwiacza malinowego na podtozu SDA odnotowa-
no we wszystkich badanych zakresach temperatur oprocz
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Rys. 4. Tempo dziennego wzrostu grzyba Hirsutella vandergeesti
hodowanego na dwodch podtozach w réznych zakresach
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Fig. 4. The daily growth rate of Hirsutella vandergeesti fungus on
two media at different temperature ranges
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Rys. 5. Tempo dziennego wzrostu grzyba Hirsutella gregis hodo-
wanego na dwoch podtozach w réznych zakresach tempe-
ratur

Fig. 5. The daily growth rate of Hirsutella gregis fungus on two
media at different temperature ranges

5135°C (tab. 2, 3). Grzyb ten najmniejsze kolonie tworzyt
w temperaturze 10°C (4 mm $rednicy w 25 dniu hodowli),
a optimum temperaturowe wynosito 20°C. W przypadku ho-
dowli na podtozu Czapek-Dox grzyb H. gregis najwigksze
rozmiary kolonii osiggal w temperaturze 20 i 25°C. Tempo
dziennego wzrostu testowanego grzyba na pozywce SDA,
przy optimum temperaturowym na poziomie 20-25°C, bylo
3-krotnie szybsze niz na pozywce Czapek-Dox i wynosito
odpowiednio 0,9 mm i 0,3 mm na dzien (rys. 5). Sztejn-
berg i wsp. (1997) prowadzac badania nad biologia gatunku
Hirsutella kirchneri, ktory czesto obok H. gregis, infekuje
populacje szpecieli zerujacych na trawach w Polsce (Migt-
kiewski i wsp. 2003; Batazy i wsp. 2008) stwierdzili, ze
optimum temperaturowe dla wzrostu kolonii tego grzyba
wynosito 25°C, a kietkowanie zarodnikow przebiegato in-
tensywnie w zakresie temperatury od 10°C do 30°C.
Przeprowadzona analiza statystyczna wykazala, ze po-
szczegblne zakresy temperaturowe, w ktorych prowadzono
hodowlg w sposob istotny wplywaty na wielkos¢ kolonii
badanych grzybow akaropatogenicznych (tab. 2, 3). Za-
stosowane w badaniach podtoze SDA okazato si¢ istotnie
lepszym podtozem do hodowli testowanych gatunkow grzy-
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Rys. 6. Rozmiary $rednicy kolonii [mm] grzyboéw akaropatoge-
nicznych rozwijajacych si¢ w roznych zakresach tempera-
tur w 25 dniu hodowli na testowanych podtozach ($rednia
dla rodzaju podtoza)

Fig. 6. Colony diameter sizes [mm] of acaropathogenic fungi de-
veloping in various temperature ranges on the 25th day
of cultivation on the tested media (average for the type of
medium)

bow akaropatogenicznych niz podtoze Czapek-Dox i tylko
w przypadku grzyba H. vandergeesti nie stwierdzono staty-
stycznie istotnej roznicy (rys. 6).

Prowadzenie badan nad wymaganiami cieplnymi po-
szczegolnych gatunkow i izolatow grzybow patogenicz-
nych w stosunku do szkodliwych owadéw czy roztoczy,
obok aspektu poznawczego ma takze duze znaczenie prak-
tyczne, gdyz pozwala wyselekcjonowac te szczepy, ktore
charakteryzuja si¢ szerokim spektrum tolerancji jesli chodzi
o warunki termiczne, pozwalajace na zachowanie wysokiej
skuteczno$ci przy stosowaniu opartych na nich biopestycy-
dow w warunkach polowych.

Whioski / Conclusions

1. Przeprowadzone badania wykazaty, ze gatunki H. thom-
psonii, H. nodulosa i H. gregis maja zblizone optimum
termiczne wzrostu i wynosi ono 20-25°C.

2. Hirsutella thompsonii var. synnematosa 1 H. vander-
geesti wykazuja najlepszy wzrost w wyzszych tempera-
turach, tj. 25-30°C.

3. Jedynym gatunkiem wykazujacym wzrost w tempera-
turze 35°C byt H. thompsonii var. synnematosa, z kolei
w temperaturze 5°C wykazywal wzrost H. vandergeesti.

4. Najlepsze tempo wzrostu wykazano dla grzyba H. thom-
psonii var. synnematosa W optimum temperaturowym
i wynosito ono 1,85 mm na dobe. Pozostate badane ga-
tunki wykazywaty najszybsze tempo wzrostu w zakresie
0,76—1,07 mm na dobe.
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5. Przeprowadzona analiza statystyczna wykazala, ze tem- do hodowli badanych grzyboéw w poréwnaniu do pod-
peratura prowadzenia hodowli jest czynnikiem istotnie loza Czapek-Dox z wyjatkiem grzyba H. vandergeesti,
wplywajacym na wielko$¢ kolonii testowanych grzybow gdzie nie stwierdzono istotnych réznic.

akaropatogenicznych. Podloze SDA jest istotnie lepsze
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