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Grzyby drozdzoidalne wystepujace na ziarniakach pszenicy. 1V.

Studium taksonomiczne szczepéw Cryptococcus laurentii (Ruff.)
Skinner var. laurentii i var. flavescens (Saito) Lodder et Kreger-van Rij

ZOFIA MACIEJOWSKA-POKACKA

Instytut Ochrony Roslin, Poznan

Maciejowska-Pokacka Z.: (Institute of Plant Protection, Poznan,
Miczurina 20, Poland). Yeasts occurring on wheat seeds. IV. A taxonomic study
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Morphology and physiology of strains of Cryptocoecus laurentii var. lau-
rentii and var. flavescens was studied. Morphological features found in var,
laurentii suggested a close relation to Sporobolomyecetaceae, and in particular
to Bullera alba (Hanna) Derx.

WSTEP

W dotychezasowych badaniach mikoflory ziarna zboz rzadko uwzgled-
niano zroZnicowanie gatunkowe grzybéw drozdzoidalnych, a czasem po-
mijano te grupe calkowicie. O pospolitym wystgpowaniu grzybow z ga-
tunku Cryptococcus laurentii (Kuff.) Skinner na ziarnie pszenicy doniosl
po raz pierwszy Kurtzman i wsp. (1970). Maciejowska-Po-
kacka (1976 b) badajac zroznicowanie gatunkowe i odmianowe grzybow
wyosobnionych z ziarniakow pszenicy i nalezgeych do tego rodzaju stwier-
dzila, ze jedng z najpospolitszych byla odmiana C. laurentii (Kuff.) Skin-
ner var. magnus Lodder el Kreger-van Rij. Dalsze badania wykazaly, ze
na ziarnie pszenicy jeszeze liczniej wystepowala odmiana C. laurentii
(Kuff.) Skinner var. leurentii. Natomiast odmiana C. laurentii (Kuff.)
Skinner var. flavescens (Saito) Lodder et Kreger-van Rij, ktora nie byla
dotychczas wyosobniona z ziarniakow zboz, wystepowala na badanym
przez autorke materiale sporadyeznie.

Lodder i Kreger-van Rij (1952) okreslajac odmiany C. lau-
rentii poslugiwaly sie kryteriami morfologicznymi, a mianowicie var.
magnus roznila sie ich zdaniem od typowego szczepu C. laurentii obec-
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noscig kulistych i wiekszych komérek wegetatywnych, podezas gdy var.
flavescens wytwarzala komorki o nieregularnym ksztaleie. Phaff
i Fell (1970) podaja z ‘kolei, ze odmiany C. laurenfii mozna rozpoznac
badajac zroznicowanie zdolnosei asymilacji niektérych skladnikow pokar-
mowych. Badane przez nich szezepy var. laurentii wykazywaly bowiem
zdolnoéé¢ pobierania ervtrytu i melibiozy, szezepy var, magnus nie pobie-
raly tych skladnikow, a szczepy var. flavescens asymilowaly melibioze,
lecz nie zuzywaly erytrytu.

Do gatunku C. laurentii sa zaliczane szezepy o okreslonych wlasciwos-
ciach fizjologicznych i o bialawej, kremowej, zéltawej lub rézowawej bar-
wie kolonii. Ich mikroskopowe cechy morfologiczne sq malo specyficzne.
Faza wegetatywna sklada sie tu gléwnie, podobnie jak u wielu innych
gatunkow i rodzajow grzybow drozdzoidalnych, z owalnych lub kulistych
komorek paczkujacych, a wytwarzanie prymitywnej nibygrzybni i grayb-
ni, ktora ostatnio stwierdzil Kurtzman (1973), jest zjawiskiem rzad-
kim. Poza tym kultury szezepiw tej samej odmiany moga byc gladkie
lub szorstkie, pastowate lub sluzowate.

Szezepy var. laurentii wystgpuja pospolicie na réznych nadziemnych
czeseiach rodlin, a ponadto w wodach stodkich i slonych, winie, piwie,
gumach roslinnych, ciele bezkregowcow, m.in. organizmach planktono-
wvch, owadach oraz w powietrzu. W sporadycznych przypadkach wy-
osobniono je takze z innych Zrodel, na przyklad z tchawicy ludzkiej.
Natomiast obeenosé C. laurentii var. flavescens stwierdzono w powietrzu;
wedlug dotvchezasowych opinii odmiana ta nalezy do organizmow rzad-
kich (Phaff, Fell 1970).

MATERIAL [ METODY

Dane dotyczgce materialu i stosowanych metod badawezych podano
w poprzedniej publikacji (Maciejowska-Pokacka 1976 a). Bada-
nia taksonemiczne, ktorveh wyniki przedstawiono w niniejszej pracy,
przeprowadzono na 30 szezepach C. laurentii var, laurentii 1 § szezepach
var. flavescens, wyosobnionych z ziarniakow pszenicy w latach 1871-1974.

WYNIKI | DYSKUSJA

Liczebnogé wystepowania oraz cechy [izjologiczne obu badanych od-
mian podano w tabelach 1 i 2. Jak wida¢ (tab. 1) szezepy C. laurentii
var. lqurentii wystepowaly glownie na ziarniakach nie odkazonych, podob-
nie jak szczepy C. laurentii var. magnus (Maciejowska-Pokacka
1976 b). Na ziarniakach zebranych 5, 6 1 7 dni przed Zniwami liczba
szezepow tej odmiany byla nieco wyisza, niZ na ziarniakach o pelnej
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Tabela 1 — Table 1

Cryptococcus laurentii var. laurentii i var, flavescens
Liczebnosé szerepow w mikoflorze wyosobnionej z ziarniakéw pszenicy
Number of strains in mycoflora isolated from wheat seeds

v Srednia liczba kolonii wyosobnionych z 1 g ziarna

(0-4 miesigee po zbiorze)
M:nermll. Lizy‘_"f:my Mean number of colonies isolated [rom 1 g of seeds
do izolacji {0-4 months after harvest)
Material used
for isolation ereyby ogolem’ gt?,}'}w var, var,
) drozdioidalne :
fungi total laurentii | flavescens
yeasis
Ziarniaki nie odkaizane 3640 ' 5 = L
Non-sterilized seeds 36400 ¥ 120 =
{,:arlm.nkl odkaiane 2130 302 8 0
Sterilized seeds

dojrzalosci. Podobng zaleinodé stwierdzono pomiedzy stopniem dojrzalodcei
ziarna i wystgpowaniem gatunkow z rodzaju Sporobolomyces Kluyver
et van Niel (Maciejowska-Pokacka 1976 c). Wszystkie szczepy
tej odmiany wytwarzaly kolonie o zabarwieniu kremowym lub bladord-
zowym, z wiekiem szarzejacym. Kolonie tych szczepéw byly gladkie lub
nieco szorstkie, pastowate lub $luzowate, ale nie wodniste jak np. kolonie
szezgpow C. laurentii var. magnus. Z nieodkazonych ziarniakow wyosob-
niono ponadto 8 szczepow C. laurentii var. flavescens. Kolonie tych izola-
tow byly kremowe lub zoltawe, gladkie i pastowate,

Szezepy C. laurentii var, lewrentii roznily sie miedzy soba nie tylko
cechami makroskopowymi kultur, ale réwniez pod wzgledem mikrosko-
powym ilosciows proporcja komorek malych i duzych. Porownujac nato-
miast strukture mikroskopowsa kultur wvar. laurentii i var. magnus
(Maciejowska-Pokacka 1976 b) stwierdzono pomiedzy nimi
wyrazne roznice morfologiczne. U szezepow var. laurentii wyslepowaly
kuliste komdrki o wymiarach 4,1-12,2 % 4,1-9,8 um, wytwarzajace wydlu-
zone paezki (rve. 12). Na jednym biegunie komodrki moglo powstawac
sukcesywnie kilka paczkow: niekiedy paczki powstawaly rowniez w in-
nych miejscach. W wielu przypadkach paczek powstawal na trzonku
podobnym do strzepki kielkowej lub do sterygmy (rye. 6, 7, 14). Czasem
trzonek ten pecznial i przeksztaleal sie w owalng komdrke (rye. 8, 13).
Pomimo pewnego podobienstwa opisanego tutaj paczkowania przypomi-
najacego stadium doskonale Aessosporon van der Walt (1970) wydaje
sig, Ze w tym przypadku byla to forma rozwoju wegetatywnego. W kul-
turach szezepow var. laurentii nie spotykano poza tym tak dobrze wy-
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Tabela 2 — Table 2

Cryptoceccus leurentii var, laurentii i var, flavescens
Charakterystyka Iizjologiezﬁa szczepow wyosobnionych z ziarniakéw pszenicy
Physiological characteristics of strains isolated from wheat seeds

C. laurentii C. laurentii
Wlasciwosci | Wtasciwosei e
fizjologiczne var. | var. fizjologiezne var, | var.
Physiological laure- | flave- | Physiological laure- | flave-
characteristies ntii soens characteristics atii -
Asymilacja : Asymilacja
Assimilation Assimilation
Glukoza Glicerol - e
Glucose + 5 | Glycerol +
Galaktoza + 4 || Erytryt + =
Galactose ' Erythritol
L-sorboza | Ribitol AR I
L-sorbose + ¥ | Ribitol : T a
Sacharoza || Duleyt
Saccharose + i | Galactitol T ¥
Maltoza Mannit
Maltose + + Manmnitol + +
Celobioza Glucitol
Cellobiose T + | Glucitol + *
Trehaloza a-metyl-D-glukozyd
Trehalose 3 + a-methyl-D-glucoside T bs
Laktoza Salicyna
Lactose + 55 Salicin + ;.
Melibioza | DL-kwas mlekowy T LE
Melibiose + ¢ | DL-lactic acid
Rafinoza Kwas bursziynowy e
Raffinose &5 a B Succinic acid o 3
Melezytoza | Kwas cytrynowy
Melesitose &7 g Citric acid T T
Inulina = Inozytol
Inulin T Inaositol + <
Skrobia rozpuszezalna - + | Wazrost na pozywece bez
Soluble starch = — ||  witamin _ _
D-ksyloza 3 i I Growth in vitamin-free
D-xylose | medium
L-arabinoza + =1 ‘ Azotan potasu _ .
L-arabinose | Potassium nitrate
D-arabinoza i ik | Azotyn potasu _ _
D-arabinose N Potassium nitrite
D-riboza a ) Wrytwarzanie zwigzkow
D-ribose skrobiopodobnych =0 aE
L-ramnoza £ i Formation of starch-like
L-rhamnose compounds
Etanol + 4 Rozpuszczanie zelatyny . _
Ethanol = i Gelatin liquefaction




Grzyby drozdZoidalne na pszenicy. IV, 7

ksztalconych, jak u szczepéw var. magnus, trojkomorkowych i tréjdziel-
nych elementéw (Maciejowska-Pokacka 1976 b). Wystepowal tu
natomiast inny, charakterystyczny element morfologiczny, mianowicie
komdérki o ksztaleie zblizonym do wrzecionowatego (ryc. 4) i o wymiarach
5,1-14,7 % 2,0-4,5 um, ktore mogly paczkowaé¢ na obydwdch lub na jed-
nym biegunie. Podobne komérki spotykano u grzybéw z rodzaju Sporo-
bolomyces (Maciejowska-Pokacka 1976 c). Wiekszo§¢ komorek
wykazywala jednak prosty, jednobiegunowy typ paczkowania.

W kulturach szczepow C. laurentii var. laurentii wyrdzniono 2 gene-
racje komoérek: male, wydluzone komoérki o wymiarach 1,9-7,3 X 1,1-
3,2 um, przypuszczalnie w stadium haplofazy (rye. 1, 2, 3, 10) oraz wigksze
komorki o ksztalcie owalnym lub zblizonym do kulistego, o wymiarach
3,3-14,8 { 3,1-12,9 pm, przypuszczalnie w stadium diplofazy (rye. 2, 3).
Duze komorki powstawaly z komérek malych, podobnie jak u szczepow
Sporobolomyces (Maciejowska-Pokacka 1976 c). Proces ten byl
prawdopodobnie wynikiem somatycznej autogamii, poniewaiz nie obser-
wowano konjugacji dwéch niezaleznych komoérek. Ponadto w kulturach
szczepow C. laurentii var. laurentii wystepowaly elementy prymitywnej
nibygrzybni i chlamydospory (ryc. 11).

Powstawanie zarodnikéw na trzonkach przypominajgcych sterygmy
wskazuje na pokrewienstwo szezepow C. laurentii var. laurentii z grzy-
bami z rodziny Sporobolomycetaceae, a zwlaszeza z rodzajem Bullera
Derx. Wskazuja na to rowniez identyczne wlasciwosci fizjologiczne trzech
odmian C. laurentii i gatunku Bullera alba (Hanna) Derx (Phaff 1970;
Phaff, Fell 1970). Poniewaz zdolno$¢ wytwarzania balistospor u szcze-
pow Bullera moze zanika¢, brak jest w takim przypadku kryteriéw, na
podstawie ktorych mozna by odrézni¢ je od szczepow C. laurentii (Phaf f
1970). Ponadto oryginalne szczepy Bullera alba zostaly wyosobnione ze
slomy pszennej i owsianej porazonej rdza. Obydwa gatunki wystepuja
wiec w tym samym $rodowisku naturalnym, co stanowi dodatkowy argu-
ment pozwalajacy na przypuszczenie, ze szczepy C. laurentii var. laurentii
opisane w niniejszej pracy sg w rzeczywistosci szczepami Bullera alba
pozbawionymi zdolnosci wytwarzania balistospor. ;

Kultury badanych szczepow C. laurentii var. flavescens skladaly sie
przewaznie z mniej lub bardziej wydluZzonych komorek owalnych. Cha-
rakterystycznym elementem tych kultur byly jednak komoérki o nieregu-
larnych ksztaltach i komorki kolankowate (ryc. 18-21, 23-26). Wszystkie
te formy reprezentowaly roiny stopien i rézny kierunek rozwoju potréj-
nych elementow, typowych dla C. laurentii var. magnus i C. albidus var.
albidus (Maciejowska-Pokacka 1976 b). W kulturach C. lau-
rentii var. flavescens niekiedy znajdowano rowniez komorki wytwarzajace
paczki na trzonku podobnym do sterygmy (ryc. 22). Zwykle jednak za-
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miast trzonka powstawala bazypetalnie druga komorka (rye. 32). Te dwie
komorki najeze$ciej nie rozdzielaly sie, lecz laczyly, a forma posrednia
byla komérka blizniacza (ryc. 29, 32). W starszych kulturach C. laurentii
var. flavescens wystepowaly charakterystyczne komdrki owalne lub grusz-
kowate o gestej cytoplazmie (rye. 28, 30). Niezaleznie od wieku w kul-
turach tej odmiany powstawaly komorki olbrzymie (rye. 17). Zasadniczym
sposobem paczkowania bylo paczkowanie proste, jednobiegunowe (rye. 16,
33), podobnie jak u szczepéw var. laurentii. Szcezepy var. flavescens wy-
twarzaly takze elementy prymitywnej nibygrzybni (rye. 23, 27, 31). W kul-
turach wyrdzniono 2 generacje komorek: male, owalne komérki o wymia-
rach 2,8-7,3 X 1,6-3,5 um przypuszczalnie w stadium haplofazy (ryc. 16)
i wydluzone lub owalne, wieksze komorki o wymiarach 4,4-15,0 < 1,7-
12,0 um przypuszczalnie w stadium diplofazy (rye. 16, 19).

Na podstawie przeprowadzonych badan moina wyciagnaé nastepujace
whnioski: 1) badane szezepy C. laurentii var. laurentii roznily sie wyraznie
pod wzgledem cech morfologicznych od szezepow C. laurentii var. magnus
i var. flavescens; 2) szczepy C. laurentii var. laurentiit mialy cechy morfo-
logiczne i fizjologiczne wskazujace na bliskie pokrewienstwo z grzybami
z rodziny Sporobolomycetaceae, a zwlaszcza z Bullera alba; 3) badane
szezepy C. laurentii var. flavescens wytwarzaly charakterystyczne komorki
o nieregularnych ksztaltach oraz komérki kolankowate. Na podstawie ostat-
niej cechy mozna bylo je latwo odréini¢ od szezepéw dwdch pozostalych
odmian C. laurentii.

Autorka dzigkuje dr N. J. W, Kreger-van Rij z Laboratorium voor Me-
dische Microbiologie Rijks Universiteit, Groningen, Holundia za sprawdzenie po-
prawnosci oznaczenia szczepu nr 55 C. laurentii var. laurentii.

Tablica I — Plate I

Cryptococcus laurentii (Kuff) Skinner var, laurentii
szezep nr §5: 1, 4, § — fragmenty kultur na agarze kukurydzianym po 4 dniach;
2, 3 — fragmenty kultur na agarze ziemniaczanym z glukozg po 4 i 5 dniach; 5-8 —
powstawanie pgczkdw na niektérych komérkach w stadium domniemanej diplofazy;
szczep nr 126: 9 — fragment kultury na agarze ziemniaczanym z glukoza po 3 dniach;
10, 15 — fragmenty kultur na agarze kukurydzianym po 3 dniach; 11 — chlamy-
dospory; 12-14 — powstawanie pgezkéw na niektérych komorkach w stadium do-
mniemanej diplofazy
strain No. 55: 1, 4, 5§ — fragments of cultures on cornmeal agar after 4 days; 2, 3 —
fragments of cultures on PDA after 4 and 5 days; 5-8 — formation of buds on some
cells of presumed diplophase;
strain No. 126: 9 — fragment of a culture on PDA after 3 days; 10, 15 — fragments
of cultures on cornmeal agar after 3 days; 11 — chlamydospores; 12-14 — formation
of buds on some cells of presumed diplophase



Tablica I — Plate 1




Tablica Il — Plate II

Cryptococcus laurentii (Kuff.) Skinner var. flavescens (Saito) Lodder et Kreger-van
Rij
szezep nr 121: 16, 18-21, 23-26 — fragmenty kultur na agarze kukurydzianym, z ko-
morkami o nieregularnym ksztaleie reprezentujgeymi rozne stadia rozwoju ele-
mentdw trajdzielnych; 17 — komdrka olbrzymia w kulturze na agarze ziemniaczanym
z glukozy; 22 — powstawanie paczka na trzonku podobnym do sterygmy;
strain No. 121: 16, 18-21, 23-26 — fragments of cultures on cornemeal agar with cells
of irregular shape representing various stages of development of triple elements:;
17 — a giant cell in a culture on PDA; 22 — formation of a bud on a sterigma-like
stalk



Tablica Il — Plate 11




Tablica IIl — Plate III

Cryptococcus laurentii (Kuff) Skinner var. flavescens (Saito) Lodder et Kreser-van
Rij
szezep nr 121: 27 — fragment kultury w mineralnej poizvwee plynnej z maltoza po
3 tygodniach: 28, 30 — owalne i gruszkowate komorki w starej kulturze na agarze
ziemniaczanym # glukoza; 29, 31-33 — fragmenty 4-dniowych kultur na agarze kuku-
rydzianym: na rye. 29 i 32 widaé rézne stadia rozwoju dwdach kolejnych paezkow
powstajgeyeh na wigkszych, owalnyeh komarkaech

strain No. 121: 27 — fragment of a culture in a liquid mineral medium with maltose

after 3 weeks; 2§, 30 — oval and pear-shaped cells in an old culture on PDA;

29, 31-33 — fragments of 4-day-old cultures on cornmeal agar: on figs. 29 and 32

are seen various stages of dsvelopment of two successive buds formed on larger
) oval cells
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SUMMARY

The paper is concerned with the morphology and physiology of strains of
Cryptococcus laurentii (Kuff) Skinner var. laurentii and var. flavescens (Saito)
Lodder et Kreger-van Rij isolated in the years 1971-1974 from 5 varieties of winter
wheat seeds and from 4 regions of Poland. Morphological characters found in strains
of C. laurentii var, laurentii indicated that they were related to Sporobolomyceteceae,
and especially to Bullera alba (Hanna) Derx. In strains Cryptococcus laurentii var.
flavescens irregular, polymorph and knee-shaped cells were found this feature was
highly characteristic for the variety flavescens.
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