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The method of isolation fungal cultures from a single spores of
Zoophthora species

Summary

Zoophthora neoaphidis (Remaud, et Henneb.) Balazy is the most important
and the most frequently causing epizootics of aphids fungal species among all
species of entomopathogenic fungi from Entomophthorales appearing in North-
-Western Poland.

As a result of the experiments performed, it was possible to describe a met-
hod for obtaining the isolates from single spore of Z. neoaphidis. This method
may be of great importance for further studies of the biology of Z. neoaphidis
and other similar species aimed at their applications in the production of bio-in-
secticides.
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Na podstawie dotychczasowych badan prowadzonych zarow-
no przez nas jak i inne osrodki naukowe (1,2), dotyczacych wy-
stepowania mykoflory mszyc bytujacych w agrocenozach (5,7),
stwierdzono, ze gtdwnym patogenem powodujagcym epizoocje
mszyc, jest grzyb Zoophthora neoaphidis (Remaud. et Henneb.)
Batazy.

W obrebie populacji poszczeg6lnych gatunkéw mikroorgani-
zméw, w tym takze grzybow owadobojczych, istnieje zrdznico-
wanie pod wzgledem wielu cech, m.in. uzdolnien pasozytni-
czych. Badania czesto prowadzone sg nad okreslonymi mikroor-
ganizmami bedacymi czystymi kulturami, nie zawsze jednak wy-
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izolowanymi z pojedynczego zarodnika. Podczas poszukiwania patogennych w sto-
sunku do mszyc izolatow grzybowych stwierdziliSmy, ze grzyb Z. neoaphidis wyizo-
lowany za pomoca najczesciej stosowanej metody (4), wykazuje duze zrdznicowa-
nie aktywnosci lipolitycznej (6). W mikologicznej technice laboratoryjnej opisanych
jest kilka metod pozyskiwania czystych kultur grzybowych (3,4), do tej pory jednak
brak wsrdd nich opisu izolacji kultur z jednego zarodnika grzybdéw nalezacych do
rodzaju Zoophthora. W celu uzyskania jednozarodnikowych kultur grzybow nale-
zacych do rzedu Moniliales, najczesciej stosuje sie zmiksowang i wielokrotnie roz-
cienczong zawiesine zarodnikéw okreslonego gatunku grzyba do inokulacji podtoza
agarowego, a nastepnie pojedyncze zarodniki przenoszone sg na odpowiednio do-
brane podtoza. W przypadku grzyba Z. neoaphidis metoda ta nie moze by¢ stosowa-
na, gdyz zarodniki konidialne tego mikroorganizmu posiadajg cienkie Sciany o lep-
kiej powierzchni i sg bardzo delikatne. Podczas sporzadzania zawiesiny wodnej
fatwo ulegajg destrukcji i nie kietkujg na pozywce agarowej. Z tego powodu wynikia
konieczno$¢ poszukiwania metody, ktéra umozliwitaby uzyskiwanie kultur z jedne-
go zarodnika takze w przypadku grzybdw nalezacych do rodzaju Zoophthora.
Materiat do badan stanowit grzyb Z. neoaphidis wyizolowany z mszycy grochowej
{Acyrthosiphon pisum, Harris) na pozywce Sabourad z dodatkiem zdttka jaja kurzego,
opisanej przez Muller-Kéglera (8), a w ostatnich latach nieco zmodyfikowanej i sze-
roko stosowanej w laboratoriach zajmujacych sie badaniem patologii owadow (4).
W celu uzyskania jednozarodnikowych kultur tego mikroorganizmu, przeprowa-
dzano trzydniowa hodowle czystej kultury Z. neoaphidis, przystosowanej do rozwoju
na pozywce Sabouraud, w temperaturze 15°C na podtozu statym. Nastepnie przeno-
szono czes¢ mtodej kolonii grzybowej (z jak najmniejszg iloscig pozywki agarowej
i w sposéb sterylny) na gorna czesé jatowej szalki Petriego (rys. 1b). Po uptywie 24

Rys. 1. Schemat izolacji 1- zarodnikowych
kultur Zoophthora sp.

a - szalka Petriego z pozywka Sabouraud;
b - grzybnia Zoophthora sp. na goérnej czesci
szalki Petriego; b’ - zarodnik konidialny Zo-
ophthora sp.; ¢ - kilka matych, pojedynczych
kolonii Zoophthora sp.; d - jedna kolonia Zo-
ophthora sp.
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godzin (a czasem nieco pézniej), kiedy rozpoczynato sie wytwarzanie pierwszych
zarodnikow, gérng czes¢ szalki wraz z grzybnig przenoszono nad pozywke Sabo-
Liraud, znajdujaca sie w innej szalce Petriego o tej samej wielkosci, i powoli jeden
raz przekrecano garng czes¢ szalki, lekko ,,strzasajac” zarodniki, tak aby pojedyncze
konidia spadaty na powierzchnie pozywki znajdujgcej sie w dolnej szalce (rys. 1b’).
Czynnos¢ te mozna powtorzy¢ kilka razy, zmieniajac dolng czes$¢ szalki z pozywka.
Nastepnie calag powierzchnie pozywki obserwowano pod mikroskopem i pojedyn-
cze zarodniki z fragmentami pozywki, przenoszono do osobnych probdéwek (lub
szalek Petriego) z wymieniong pozywka. Kilka zarodnikéw lezacych w pewnej od-
legtosci od siebie pozostawiano na 2-3 dni, a nastepnie przenoszono pojedyncze
kolonie do osobnych probéwek z pozywka (rys. Ic-d). Dalszg hodowle kultur jedno-
zarodnikowych Z. neoaphidis prowadzono w temperaturze 15°C.

Izolacje jednozarodnikowych kultur Z. neoaphidis mozna réwniez wykonaé w nie-
co inny sposéb, przedstawiony schematycznie na rysunku 2. W dolnej czesci szalki
(o $rednicy 10 cm), na szklanej bagietce, umieszczono dwa szkietka podstawkowe,
po czym wyjatowiono w autoklawie, pokryto szkietka cienkg warstwg pozywki Sa-
boLiraud i pozostawiono na 24 godziny w temperaturze pokojowej. Do innej jatowej
szalki o tej samej Srednicy, na jej gérna czesé, prostopadle do szkietek podstawko-
wych, przeniesiono (w sposob sterylny) po 2 fragmenty mtodej kolonii grzybowej
Z. neoaphidis (rys. 2b). Po rozpoczeciu wytwarzania przez grzyb pierwszych zarodni-
kow, gbrng czes¢ szalki wraz z grzybnig przenoszono nad pokryte pozywka szkietka
podstawkowe, znajdujace sie w innej szalce (rys. 2c¢), i po pewnym czasie (okoto 20-
40 min) ogladano pod mikroskopem powierzchnie pozywki na szkietkach podstaw-
kowych. Nastepnie wybierano pojedyncze zarodniki i przenoszono do osobnych
szalek Petriego lub probowek z pozywka. Dodaé nalezy, ze hodowle jednozarodni-

Rys. 2. Schemat izolacji jednozarodnikowych kul-
tur Zoopbt/tora sp. z grzybni na szkietka podstawkowe.

a - szalka Petriego widziana z géry; b - grzybnia
Zoophthora sp. umieszczona na wewnetrznej stronie
gornej szalki; ¢ - szkietka podstawkowe pokryte po-
zywka Sabouraud; d - bagietka szklana umieszczona
na bibule w dolnej czesci szalki.
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kowych kultur w poczatkowym etapie dobrze jest prowadzi¢ na pozywce wzboga-
conej, to znaczy Sabouraud z dodatkiem zo6htka jaja kurzego (8). Izolaty grzyba
Z. neoapbidis uzyskane z jednego zarodnika charakteryzowaty sie jednakows, sta-
bilng aktywnoscig lipolityczna, co stwierdzono w testach laboratoryjnych na pozyw-
ce Sabouraud z dodatkiem tributyryny.

Sadze, ze tylko izolaty jednozarodnikowe grzybéw (zaréwno nalezacych do Ento-
mophthorales jak i Moniliales) powinny byé uzywane do badania poszczegdlnych ga-
tunkdw, a w szczeg6lnosci do badania ich wiasciwosci enzymatycznych i patoge-
nicznych, ktoére w koficowym efekcie mogg pozwoli¢ na wyselekcjonowanie odpo-
wiednich kultur do produkcji biopreparatow.
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