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Cele zadania

m Cel podstawowy — poszukiwanie efektywnych grzybni P. ostreatus o wtasciwosciach nicieniobojczych mogacych
stanowi¢ baze dla dalszych badan oraz wstgpna ocena mozliwosci rozwoju wybranych grzybni w warunkach

glebowych i ich wptywu na populacje H. schachtii.
m Cele posrednie:

m  \Wyselekcjonowanie ze srodowiska dodatkowego izolatu P. ostreatus (Po4).
m Otrzymanie owocnikow z pozyskanych grzybni oraz zbior basidiospor, w tym dwujadrowych.
m  Wyprowadzenie kultur homokariotycznych i heterokariotycznych P. ostreatus.

m Charakterystyka nowo otrzymanych grzybni, w tym morfologiczna, molekularna (technika ISSR), i ocena
wlasciwosci nicieniobojczych.

m Ocena wplywu dodatkéw organicznych na rozrost grzybni modelowych i ich wtasciwosci bojczych.

m Ocena mozliwos$ci rozrostu i aktywnosci bojczej w glebie grzybni modelowych.

Cele zrealizowano. Mierniki badan - wykonano




Materiaty i metody badan

Material badan
1.  Grzybnie P. ostreatus - dzika (PO4) oraz grzybnie potomne szczepow PO1, PO2, PO4

m  Monokariony — pozyskano z wysianych basidiospor, w badaniach uzyto 30 tak uzyskanych grzybni.

m Heterokariony pozyskano poprzez parowanie monokarionéw PO4xPO4 (30 szt.) oraz grzybni monokariotycznych i
dikariotycznych Poldi x Polmon, Po2di x Po2mon, Po4di x Po4mon (po 10 szt.).

2. Caenorhabditis elegans N2 (fenotyp dziki)— organizm modelowy 3. Heterodera schachtii — organizm badany

Metody badawcze
Zbidr Pleurotus ostreatus ze srodowiska; Hodowla grzybni zostata przeprowadzona z wykorzystaniem technik mykologicznych oraz
podtozy PDA i agar wodny (pozyskanie basidiospor; namnazanie grzybni; przechowywanie grzybni; krzyzowanie grzybni). Dobor
warunkow owocowania dla szczepu PO4.
Hodowle C. elegans przeprowadzono na podtozu NGM; jako pozywienie dla nicieni zastosowano E. coli OP50 na podtozu bulion
odzywczy
Hodowle H. schachtii prowadzono w glebie na korzeniach siewek buraka, pozyskiwanie metoda klasyczng dla tego gatunku.
Identyfikacja grzybni wizualna (owocnik w siedlisku naturalnym; heterokariony w trakcie krzyzowania) i molekularna na podstawie
sekwencji region u ITS1-ITS2 (PO4)
Charakterystyka wybranych do badan grzybni na podtozu PDA — hodowla w zr6znicowanych warunkach temperatury (10, 15, 20, 25 +
2°C), zdolno$¢ wytwarzania wypustek toksynotworczych;
Analiza molekularna - izolacja DNA w oparciu o gotowe zestwy (Bead-Beat Micro AX Gravity, A&A Biotechnology), dobor starteréw
ISSR [(GTG)5, (GA)8T, (CTC)6 (GA)8C], rozdziat produktéw PCR w zelu agarozowym,; analiza wynikow rozdziatu z
wykorzystaniem programu NTSYS
Whasciwosci nicieniobojcze — hodowla grzybni na agarze wodnym, traktowanie grzybni zawiesing z nicieniami (C. elegans lub H.
schachtii) 1 wspolna inkubacja; obserwacja mikroskopowa indukcji wytwarzania wypustek toksynotworczych w czasie po
potraktowaniu nicieniami




WYNIKI 1. Temat badawczy 1 - Pozyskanie i identyfikacja P. ostreatus, otrzymanie owocnikéw

Owocniki dzikie P. ostreatus zebrano w terenie pozamiejskim
{p'e”“’*”s ostreatus DURP:2 MGET916T -Indla okolic Kluczborka, grzybni¢ odizolowano 1 oznaczono jako Po4
Pleurotus ostreatus NSK 1017143 ON869376 - Russia-Novosybirsk

Identyfikacji gatunkowej grzybni dokonano wizualnie na
N podstawie cech morfologicznych oraz potwierdzono molekularnie
(Rys. 1) przynalezno$¢ do gatunku Pleurotus ostreatus

— Pleurotus ostreatus Vranje/19 Castanea sativa KF309193 - Serbia

Z owocnikéw Pol, Po2, Po4 pozyskiwano basidiospory, w ktérych
Pleurotus ostreatus CBS 593.82 EU424300 - China IIlikI’OSkOpOWO okreslono hCZb@ jqder w celu ustalenia
{ Po4B ITS1

czestotliwosci wystepowania basidiospor 2-jadrowych (Fot. 2).
Wynosita przecigtnie 3% dla wszystkich szczepdw matecznych.
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[ Pleurotus ostreatus DMRP-17 MG819736 - India
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Pleurotus ostreatus DMS-9349554 MT644908 - India
Rysunek 1. ldentyfikacja molekularna grzybni
matecznej Po4
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Fot. 2. Dwujadrowe basidiospory P. ostreatus Po4
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WYNIKI

Analiza morfologiczna grzybni za pomoca analizy
metodg UPGMA pozwolita na zbudowanie dendrogramu,
w ktorym mozna bylo wydzieli¢ dwie grupy (klastry)
grzybni, z czego klaster B zawiera wigksza czes¢ badanej
kolekcji. W obu klastrach wyodrebniaja si¢ po dwa
subklastry (A1, A2 i B1, B2). Kilster A zawiera grzybnie
mateczne Pol i Po2, z czego obie wraz z dwoma
dikarionami typu Bullera wykazujacymi identyczno$¢
morfologiczng ~w  subklastrze  Al,  krzyzowki
monokarionow Pol, Po2 i Po4 z dikarionami wyrostymi
z dikariotycznych badidiospor (krzyzowanie wg efektu
Bullera). Klaster B zawiera subklaster Blgrupujacy
monokariony Po4, z czego wiele sposrod nich wykazuje
identycznos¢ morfologiczng oraz dikariony typu Bullera
(5 sztuk) 1 dkariony uzyskane z krzyzowania
monokarionow Po4 (2 sztuki). Subklaster B2 zawiera
monokariony Po4 1 pozostate dikariony Po4. Grzybnie
zazwyczaj byly biate, do$¢ puszyste, srednio wysokie, ze
strefowaniem badz gruzetkowaniem widocznym na
powierzchni grzybni. Heterokariony Po4 wytwarzaty
z6Otty lub pomaranczowy barwnik w temp. 20 i 25°C,
grzybnia Po 4x8 cechowata si¢ skapym wzrostem.

Charakterystyka grzybni

Podobienstwo molekularne oceniono na podstawie
wzoroOw  prazkéw  uzyskanych po  rozdzieleniu
elektroforetycznym produktow amplifikacji fragmentow
uzyskanych w trakcie reakcji PCR genomowego DNA z
wytypowanymi do badan starterami ISSR. Porownanie
wzoréow prazkow wykonano w programie NTSYS
wykorzystujac  metode UPGMA do zbudowania
dendrogramu ukazujacego podobienstwa 1 rdznice
badanych grzybni.

W dendrogramie wydzielono dwa Kklastry oraz trzy
grzybnie niewchodzace w ich skad, sa to grzybnie Pol,
Po2 1 monokarion Po4-26. Pozostale grzybnie w
znaczacej czesci wehodza w sktad klastru 2, gdzie mozna
wyrdznicé grupe grzybni o identycznym wzorze
molekularnym, sa to monokariony potomne Po4 (12 szt.)
oraz wiekszo$¢ heterokarionow, w tym typu Bullera.
Rezultat badania wskazuje na male zroéznicowanie
genetyczne pomiedzy badanymi grzybniami w zakresie
jaki jest mozliwy do zbadania wykorzystywanym
zestawem starterow ISSR.



WYNIKI Charakterystyka grzybni

mm/dzien

Wozrost grzybni w roéznych temperaturach byt zréznicowany, najintensywniejszy w temp. 25°C (od ok. 6 do 10
mm/dzien dla heterokarionow Po4), najstabszy w temp. 10°C (od ok. 1 do 3 mm/dzien). Najbardziej pozadany jest
wzrost w temp. 15 - 20°C, takimi wtasciwosciami cechowaly sie: Po4-6, Po4-9, Po4-10, Po4-18 i heterokariony Po4.
Pozostate heterokariony (typu Bullera) osiagaly znacznie stabsze wzrosty w tym zakresie temperatur. Promowany
powinien wzrost w temp. 15°C, czyli wiosennym zakresie temperaturowym.
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Rysunek 2. Srednie przyrosty grzybni w réznych temperaturach Fot. 5. Przyktadowa morfologia grzybni w temp. 20°C



Wyniki - ocena materiatdw organicznych jako noSnikow
grzybni
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Rysunek 5. Aktywno$¢ grzybni wyrazona ruchliwoscig C. elegans na podiozach z

Rysunek 4. Indeks zasiedlenia gleby z dodatkami organicznymi réimymi dodatkami organicznymi




WYNIKI Charakterystyka grzybni

m AktywnosSc¢ nicieniobdjcza wzgledem C. elegans
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Bioragc pod uwagg rezultaty przeprowadzonych badan nalezy stwierdzi¢, iz nie
mozna jednoznacznie stwierdzi¢, ze bojczos¢ poszczegolnych szczepdw wobec
C. elegans zalezy od intensywnosci wytwarzanych przez nie wypustek
toksynotwoérczych. Poglad taki znajduje potwierdzenie w literaturze.

Posrod badanych szczepow najlepszymi parametrami co do bojczosci
wzgledem C. elegans cechujg si¢: Po4-21(monokarion Po4), Po4 14x17, Po4
22x18 (heterokariony Po4), a sposrod heterokarionéow typu Bullera Pol

5dix27, Pol 5dix32, Po2 14dix21, Po2 20dix21, Po2 15dix17, Po4 1dix30, L |
Po4 3dix7. Fot. 8. Zniszczenie nicienia C. elegans obserwowanew

interakcji z grzybniami P. ostreatus




Interakcja P. ostreatus z Heterodera schachtil
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o Rysunek 9. Podsumowanie - Sredni stopien oplatania cyst Heterodera schachtii
Rysunek 8. Podsumowanie - Srednia liczebnos¢ wypustek toksynotworczych przez grzybnie badanych grup szczepéw boczniaka (Pleurotus ostreatus) w skali: 0-
wytwarzanych przez badane grupy szczepow Pleurotus ostreatus oceniana przy 3 (0 - brak reakcji strzepek na obecno$é cysty; 1 - strzepki grzybni skierowane ku
pomocy skali 0-3 (0- prak \_’VYPUStEK; 1- wypustki nieliczne; 2- Srednia liczebnos¢ cyScie; 2 - drobne strzepki oplatajace cyste; 3 - cysta opleciona przez rosnace
wypustek; 3- wypustki obfite) strzepki). — .

Wykazano, ze na podstawie uzyskanych danych, mozliwe jest wskazanie szczepéw 0 najwickszym potencjale
bojczym wzgledem Heterodera schachtii: Po4 (szczep mateczny), Po4-8, Po4-24 i Po4-30 (homokariony Po4), a
takze Pol-5dix27, P02-20dix23 oraz Po4-3dix17 (szczepy pozyskane na drodze krzyzowania z wykorzystaniem
efektu Bullera).

Tabela 1. Wplyw glebowej inkubacji inokulowanych grzybni Pleurotus ostreatus (Pol, Po2, Po4) na liczebno$¢ populacji nicienia
Heterodera schachtii (*Pi — liczebnos¢ inicjalna populacji nicienia; **Pf- liczebno$¢ finalna populacji nicienia)
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Fot. 9. toksynotworcze wytworzone
pod wptywem obecnosci H. schachtii przez
grzybni¢ heterokariotyczng szczep Po4-3dix17

0,84 1,00 0,98
Przyrost/ ubytek jaj i larw w -16,4 0,2 -2,0
%

Whyraznie dziatanie matwikobdjcze przejawial tylko wariant z zastosowaniem szczepu Po1l.




Badane szczepy boczniaka cechowaly si¢ zréznicowana aktywnoscig pod wzgledem ich oddziatywania nicieniobdjczego (C.

elegans) i matwikobojczego (H. schachtii).

Liczebnos¢ wytworzonych przez grzybnie wypustek toksynotworczych nie byta skorelowana ze zdolnoscig do oplatania i
unicestwiania cyst, ani nicieniob6jczoscia.

Wykazano, ze na podstawie uzyskanych danych, mozliwe jest wskazanie szczepéw 0 najwigkszym potencjale bojczym, ktore
mogg zosta¢ wykorzystane do dalszych badan:

- wzgledem C. elegans: Po4-21(homokarion Po4), Po4-14x17, Po4-22x18 (heterokariony Po4), a sposrod heterokarionow typu
Bullera Pol 5dix27, Pol 5dix32, Po2-14dix21, Po2-20dix21, Po2-15dix17, Po4-1dix30, Po4-3dix7

- wzgledem H. schachtii; na wyroznienie zashuguja nastepujace Szczepy: Po4 (szczep mateczny), Po4-8, Po4-24 i Po4-30
(homokariony Po4), a takze Po0l-5dixx27, P02-20dix23 oraz Po4-3dix17 (szczepy pozyskane na drodze krzyzowania z
wykorzystaniem efektu Bullera).

Dobrym wzrostem w temp. 15 - 20°C cechowaty si¢ Po4-6, Po4-9, Po4-10 (podobne genetycznie), Po4-18 i heterokariony Po4.

Proponowanym dodatkiem organicznym do gleby jest stoma stosowana do gleby w warstwie, inokulowana ziarnem
przero$nigtym grzybnig. Z uwagi na intensywne i tatwe zakazanie si¢ pulpa buraczana nie powinna by¢ stosowana.

Obserwowano pojedyncze ruchliwe larwy H. schachtii opuszczajace cysty | wykazujace zywotnos$¢, pomimo obecnosci grzybni
Pleurotus ostreatus oraz wytwarzanych przez nig wypustek toksynotworczych, jednak w praktyce nie powinno to stanowic
przeszkody w potencjalnym zastosowaniu P. ostreatus do ograniczania populacji H. schachtii, poniewaz na poczatku sezonu
wegetacyjnego duza pula nicieni znajduje si¢ wewnatrz cyst, ktore stanowig material stuzacy do analizy liczebnos$ci populaciji,
a potencjalne zastosowanie tej metody potaczonej z jednoczesng uprawa antymatwikowych odmian gatunkéw takich jak
gorczyca biata lub rzodkiew oleista, ktore wykorzystujac tzw. mechanizm putapkowy, zwabiaja opuszczajace cysty larwy
matwika burakowego i modyfikujg ich biologi¢ rozwoju w celu uniemozliwienia dymorfizmu piciowego, eliminujac tym
samym ich potencjat jako agrofagow.



