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Wphyw warunkéw przechowywania na zywotnoéé
i degeneracje grzybni Cercospora beticola Sacc.

L'influence des conditions de conservation sur la vitalité
et la dégénération du mycélium de Cercospora beticola Sacc.

BARBARA OSINSKA

Dlugotrwale utrzymywanie grzybow w kolekejach obok niebezpieczen-
stwa zanieczyszczenia ich innymi mikroorganizmami prowadzi nie-
uchronnie do wigkszych lub mniejszych zmian morfologicznych i fizjolo-
gicznych (Barmenkow 1959; Buell i Weston 1947; Coons
i Larmer 1929). W zaleZnoéci od rodzaju grzyba i celu ciaglego utrzy-
mywania go pewne cechy stajg sig szczegdlnie waine; zachowanie tych
cech w stanie nie zmienionym staje sie przedmiotem zabiegoéw zmierza-
jacych do maksymalnego ograniczenia pasazowania na $wieze podloza
1 tym samym do zachowania grzyba w stanie wzglednie nie zmienionym.
W przypadku przechowywania szczepdéw patogenicznych, o ile maja one
stuzy¢ do prac doswiadezalnych, badan ‘poréwnawczych, testowania czy
innych celow, wazne jest utrzymanie ich w stanie nie zmienionej wi-
rulencji.

Jednym z grzybéw patogenicznych odznaczajacych sie duza zmien-
noscia w hodowli in vitro jest Cercospora beticola Sacc. Kultura tego
grzyba utrzymywana przez dluzszy czas na skosach agarowych traci
swoje charakterystyczne, szarozielone zabarwienie (rewers zielonoczarny);
po pewnym czasie przechowywania, w zaleznoSci od liczby pasazow,
otrzymuje sie grzybnie bialorézows, niekiedy kremows, bez ciemnego,
melaninowego barwnika nawet w czesci hodowli rosnacej w podioiu
(fot. 1). Larmer i Coons (1929) opisali to zjawisko po raz pierwszy
i stwierdzili réwniez bardzo slaba wirulencje bezpigmentowej, bialej
grzybni. Wedlug Rykera (1942) powstawanie i wieksza aktywnosé
biologiczna tego bialego saltanta prowadzi do catkowitego wyeliminowa-
nia kultury oryginalnej, Canova (1957) w przerastaniu kultury
C. beticola grzybnig bezmelaninows widzi przyczyne utraty zdolnosci do
zarodnikowania tego patogena in vitro. Powstawanie bezbarwnych sal-
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Fot. 1. Grzybnia C. beticola hodowana na agarze dekstrozowo-ziemniaczanym

A — grzybnia powietrzna; B — rewers; 1 — grzybnla nle zmleniona, druga generacia po wy-
izolowaniu z tkanki rosliny zywiclelskiej; 2 — grzybnia po 7 pasatach — wyrainie jasniejsza;
¥ — grzybnia calkowlcle zdegenerowana, bezpigmentowa

Mycelium de C. beticola cultivé sur agar de dextrose et de pomme de terre

A — myeélium aérlen; B — revers; 1| — mycéllum invariable: deuxiéme véntration aprés
isolement du tissu de la plante—hdte; 2 — myeélium aprés 7 passages, nettement plus eclair;
3 — myceélium entriéerement dégenere, sans pigment

tantow zostalo zaobserwowane rowniez w hodowli cerkospory w kolekeji
mikrokultur Ogrodu Botanicznego ITHAR w Bydgoszezy. Celem przepro-
wadzenia nizej opisanych doswiadczen byly préby hamowania procesu
degeneracji przez zastosowanie rdéznych sposobdw ograniczenia metabo-
lizmu tego grzvba.

MATERIAL I METODY

Doswiadczenie zalozono w 61 r. Uzyto kulture C. beticola z izolacji
wilasnej z rosliny zywicielskiej (Beta vulgaris L. var. saccharifera Alef.).
Grzybnie do doswiadezen wyhodowano na agarze dekstrozowo-ziemnia-
czanym w buteleczkach o pojemnosei 10 ml zawierajgcych warstwe po-
zywki grubosei 1 em. Inkubowano przez okres 7 dni w temp. 24"C.

W celu ograniczenia metabolizmu grzybni zastosowano metody po-
wszechnie uzywane w kolekcjach mikroorganizmow, jak: przechowy-
wanie pod warstwa oleju mineralnego, przechowywanie w glebie, w obni-
zonej temperaturze oraz przez okresowe przeszczepianie na swieze skosy
agarowe; dla poréwnania zbadano zywotnosé kultur przechowywanych
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na pozywce agarowej, lecz nie przeszczepianych. Ze wzgledu na charak-
ter kultury (grzybnia nie zarodnikujaca) nie zastosowano liofilizaciji.
Przechowywanie pod warstwa oleju mineralnego
zastosowano zgodnie z ogolnie przyjetymi zasadami (Buell i We-
ston 1947 Fennel i Raper 1950: Pumpianskaja 1964); za-
stosowanie buteleczek mialo te zalete, ze warstwa przykrywajgcego oleju
byla rowna na calej poewierzchni rosnacej grzybni w przeciwienstwie do

grzybni utrzymywanej pod olejem rosnacej na skosach agarowych.
Rosnacg kulture zalewano sterylizowanym w autoklawie olejem parafi-
nowym na grubos¢ ca 2 em penad gérny poziom grzybni.

Przechowywanie w glebie jest metoda stosowana z roz-
nymi modyfikacjami, szczegdlnie w laboratoriach przy objektach prze-
myslowych (Fennel i Raper 1950) do przechowywania kultur za-
rodnikujgcych. Uzywa sie piasku, torfu, ziemi ogrodniczej i glinki.
W przeprowadzonym doswiadezeniu zastosowano mieszaning piasku
z talkiem w stosunku 2:1. Talk mial na celu zmniejszenie przewiewnosci
piasku. Rosngea kulturg przykrywano ta mieszanina na grubosc¢ ca 2 em.

Przechowywanie w obniZonej temperaturze jest
powszechnie stosowane w laboratoriach, czesto w polaczeniu z przecho-
wywaniem pod olejem. W opisanym dos$wiadczeniu kultury C. beticola
umieszcezono w chlodni w temperaturze 4°C & 1.

Fot, 2. Grzybnia C. beticola po 5 latach przechowywania
A — pod warsiwg oleju mineralnego; widoczna grzybnia bezmeleninowa; B — grzybnia

przechowywana w obnizone) temperaturze, widoczne catkowite wyschnigele podioza

Mveélium de C. beticola aprés 5 ans de conservation

=; on voit l¢ mycelium sans
ture abailssée; on volt le substrat

mycélium conservé sous une couche d'f
mélanine; B mycélium conserve dans une
complétement séche
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Kultury przechowywane przez okresowe
przeszczepianie utrzymywane byly przez okres trwania do-
$wiadczenia w temperaturze 14—16°C i pasazowane na $wieia pozywke
co 6 miesiecy. W takich samych warunkach utrzymywano grzybnie kon-
trolng, to jest nie przeszczepiang i nie ograniczana we wzroscie.

Dla kazdej metody przechowywania (z wyjatkiem okresowego prze-
szezepiania) przygotowano 100 buteleczek.

Sposob oceny zywotnosci i degeneracji

Zywotno$¢ kultur grzybéw nie wytwarzajgcych organéw rozmnazania
okreslano w dotychczasowych pracach na podstawie wzrostu (lub braku
objawéw wzrostu) grzybni po przeszczepieniu na $wieze podloie, przy
czym brak danych dotyczacych liczby posiewow kontrolnych pozwala
przypuszezad, ze byly to posiewy jednorazowe lub nieliczne. W opisanym
doswiadezeniu oceniane zywotnosé grzybni pochodzgeej, ze 100 posiewow
niewielkich jej fragmentow branych przy kazdej kontroli z 10 butele-
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Wykres 1. Zywotnosé grzyvbni C. beticola przechowywanej w réznych warunkach

1 — pod warstwq oleju mineralnzgo; 2 — w obnlfone] temperaturze; I — pod warslwa
plasku z talkiem; 4 — kontrola

S

Vitalité du mycélium de C. beticola conservé dans des conditions différentes

1 — sous une couche d'huile minerale; 2 — dans une température abalssée: 3 — sous une
couche de sable avec du tale; 4 «— contrile

czek. Procent wyrostych kolonii byl miarg zywotnosci kultury grzyba.
Kontrole przeprowadzano w dwu pierwszych latach co 6, a w nastepnych
co 12 miesiecy.

Stopien degeneracji okreslano na podstawie liczby kolonii bezmela-
ninowych, ktére obliczano stosujac pesiewy metoda plytkowa poréwny-
walnych ilosci homogenatow grzybni przechowywanej w roinych wa-
runkach. Ocene degeneracji przeprowadzono trzykrotnie: po 4 latach
przechowywania uwzgledniajac grzybnie przechowywana: a) w obnizonej
temperaturze, b) pod olejem i ¢) przez okresowe przeszczepianie, oraz po
6 i 7'/2 latach dla dwu ostatnich wariantow doswiadczenia, Kontrole sta-
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nowita bezpeosérednio wyizolowana z rosliny Zywicielskiej grzybnia pa-
togena (po 1 pasazu).

WYNIKI

Stan kultur C. beticola w zaleznosci od warunkoéw przechowywania
przedstawial sig¢ roinie (wykres). Po uplywie roku zywotnosé kultury
przechowywanej pod mieszaning piasku z talkiem spadla ponizej 80%,
co wskazuje na nieprzydatnos¢ tej metody do przechowywania grzybni
cerkospory. Dalsze oceny zywotnosci grzybni w tym wariancie do$wiad-
czenia wskazuja na niewielkie tylko (okolo 10%) réznice w stosunku do
zywotnosci grzybni kontrolnej. Zadowalajaca zywotnosé grzybni prze-
chowywanej w obnizonej temperaturze (95%) i pod warstwa oleju mi-

Tabela 1 — Tableau 1

Degeneracja grzybni C. beticola przechowywanej w réznych warunkach
Dégénération du myeélium’ de C. beticola conservé dans les conditions différentes

. |
Procent kolonll sdegenerowanych w latach:
Metoda przechowywania Pour-eent de colonles dégénérées en:
Méihode de la conservaiion —
| 1964 1966 | 1968
‘ 1. Pod warstwy oleju mineralnego 19 48 r 92
[ Sous une couche d'huile minerale L
| 2, W obnionej temperaturze 0 i hadanc '
| Dans une temperature abaissée BN rachdrelica
|
| 3. Okresowe przeszczepianie 24 28 ‘ 25
‘ Transplantation périodique i |
4. Kontrola 0 0 | 0
- |
: Controle | |
|

neralnego (100%) utrzymywala sie przez okres 4 lat; kontrola w roku
nastgpnym wykazala bardzo znaczny spadek zywotnosei kultury prze-
chowywanej w obnizonej temperaturze. Niezmienne, 100% wyniki uzy-
skiwano dla grzybni utrzymywanej pod olejem przez caly czas trwania
doswiadczenia (to jest przez 90 miesigcy).

Grzybnia przechowywana w réznych warunkach degenerowala w roz-
nym stopniu; w grzybni przechowywanej w chlodni nie bylo kolonii
bezmelaninowych, a wigc nie ulegla ona Zadnym uchwytnym zmianom.
W tym samym czasie stwierdzono wystepowanie kolonii pozbawionych
melanin w grzybni przechowywanej pod olejem (ca 20%) i przez okre-
sowe przeszczepianie (ca 25%). Koncowa kontrola wykazala, ze grzybnia
przechowywana przez 8 lat pod warstwa oleju mineralnego ulegla cal-
kowitej degeneracji (100% kolonii bezmelaninowych). Liczba kolonii
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bezbarwnych w posiewie homogenatu grzybni utrzymywanej przez okre-
sowe przeszczepianie utrzymywala sie przez caly czas trwania doswiad-
czenia mniej wiecej na tym samym poziomie (ca 25%). Kultury kontrolne
nie wykazywaly obecnosci kolonii zdegenerowanych.

WNIOSKI

Przechowywanie grzybni C. beticola pod warstwa oleju mineralnego
jest niewskazane ze wzgledu na wystepowanie bezbarwnych saltantow,
ktorych ilos¢ po kilku latach przechowywania dochodzi do 100%.

Przechowywanie w chlodni w temperaturze ca 4°C przedluzylo zy-
wotnos¢ grzybni cerkospory do 4 lat, przy czym w warunkach przepro-
wadzonych do$wiadczen nie stwierdzono procesu degeneracji. Zadowa-
lajaca zywotnos¢ kultury kontrolnej (bez przeszczepiania) utrzymuje sig
przez 1 rok.

Utrzymywanie grzybni pod warstwa piasku z talkiem w opisanym
doswiadczeniu nie dalo wynikow pozytywnych.

DYSKUSJA

Przedstawione wyzej sposoby przechowywania stosowane sa w ko-
lekcjach mikroorganizméw, przy czym na pierwsze miejsce wysuwa sig
przechowywanie pod olejem. Eatwosé zastosowania tej metody, pod-
kreslana przez Buella i Westona (1947), przyczynila sie do sze-
rokiego jej stosowania. Obok znacznego przedluzania zywotnosei (R o-
well i Williams 1966 — pozytywne wyniki po 11 latach przecho-
wywania) zaleta tej metody jest ochrona kultur przed molikiem
(Wernham 1946) oraz zamieranie molikow w kulturach zanieczyszczo-
nych tym roztoczem po dwumiesiecznym okresie przechowywania pod
olejem. Szereg autoréw podkresla fakt wzrostu i rozmnazania kultur
utrzymywanych w ten sposob, lecz brak jest doniesien o objawach dege-
neracji. W wyzej opisanych doswiadczeniach nastgpila bardzo wyrazna
i daleko idaca zmiana zabarwienia grzybni przechowywanej ta metoda;
trudno powiedzie¢, czy badana kultura stanowi wyjatek, jednak moina
przypuszezac, ze podobnie beda sie zachowywaly grzyby tych gatunkow,
ktére w hodowli na pozywkach agarowych wykazuja sklonnosé¢ do two-
rzenia bezpigmentowych saltantow. Niewatpliwie odgrywa tu réwniez
pewng role grubos¢ warstwy ochronnej oleju; przy zastosowanej meto-
dzie kultura miala mozliwos¢ wzrostu, lecz wzrost ten byl pomnazaniem
komorek zdegenerowanych (fot. 2). Z tych przyczyn, powszechnie sto-
sowana i naprawde prosta metoda przechowywania pod olejem nie moze
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by¢ polecana do przechowywania grzybni C. beticola. W przeprowadzo-
nym doswiadezeniu najlepsze wyniki uzyskano przechowujac grzybnie
w obniZonej temperaturze.

Nalezy tu rowniez zaznaczyé, ze stale pojawianie sie bialego saltanta,
ktore w skrajnych wypadkach prowadzi do wzrostu bezmelaninowej
i niewirulentnej grzybni cerkospory, jest prawdopodobnie rozne w za-
leznosci od cech indywidualnych kultury; przeprowadzone badania labo-
ratoryjne pozwalaja stwierdzi¢, ze odgrywaja tu réwniez role takie czyn-
niki, jak rodzaj podloza, metoda posiewu oraz sposéb brania inokulum
do posiewow z rosngcej kolonii.

Doc. dr Irenie Michalskiej skladam wyrazy podzigkowania za wska-
zowki metodyezne przy zakladaniu doswiadczen.

Zaklad Buraka i Innych Roélin Korzeniowych
Instytutu Hodowli i Aklimatyzacji Roslin
Bydgoszcz, pl. Weyssenhoffa 11

RESUME

Le myeélium de Cercospora beticola était conservé dans des conditions diffé-
rentes de conservation; dans une temperature de 40°C environ, une vitalité suffisante
s'était entretenue pendant la durée de quatre ans. Le mycélium conservé sous une
couche d’huile minérale avait démontré une vitalité invariable de 1008 pendant
huit ans, mais il subissait une dégénération nette se manifestant dans la croissance
des colonies blanches, sans mélanine. Leur nombre se monta 4 100% aprés huit ans.
L’absence d'une dégénération du mycélium conservé dans une température abaissée,
met cette méthode de conservation au premier rang par rapport & l'espéce étudiée.
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