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In laboratory experiments were observed diameter of hyphae as well as the influence
of temperature and kind of medium on mycelium growth, colour of colony and forming

of sclerotia by K. cerealis and R. solani.

WSTEP

Rhizoctonia solani Kiihn po raz pierwszy zostala opisana w roku 1858
(teleomorfa nosi nazwe Thanatephorus cucumeris (Frank) Donk 1956); w
miodych wegetatywnych strzgpkach wystgpuja u tego grzyba komorki wielo-
jadrowe ze sclanami poprzecznymi z wyraznym aparatem porowym (Parme-
ter, Sherwood, Platt 1969). O wystgpowanmiu gatunku podobnego do
R. solani, lecz posiadajacego dwujadrowe komorki 1 wytwarzajacego zarodni-
ki podstawkowe typowe dla rodzaju Ceratobasidium, donosith Parmeter,
Whitney 1 Platt (1967). Prace porownawcze pozwolily na opisanie nowego
gatunku, R. cerealis van der Hoeven 1977.

Celem niniejszej pracy bylo porownanie R. cerealis 1 R. solani pod
wzgledem hczby jader w komorkach rosngcych strzepek, wzrostu grzybni,
srednicy strzepek rosnace) czesci grzybm powietrzne), koloru koloni 1 wytwa-
rzamia sklerot na dwoch pozywkach.

MATERIAL I METODY

‘Przedmiotem pracy bylo sze$¢ i1zolatow grzybow z rodzaju Rhizoctonia.
Izolaty la 1 1b, pochodzace z ostrych plam oczkowych pedow pszenzyta
Gotebniak, Marcinowski 1988), okazaly sie gatunkiem R. cerealis, a
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izolaty R-13 1 R-2 wyizolowane z szyjki korzenmiowe] rzepaku ozimego
(Weber 1987) oraz Z-1 1 Z-2 uzyskane ze sklerot wystepujacych na bulwach
ziemniaka — gatunkiem R. solani.

Przed przystapieniem do okreslenia liczby jader w komorkach strzepek, z
rosngce] czescl kolonii pobierano grzybnig¢ powietrzng, ktorg utrzymywano:
przez 2 minuty w wodzie destylowanej, przez 2-3 minuty w 3%/, wodnym
roztworze formaldehydu, przez 5-10 minut w 50°, wodnym roztworze
safraniny 0 (Martin 1987; Yamamoto, Uchida 1982). Wybarwione
strzgpki umieszczano w kroph gliceryny. W ten sposob przygotowane prepa-
raty obserwowano w mikroskopie swietlnym Jenamed 2 (obiektyw Plana-
chromat H. I. 100 x1,30) przy powigkszeniu 1000 x.

Przy ocenie wplywu temperatury (10, 15, 20, 251 30°C) na wzrost grzybm
1izolatow okreslano wzrost lintowy podczas 3 1 4 doby na pozywkach:
agarowo-glukozowo-ziemmaczanej (ACZ) 1 Czapka oraz przyrost suchej ma-
sy grzybni w czasie 23 dn1 na tych samych poizywkach pozbawionych agaru.
W pierwszym przypadku w kazdej kombinacy stosowano po 3 plytki Petrie-
go o srednicy 90 mm z 18 ml pozywki, a w drugim po 3 kolbki stozkowe o
pojemnosci 100 ml z 20 ml pozywki. Inokulum stanowily krazki o srednicy 5
mm pozywki (odpowiednio AGZ lub Czapka) przerosniete przez 7-10-dniowe
kolonmie grzybow. Wzrost liniowy okreslano wzdluz dwoch prostopadiych
linii kazdej plytki Petriego. Przyrost suchej masy oceniano po zebraniu
grzybnm z kazdej kolbki na oddzielny krgzek bibuly o okreslone; masie.
Suszenie grzybni wraz z bibulg wykonywano przy temp. 80°C do momentu
uzyskania stalej masy.

Grubosc strzepek grzybmi powietrzne) okreslano u kolonn ocenianych
1zolatow grzybow rosngcych przy temp. 25°C na agarze AGZ 1 na pozywce
Czapka. W kazdej kombinacji wykonywano po 20-30 pomiaroéw srednicy
wierzchotkowych komoérek strzgpek grzybni w polowie ich dlugosci.

Opis koloru 1 wystepowania sklerot wykonano jednorazowo na 9-dnio-
wych koloniach wszystkich izolatow grzybéw z rodzaju Rhizoctonia.

W celu okreslenia istotnosci réznic szybkosci wzrostu liniowego 1 przyro-
stu suche)] masy grzybni oraz srednicy strzgpek wykonano analiz¢ wariancji.
Przed wykonaniem obliczen odpowiednie wartosci przeksztalcono wg Free-
mana-Tukeya lub Blissa. Przy pordwnywaniu $rednich wartosci postugiwano
siec metodg Tukeya.

WYNIKI

[zolaty Rhizoctonia sp. pochodzgce z pszenicy zawieraly po 2, a pocho-
dzace z rzepaku 1 ziemnmiaka — wigce] miz 2 jadra w komorkach strzepek

grzybni.
Szybkos¢ wzrostu liniowego grzybmi grzybow z rodzaju Rhizoctonia zale-
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zala od temperatury i1 rodzaju pozywki (tab. 1, 2). Na pozywce AGZ
maksymalny wzrost grzybni R. cerealis (5,8 -5,9 mm/dobe) zanotowano przy
temp. 20°C, chociaz wartosci uzyskane przy temp. 25°C okazaly si¢ mniejsze
w stopniu nieistotnym statystycznie (tab. 1). Maksymalny wzrost grzybni

Tabela | — Table 1

Wplyw temperatury na liniowy wzrost grzybow na pozywkach AGZ (A) 1 Czapka (B)
Influence of the temperature on the lincar growth of fungi on potato-dextrosc-agar (A) and
Czapek medium (B) '
(Poznan, 7-11.12.1987)

| | Sredni przyrost* grzybni w czasic 3 i 4 doby
| Gatunek Izolat | Mean growth rate* of the mycelium during 3™ and 4" day
: ! (mm)
Species Isolate |
| 10°C 15’C | 20°C | 25°C 30°C
A
R. cerealis | la 1.5% 27 , 5,80 4.4+ 11"
- 1b 1,9<¢ 33 5,90 S 28"
R. solani R-13 02" 3,7% ' 8,0+ . 8.5 21
R-2 0,4 60" | 102" 5, 5enl 2.
| Z-] 1,1° 7,20 12,6°° | 12,3%r 11,]m
- 72 T 6,1 J] 2. 133 | 110
B | |
R. cerealis la 1,0¢ l 32° 32 2= 2,0
b 13 | §p 4,8 | . oo 3¢ ]
R. solani R-13 2 ] e 1068 | 86 354
R-2 3,0~ B 1098 | 45" 1,4*°
Z-1 2,7 | 47" 968 | 12,7 11,2'=
Z-2 234 | g4 98 | 139" 9,0

¥ — jednakowym: bicrami oznaczono warlosci nie roémigee sig stoinie (means followed by the same leticr are nol
significantly different at 5% level)

izolatéw R. solani pochodzacych z rzepaku (R-13, R-2) wynosil odpowiednio
8,5 (25°C) 1 10,2 mm/dobg (20°C), a pochodzgcych ze sklerot znajdujacych
si¢ na bulwach ziemniaka (Z-1, Z-2) — 12,6 (20°C) i 13,3 mm/dobe (25°C).
Przy temp. 30°C szybkos¢ wzrostu zblizong do maksymalnej stwierdzono
jedynie u 1zolatow R. solani pochodzacych z ziemniaka. Na pozywce Czapka
maksymalny wzrost grzybni R. cerealis (3,2-5,0 mm/dobe) zanotowano przy
temp. 15-20°C (tab. 1). Maksymalny wzrost grzybni izolatéw R. solani
pochodzacych z rzepaku wynosit 10,7 (15°C) — 10,9 mm/dobe (20°C), a
pochodzacych z ziemmiaka 12,7-13,9 mm/dobe (25°C).

Przyrost suche) masy grzybni na pozywce AGZ okazal si¢ najwyzszy przy
temp. 10°C w przypadku R. cerealis (143 -154 mg) oraz przy temp. 15-20°C
w przypadku R. solani (176-209 mg), (tab. 2). Przyrost ten zalezal od
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Tabela 2 — Table 2

Wplyw temperatury na przyrost suchej masy grzybni na plynnych pozywkach AGZ (A)
I Czapka (B)
Influence of the temperature on the increase of the mycelium mass of on liquid on hquid

polato-dextrose medium (A) and on liquid Czapek medium (B)
(Poznan, 7-30.01.1988)

| _ Sucha masa grzybni w mg*
| Gatunek | Izolat Dry mass of mycelium in mg*
| Species | Isolate |
10°C 15°C 20°C | 25°C 30°C
A
R. cerealis la 1434 gRabe 79> 7 | 1(ete
b ] 5410k 119" 117 1444 137™
R. solani R-13 | 7Qkime 206" 195 | 1429 101 ¢de
R-2 186mmr | 209" 203 | 166" {23
Z-1 1474 1 69%im 176 | 142U Q4bed
L—2 157% 187™F 1 8(\mne | 144 J(2°0t
B .
R. cerealis la 72¢ . 1309 2054 73
b gg** 149+ 146% | 218 g5
R. solani R-13 123° 167" 1775k | 1469 g3
| R-2 128 | 187™ 254+ | 79%h 124°
Z-1 og® | 337 326! 212} 1370
Z-2 ]3] % 369! 138 252" 143cde
* — ednakowymi lilerami oznaczono warlosci nme rozmgee sic islolnie (means followed by the same letlier are not

significantly different at 5% level)

gatunku 1 izolatu grzyba oraz od temperatury. Na pozywce Czapka najwigk-
szy przyrost suche) masy grzybni zanotowano przy temp. 25°C (205-215 mg)
w przypadku R. cerealis oraz przy temp. 20°C w przypadku izolatow R,
solani pochodzacych z rzepaku (177 - 254 mg) i przy temp. 15°C, gdy izolaty
R. solani pochodzily z ziemmaka (337-369 mg), (tab. 2).

Dziewigciodniowe kolonie R. cerealis na pozywce AGZ byly biale lub
jasnobrunatne (20-25°C) 1 nie wytwarzaly sklerot (tab. 3). Izolaty R. solani
pochodzace z rzepaku (R-13, R-2) byly biale lub jasnobrunatne i przy
temperaturze 15-25°C wytwarzaly nieliczne skleroty., Kolonie izolatow z
ziemmaka (Z-1, Z-2) przy temperaturze 20-25°C byly ciemnobrunatne, a
przy temperaturze 15-25°C wytwarzaly liczne skleroty. Dziewieciodniowe
kolonie R. cerealis na pozywce Czapka byly biale. Jedynie przy temperaturze
25°C izolat 1b wytworzyl liczne skleroty (tab. 3). Kolonie izolatéow (R-13, R-
2) R. solani z rzepaku byly bialobrunatne i zwykle nie wytwarzaly sklerot.
Kolonie 1zolatow (Z-1, Z-2) tego gatunku z ziemniaka byly biale do ciemno-
brunatnych 1 prawie zawsze wytwarzaly liczne skleroty.
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Tabela 3 — Table 3

Kolor 9-dniowych kolonii grzybow 1 wystgpowanie na nich sklerot, na pozywkach AGZ (A)
1 Czapka (B)
Colour of the 9-days colonies of Rhizoctonia species fungi and forming of the sclerotia by them on

AGZ medium (A) and on Czapek medium (B)
(Poznan, 7-16.12.1987)

Kolor kolonii* 1 obecnosé sklerot**
Gatunek [zolat Colonies colour* and presence of sclerotia**
Species Isolate _— —
10°C 15°C . 20°C 2370 | 30°C
A o - ' |
R. cerealis la b.— b.— j.br.— | j.br.— | b.—
b | b.— b.— | j.br.— | jbr.— | b.—
R. solani R-13 | b.— jbr.+ | jbr.+ | jbr.+ j.br.—
R-2 | b.— j.br. + 1.br. + j.or. + j.br.—
Z-1 | b.+ )-br.+ + c.bhr.+ + cbr.++ | cbr.—-—
Z-2 | b.+ ).br.+ + c,br.+ + c.br.+ + c.br.— —
B | |
R. cerealis la b.— b. — b.— b.— b.—
Ib |  b— b.— b.— b.+ + b.—
R. solani R-13 b.— br.— J.br.— ).br.— Jbr.—
R-2 b.— br.— j.br— j.br. + j.br.—
Z-1 | b.+ ybr.++ | jbr++ c.br. 4+ +. c.br.+ +
Z-2 | b.+ J.br.4+ + J.br.+ + chr.+ + c.br.+ +

. ® = kolor [colour): b. — bialy [white), br. — brunatny (brown), jbr. — jasnobrunatny (light brown), cbhr. — cemno-
brunatny (dark brown)
** — skleroty (scicrotia). — brak (no), + nicliczne (nol numerous), + + liczne (numerous)

Na pozywce AGZ sérednica strzepek grzybni powietrzne) R. cerealis
wynosila srednio 3,3-4,2 um, a R. solani 5,5-79 um (tab. 4). Na pozywce
Czapka $rednica strzgpek grzybni powietrznej R. cerealis wynosila Srednio
25-33 um, a R. solani 48-99 um (tab. 4). |

DYSKUSJA

W Polsce, podobnie jak w wielu innych krajach, obserwuje si¢ coraz
czestsze wystegpowanie ostrej plamistosci oczkowej na pszenicy, Zycie 1 pszen-
zycie (Hollins, Scott 1983; Lacicowa 1985; Pokacka, Wojtaszek
1977). Gatunki (R. cerealis i R. solani), ktore mogg powodowac t¢ chorobe,
identyfikuje si¢ na podstawie liczby jader w komorkach strzepek, szybkosci
wzrostu grzybni w ciemnosci na pozywce AGZ przy temp. 23°C, Srednicy
mlodych strzepek grzybni oraz innych cech makro- 1 mikroskopowych
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Tabela 4 — Table 4
Srednica strzgpek powietrznej grzybni rosnacej czesci kolonii grzybow na pozywkach AGZ (A)

1 Czapka (B)
Diameter of air mycelium hyphal of the colony growing part of fungi on AGZ (A) and on Czapek
medium (B)
(Poznan 7-10.12.1987)
| Srednica strzepeck w pm
Gatunek | 1zolat Hyphal diameter in pum
Specics | [solate
zakres — range srednio®* — mean®*
A !
R. cerealis la (1,2)2,3-4,6(6,9) 4.2*
| 1b 2.3-4,6 3,3
R. solani | R-13 (4,6)6,9-8,1 7.1
| R-2 (2,3)3,4-7.7 g
| Z-1 6,9-9,2 7.9¢
| Z-2 5,8-6,9(8,1) 6,7¢
B

R. cerealis | la 23- 46 c B
| Ib (1,2)2.3- 34 2,5"
| R. solani ' R-13 (3,4)46- 58 48"
R-2 (344.6- 69 53"
Z-1 6,9-11,5 9,9f
l-2 4.6-11,5 Lr

* — jednakowymi literami ornaczono wartodci mie roinigoe sip istotmic
imeans lollowed by the same letter are not significantly different at 5% level)

(Boerema, Yerhoeven 1977; Parmeter 1970). Liczbe jader w komorkach
strzepek grzybmi mozna okreshi¢c po uprzednim ich wybarwieniu. Sposrod
roznych opisywanych w literaturze metod (Anderson 1982; Tu, Kim-
brough 1973; Yamamoto, Uchida 1982; Lipps, Herr 1982; Martin
1987) latwe do wykonania okazalo sig barwienie z formaldehydem 1 safraning
0 podane w metodach nimiejsze) pracy. Jadra w tak wybarwionych strzgp-
kach grzybmi byly dobrze widoczne w uzywanym mikroskopie, a prawie w
ogdble nie mozna ich bylo zobaczyé w mikroskopie powigkszajacym 1350 razy
(90 x 15) z obiektywem apochromatycznym.

Dobowy wzrost liniowy grzybni na pozywce AGZ wynosi u R. cerealis
(przy 23°C) 4,8-7 mm (u 1zolatu la wzrost ten przy 25°C byl juz mzszy od
48 1 wynosit 44 mm), a u R. solani na tej pozywce przy te] same)
temperaturze jest on wiekszy; dobowy wzrost liniowy grzybni R. selani nrzy
25°C wahal si¢ od 5,5 (R-2) do 13,3 mm (Z£-2).

Trzecim waznym elementem okreslanym przy oznaczaniu grzybow z
rodzaju Rhizoctonia jest Srednica miodych strzepek grzybni. Na agarze
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ziemniaczanym srednica strz¢pek R. cerealis wynosi 28-5,5 yum (Boerema,
Verhoeven 1977), a R. solani jest wigksza od 5 ym (Parmeter, Sher-
wood, Platt 1969). Srednie wielkosci $rednicy miodych strzepek grzybni
ocenianych izolatow utrzymywanych w temp. 25°C obydwu gatunkéw grzy-
bow miescily sig¢ w podanych przedzialach. Na pozywce AGZ optymalne
temperatury dla himmowego wzrostu R. cerealis wahaly si¢ w gramicach 20-
-25°C, a R. solani w zaleinosci od izolatu wynosily 20-25-30°C. U San-
dersa, Burpe’a 1 Colego (1978) optymalnymi okazaly sie¢ odpowiednio
temperatury 21-23°C i 28°C.

Roznice, jakie uzyskano w przyroscie suchej masy grzybni miedzy
R. cerealis 1 R. solani, tylko czesciowo sg skorelowane z wartosciami dotycza-
cymi przyrostu liniowego i wykazujg mala regularnos¢. Wydaje sig, Zze ocena
przyrostu suchej masy grzybni nie jest przydatna przy oznaczaniu omawia-
nych dwoch gatunkow grzybow z rodzaju Rhizoctonia. Kolor kilkudnmowych
kolonu 1 wytwarzanie sklerot, szczegdlnie na pozywce AGZ, wydaja si¢ byc
dos¢ waznym dodatkowym kryterium przy oznaczaniu obu gatunkéw grzy-
bow (Bltaszczak 1958: Boerema, Verhoeven 1977;: Parmeter 1970).
W przedzialach temperatury optymalne) dla wzrostu limmowego poszczegol-
nych gatunkow obserwowano jasnobrunatne zabarwienie kolonii R. cerealis 1
brunatne lub ciemnobrunatne kolonii R. solani.

Podsumowujac nalezy stwierdzi¢, ze wsrod wielu cech pozwalajacych
odrézni¢ R. cerealis od R. solani bardzo waznymi sg: liczba jader w
komorkach strzepek grzybni, srednica mlodych strzepek grzybni powietrznej i
szybkos¢ wzrostu linmowego grzybmi na agarze glukozowo-ziemniaczanym
przy temp. 23°C.
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SUMMARY

One of the simplest methods of staining nuclel of Rhizoctonia cerealis and R. solani proved
to be that with 3%, formaldehyde and 50%/, of safranin O. The nuclei were seen very well in
the light microscope Jenamed 2 with objective Planachromat H. 1. 100 x 1. 30. The rate of linear
growth, diameter of young air hyphae, colour of colony and formation of sclerotia in the case of
two binucleate i1solates from triticale were typical for K. cerealis and in the case of multinucleate
isolates from rape and potato it appeared tht they are characteristic for R. selani.
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