Zmiennosc wltasciwosci nicieniobojczych w obrebie potomstwa
Pleurotus ostreatus
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-reszczenie

Boczniak ostrygowaty (Pleurotus ostreatus, Basidiomycota) oprocz swojego szerokiego
rozpowszechnienia 1 kulinarnego wykorzystania ze wzgledu na walory smakowe oraz latwos¢
uprawy, wykazuje takze wtasciwosci bojcze wzgledem nicieni. Jego mechanizm obronny skupia sie k2 —\
glownie na wydzielaniu kropli kwasu decenodiowego na malenkich wypustkach zlokalizowanych na - r
strzepkach (Fot. 1). Nicien po kontakcie z kropla toksyny zostaje sparalizowany I umiera, stanowiac .
Idealne zrodto substancji odzywczych dla boczniaka. Zdolnos¢ ta jest charakterystyczna dla grzybni A
wegetatywne] boczniaka ostrygowatego, ale zréznicowanie W wydzielaniu toksyny w obrebie N\
organizmow Mmatecznych jak I potomstwa rozni sie W niezbyt szerokim zakresie. Gtownymi cechami \\ \\ | ; .
roznicujacymi sa. wielkos¢ kropli z toksyna, ilos¢ wypustek oraz czas w jakim nicien zostaje ) Ey£ 1 h
sparalizowany. W glownej mierze jest to efekt uwarunkowan biologicznych regulujacych |
wydzielanie toksyny jak I rodzaj uzytego podtoza. Pomimo bardzo dobrej znajomosci dzialania |
mechanizmu obronnego Jak 1 wlasciwosci same] toksyny, wiasciwosci bodjcze boczniaka ' N \4
ostrygowatego nie znalazty szerszego praktycznego zastosowania, dlatego podjete badania miaty na ' ‘
celu wyselekcjonowanie najbardziej efektywnej grzybni pod katem wiasciwosci bojczych wzgledem
nicieni.

‘riai | metody

Grzybnie boczniaka ostrygowatego pozyskano ze srodowiska naturalnego z dziko rosnacych owocnikéw. Owocniki te byty zrodtem materialu matecznego, z ktorego pozyskano bazydiospory.
Pozyskane grzybnie nazwano kolejno Pol i1 Po2 (P. ostreatus 1 1 P. ostreatus 2). Hodowle grzybni byly powadzone na podiozu PDA, stanowigcym Idealne podioze do wzrostu. Szczepy
monokariotyczne skrzyzowano pomiedzy potomstwem Pol, Po2, a takze miedzy soba. Otrzymane grzybnie mateczne, monokariotyczne (potomstwo Pol | Po2), a takze organizmy skrzyzowane
miedzy sobg (Po2xPol) przeniesiono na agar wodny (AW) w celu oceny wypustek jak | samej nicieniobdjczosci. Po przeniesieniu inokulum (elcm) z PDA, na AW odczekano dwa tygodnie dla
pelnego przerosnigecia podtoza. Doswiadczenie bylo prowadzone w temperaturze 20 + 2°C. Po tym czasie oceniono witasciwosci bojcze grzybni. Na kazda z ptytek zawierajaca przerosnicte
podtoze naniesiono zawiesine nicieni (Caenorhabditis elegans). Po uptywie kolejno 1, 2, 3, 24 1 48 godzin oceniono zywotnos¢ nicieni wedhug przyjete;j skali (0-3), a takze 1los¢ wypustek. Dla
oceny tworzenia wypustek grzybnie oceniono w skali 1-3, gdzie 1 oznacza nieliczne wypustki, a 3 wysoka frekwencje wypustek w polu widzenia.

Fot. 2. Zywe nicienie Caenorhabditis
elegans

Fot. 1. Wypustki zawierajace
krople z toksyna

Do okreSlenia ruchliwo$ci wykorzystano nastepujaca skale:

0 - wickszos$¢ osobnikow (75-100%) jest nieruchoma I poro$nicta grzybnia lub w stanie rozktadu, pozostate (0-25%) sa nieruchome I nie porosnigte grzybnia; pojedyncze ruchliwe osobniki;

1 - wickszos¢ osobnikéw (75-100%) jest nieruchoma, pozostate (0-25%) zawieraja tylko kilka osobnikow 0 powolnej ruchliwosci, kilka martwych, pojedynczych osobnikow 0 normainej
ruchliwosci;

2 - wickszos¢ osobnikéw (75-100%) porusza sie powoll, reszta (0-25%) jest nadal lub normalnie ruchliwa, pojedyncze zmarte;

3 - wickszos¢ zywotnych osobnikow (75-100%) o normalnej ruchliwosci, reszta (0-25%) o powolnej ruchliwosci.
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WyKk. 1. Nicieniobéjcze dzialanie Pol, wzgledem C. elegans  Wyk. 2. Nicieniobdjcze dzialanie P02, wzgledem C. elegans Wyk. 3. Nicieniobojcze dzialanie Po2xPol, wzgledem
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3,50

|
3,00

= N N
al o al
o S o

[Wspobiczynnik tworzenia wypustek]
H
[=)
S

0,50

0,00

Pol - szczep mateczny
Pol - monokariony
Pol - heterokariony

wyrazona stopniem ruchliwosci nicieni
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Wyk. 4. Srednia warto§¢ tworzenia sie wypustek (Pol)
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C. elegans wyrazona stopniem ruchliwosci nicieni
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Wyk. 5. Srednia warto§¢ tworzenia sie wypustek (Po2)

Wyk. 6. Srednia warto$¢ tworzenia sie wypustek
(Po2xPol)

Dziatanie nicieniobdjcze grzybni Pleurotus ostreatus wzgledem Caenorhabditis elegans (Fot. 2) zostato sprawdzone na ubogim podiozu jakie
stanowit agar wodny, ktory zostal przerosnigty grzybnig W ciagu dwoch tygodniach inkubacji. Grzybnie uzyte podczas eksperymentu roznity sie
miedzy sobg czasem, w ktoérym unieruchamiaty lub zabijaty nicienie. Najbardziej optymalny czas, w ktérym grzybnia istotnie zmniejszata
ruchliwo$¢ nicieni, nastepowat po 3 godzinie | wahat si¢ od 5 do 6 godzin po natozeniu na grzybnie zawiesiny C. elegans. Po pierwszym dniu
eksperymentu wickszos¢ nicieni byta nieruchoma. Po drugim dniu zdecydowana wickszo$¢ nicieni byta martwa I przeros$nicta grzybnig (Fot. 3).
Obserwacje zwiazane z tworzeniem si¢ wypustek byty prowadzone na tych samych szczepach co poprzednie doswiadczenie. Heterokariony Po2
wykazywaly wigksza aktywno$¢ w tworzeniu wypustek toksynotworczych w porownaniu do monokarionow. Zalezno$¢ ta nie byla
obserwowana w potomstwie Pol. Duza skuteczno$¢ w unieruchamianiu nicieni obserwowano dla monokarionéw P02, nieco stabsza dla
monokarionow Pol. Wilasciwos¢ ta byta odwrotna niz zdolnos¢ tworzenia wypustek dla obu tych grup grzybni, grzybnie mateczne wypadaty
podobnie, cho¢ Po2 byt nieco bardziej skuteczny niz Pol. Heterokariony przeci¢tnie wykazywaty sie stabsza aktywno$cig bojcza niz
monokariony.

Fot. 3. Sparalizowany i przerosniety
orzybnia Caenorhabditis elegans
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