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Morphology and physiology of strains of Cryptococcus laurentii var, magnus
and C. albidus var. albidus isolated from winter wheat seeds was studied. It was
concluded on the basis of morphological similarity that these fungi were closely
related. Resting spores of a "dangeardien” type were found in C. laurentii, while
in some cultures of C. albidus unusually large resting spores were discovered,

WSTEP

Rodzaj Cryptococcus Kiitzing (Deuteromycetes, Cryptococcales) jest
taksonem, u przedstawicieli ktérego nie znaleziono charakterystycznych
cech morfologicznych, odrézniajacych go od fazy paczkujacej niektérych
innych grzybow drozdzoidalnych. Grzyby okreslane jako Cryptococcus
maja komoérki o ksztalcie zblizonym do kulistego lub lekko wydluzone
i wykazujg jednobiegunowy lub wielobiegunowy typ paczkowania. Zali-
czenie szczepu do rodzaju Cryptococcus opiera si¢ poza tym na kryteriach
negatywnych, miedzy innymi na: braku stadium doskonalego, braku zdol-
nosci wytwarzania grzybni, nibygrzybni, artrospor i balistospor. Skin-
ner, poszukujge rozwigzan taksonomicznych podzielil w 1950 r. rodzaj
Cryptococcus na 2 rodzaje: Cryptococcus Kitzing emend. Vuillemin
i Torulopsis Berlese. Do pierwszego z nich zaliczyl szczepy nie wykazujace
zdolnodei fermentacji cukrow, a do drugiego — szczepy fermentujace
cukry (Lodder 1970). Lodder i Kreger-van Rij (1952) wpro-
wadzily natomiast waina, dodatkows ceche diagnostyczng dla rodzaju
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Cryptococcus, mianowicie zdolnos¢ wytwarzania zwigzkow skrobiopodob-
nych. Na tej podstawie przeniosly kilka gatunkow Cryptococeus do rodzaju
Torulopsis i odroznily je od pokrewnego rodzaju Rhodotorula Harrison
po braku widocznych barwnikéw karotenowych. Obecnie jednak stwier-
dzono wytwarzanie zwigzkow skrobiopodobnych u wielu innych rodzajow,
na przvklad u Candida Berkhout, Lipomyces Lodder et Kreger-van Rij
i Bullera Derx (Lodder 1970), a Nakayama, MacKinney
i Phaff (1954) udowodnili, ze barwniki karotenowe w slabym stezeniu
wystepuja takze w bezbarwnych i kremowych szezepach Cryptococcus.

W monografii grzybow drozdioidalnych (Lodder 1970) Phaff
i Fell przyjeli jako gléwna ceche diagnostyczng rodzaju Cryptococcus
Kutzing emend. Phaff et Spencer — zdolno$¢ asymiliacji inozytu polgczong
z kilkoma innymi wlasciwosciami, przede wszystkim za$ z brakiem grzybni
i lepiej rozwinietej nibygrzybni. Polgczenie tych cech bylo niezbedne,
poniewaz niektore gatunki Candida asymilujg takze inozyt, lecz wytwa-
rzajg dobrze rozwinieta nibygrzybnie lub grzybnie.

Dobér kryteriow diagnostycznych przez Phaffa i Fella nie byl
wiec przypadkowy, lecz jest jeszcze niewystarczajacy z roinych powoddéw.
Na przyklad Shadomy i Utz (1966) opisali szczep Cryptococcus
neoformans (Sanfelice) Vuillemin wytwarzajacy grzybnig, a Kurtz-
man (1973) wykryl grzybnie u C. laurentii var. laurentii. Okazuje sie
wiec, ze cechy diagnostyczne rodzaju Cryptococcus sq malo specyficzne
i w zwigzku z tym istnieje potrzeba prowadzenia dalszych badan w celu
okreslenia wyraznych granic tego taksonu.

Grzyby z rodzaju Cryptococcus sa spotykane w réznych $rodowiskach
naturalnych. O pospolitym wystepowaniu C. laurentii i C. albidus na
ziarnie pszenicy doniésl po raz pierwszy Kurtzman (1970)., Ponadto
grzyby zaliczane do C. laurentii byly wyosobnione z rdznych organow
rodlinnych, z gumoz roslinnych, z planktonu, owaddw, piwa, wina, po-
wietrza, wod slodkich i stonych, a w nielicznych przypadkach z czlowieka.
Grzyby zaliczane do C. albidus izolowano z podobnych srodowisk natu-
ralnych, mianowicie z roéslin, z bezkregowcow, z wod stodkich i slonych,
z osadow, z gleby i z powietrza (Carmo Sousa 1969; Phaff, Fell
1970). Ze wzgledu na brak zdolno$ci fermentacji cukrow i powszechnej
zdolnoéci wywolywania choréb u czlowieka i zwierzgt morfologia, fizjo-
logia, biochemia i taksonomia tych grzybow jest dotychezas malo zbadana.

MATERIAL I METODY

Szezegolowe dane dotyczace materialu i metody badan zostaly podane
w poprzedniej publikacji (Maciejowska- Pokacka 1975). Wyniki
badan przedstawione w niniejszej pracy oparto na zbadaniu 180 szczepdw.
C. laurentii (Kuff) Skinner var. magnus Lodder et Kreger-van Rij i 55
szezepow C. albidus (Saito) Skinner var, albidus,
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WYNIKI I DYSKUSJA

Szczepy C. laurentii var. magnus i C. albidus var. albidus wystgpowaly ‘
najezesciej na dojrzalych, nieodkazonych ziarniakach pszenicy, a o wiele
rzadziej na materiale odkazonym (tab. 1). Nie stwierdzono wyrainych

Tabela 1 — Table 1

Liczebnoéé szczepoéw Cryptococcus laurentii var. magnus i C. albidus var. albidus
w mikoflorze wyosobnionej z ziarniakéw pszenicy
Number of strains of Cryptococcus laurentii var. magnus and C. albidus var. albidus
in mycoflora isolated from wheat seeds

Srednia liczba kolonii wyosobnionych z 1 g ziarna
{0-4 miesigee po zbiorze)

Material uzywany Mean number of colonies isolated from 1 g of seeds
do izolacji (0-4 months afler harvest)
Material used
for isolation Grzyby ogélem _G”{’:;Y C. laurentii| C. albidus
Fungi-total | droidioidalne | oo onus| var, albidus
Yeasts
Ziarniaki nieodkaiane | i
Non-sterilized seeds [ 29 800 { 2680 451 245
Ziarniaki odkazane j |
Sterilized seeds f 2120 239 | 5 1

zaleznodci pomiedzy wystepowaniem tych grzybow, odmiang pszenicy
i rejonem pochodzenia. ZauwaZono natomiast, Ze ilo§¢ ich zmieniala sig
w zaleznosci od stopnia dojrzaloei ziarna. Na ziarniakach slabiej wypel-
nionych, zebranych przedwczesnie, bylo wigeej grzybéw drozdzoidalnych
z rodzaju Sporobolomyces Kluyver et van Niel, szezegolnie w warunkach
chlodniejszej i bardziej wilgotnej pogody (Maciejowska-Pokacka
1977), a na ziarniakach dojrzalych wystepowalo znacznie wigcej szczepow
Cryptococcus.

Wyniki badan fizjologicznych sq podane w tabeli 2. Na plytkach au-
ksanograficznych wigkszoé¢ badanych szczepow nalezacych do obu ga-
tunkow wykazywala slabg zdolno$¢ asymilacji galaktozy, podezas gdy inne
pobieraly ten skladnik réwnie dobrze jak glukoze, sacharoze, maltoze
i laktoze. Niektore szczepy stabo asymilowaly cukry z plytek auksanogra-
ficznych, natomiast znacznie lepiej pobieraly je z minieralnej pozywki
plynnej. Wszystkie badane szczepy asymilowaly inuling i réznily si¢ pod
tym wzgledem od szczepow standardowych. Wlasciwosé ta (Phaff, Fell
1970) jest jednak cechg drugorzedng i nie ma specjalnego znaczenia przy
identyfikacji gatunkow i odmian rodzaju Cryptococcus.

Makroskopowy wyglad kolonii szczepoéw obydwoch gatunkéw byl pra-
wie jednakowy: kolonie byly wodnisto bialawe i $luzowatle, Cechg cha-
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Tabela 2 — Table 2

Charakterystyka fizjologiczna szczepéw Cryptococcus laurentii i C. albidus
wyosobnionych z ziarniakdw pszenicy

Physiological characteristics of strains of Cryptococcus laurentii and C. albidus
isolated from wheat seeds

Wiasciwosci 188 C. Wiadeiwoscl C. 2%
fizjologiczne laurentii | albidus fizjologiczne laurentii | albidus
Physiological var. var. Physiological var. var.
characters magnus | albidus characters magnus | albidus
Asymilacja Asymilacja
Assimilation Assimilation
Glukoza L-Ramnoza
Glucose o + L-Rhamnose + +
Galaktoza Etanol
Galactose T T Ethanol + +
L-Sorboza Glicerol
L-Sorbose + + Glycerol + +
Sacharoza Erytryt
Saccharose + ¥ Erythritol = S
Maltoza Ribitol
Maltose " + Ribitol + +
Celobioza Duleyt
Cellobiose + : Galactitol o +
Trehaloza Mannit
Trehalose + + Mannitol + +
Laktoza Glueitol
Lactose b + Glueitol + +
Melibioza a-Metyl-D-glukozyd
Melibiose W + a-Methyl-D-glucoside + +
Rafinoza Salicyna
Raffinose o = + Salicin T +
Melezytoza DL-Kwas
Melezitose + + mlekowy — =
Inulina DL-Lactic acid
Inulin + + Kwas
Skrobia rozpusz- blzlmt}rn?wy + +
czalna L + Succinic acid
Soluble starch == Kwas cytrynowy .
D-Ksyloza + Citric acid = =
D-Xylose + Inozyt
L-Arabinoza Inositol + +
L.-Arabinose + + Wzrost w pozywee
D-Arabinoza bez witamin
D-Arabinose + + Growth in vita- — X
D-Riboza min-free
D-Ribose + + medium
Asymilacja KNO,
Assimilation of - +
KNO,
Wytwarzanie
zwigzkow
skrobiopodob-
nych + +
Formation of
starch-like

compounds
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rakterystyezng kultur bylo wydzielanie z komorek zwiazkow tluszezowych
(rye. 22), co zaobserwowali rowniez Ruien, Deinema i Scheer
(1968) badajac gatunek C. laurentii.

Morfologiczne roznice pomiedzy badanymi szezepami C. laurentii var.
magnus byly nieznaczne i polegaly glownie na niejednakowej zdolnosci
wytwarzania prymitywnej nibygrzybni i na odchyleniach w $redniej
wielkosci komorek. W mlodych kulturach mozna bylo wyréznié¢ 3 rodzaje
komorek: 1) mate paczkujace komoérki 2,5-5,0 X 2,8-5,2 wm, z wyraZnie
zarysowujaea sie wewnatrz ziarnista strukturg protoplazmy (domniemana
haploflofaza; ryc. 2, 7, 8); 2) komoérki podobne do wyzej opisanych lecz
wieksze, 3,0-5,8 X 4,8-7,1 um, wystepujace najczesciej parami, skladaja-
cymi sie z komorki macierzystej i pgczka o jednakowym lub réznym
ksztalcie (rye. 7); 3) komorki duze o jednolitej strukturze protoplazmy
3,1-9,0 X 5,1-12 um (domniemana diplefaza, ryc. 2, 6, 7, 8). We wszystkich
kulturach stale wystepowal jednakowy element morfologiczny zlozony
z 2 komorek, z ktorvch jedna miala ksztalt wydluZony lub zblizony do
gruszkowatego, lub z 3 komorek w réznym stadium rozwoju (rye. 2, 7,
9-15. W trojkomorkowych elementach 2 komérki potomne oddzielaly sie
od komorki macierzystej, lub pozostawaly przy niej tworzac trojdzielne
utwory (rye. 2, 4, 6, 15, 37). Moina bylo réwniez zaobserwowal szereg
stadiéw posrednich w procesie formowania si¢ tego charakterystycznego
elementu morfologicznego. Komorki w stadium domniemanej diplofazy,
© powstajagce w wyniku Iaczenia sie komorki macierzystej z wlasnym pacz-
kiem mogly paczkowaé lub wytwarza¢ prymitywng nibygrzybnig (ryc. 8).
Niektére komoérki diplofazy przechodzily w stan spoczynku zmieniajac
sie w chlamydospory o zgrubialych $cianach (ryc. 2, 3). Czesto obserwo-
wanym zjawiskiem bylo zluszczanie si¢ zewnetrznej $ciany z powigksza-
jacych sie chlamydospor (ryc. 38). Te zarodniki spoczynkowe mogly
kielkowa¢ w réznych fazach rozwoju, lecz w starszych kulturach niektére
z nich tracily regularny ksztalt, tre§¢ komdrkowa stawala sie ziarnista,
po czym nastepowala utrata zywotnosci.

Specjalnego oméwienia wymaga typ kielkowania zarodnikéw spoczyn-
kowych (ryc. 1). Van der Walt i Johannsen (1973) opisali po-
dobne zarodniki u Entelexis magnolize van der Walt et Johannsen
(= Torulopsis magnolige Lodder et Kreger-van Rij) uwazajgc je za trzon-
ki mejotyczne Dangearda, okre§lane w literaturze nazwg ,dangeardien”
(Moreau 1949). Ryciny i opis podane w ich publikacji sugeruja, ze
zarodnik przedstawiony na ryc. 1 jest utworem analogicznym. Autorzy
¢i uwazaja, Ze rodzaj Entelexis van der Walt et Johannsen powinien by¢
umieszczony w rzedzie Cryptococcales, gdyz stopien jego pokrewienstwa
z workowcami lub podstawczakami nie jest jeszcze definitywnie wy-
jasniony, mimo ze wedlug ich obserwacji podzial redukcyjny u Entelexis
magnoliae przebiega w sposob charakterystyczny dla workoweow.
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Pojecie trzonka mejotycznego Dangearda (dangeardien) wprowadzone
przez Moreau (1949) zostalo szczegolowo skomentowane przez Don-
ka (1971), ktory ponowil propozycje utworzenia nowej klasy grzybow
Dangeardiomycetes, charakteryzujgcej sie wytwarzaniem trzonkéw me-
jotycznych Dangearda. Propozycja ta nic wyklucza mozliwosci przenie-
sienia grzybow z tej grupy do innych jednostek systematycznych, ponie-
waz istnieje mozliwo$é interpretacji trzonka mejotycznego jako worka
lub podstawki, zaleznie od kierunku i stopnia rozwoju.

W literaturze brakuje danych o cyklu rozwojowym C. laurentii var.
magnus. Natomiast Kurtzman (1973) badal cykl rozwojowy C. lau-
rentii var. laurentii i chociaz nie stwierdzil stadium doskonalego, jest on
zdania, ze morfologiczne i biochemiczne cechy wskazuja na przynaleinosé
tej odmiany do podstawczakow.

Szczepy zidentyfikowane przeze mnie jako C. albidus var. albidus
roznily sie od szezepéw C. laurentii var. magnus przede wszystkim zdol-
nosciq asymilacji azotanowej formy azotu i melibiozy. Niektore z nich
wykazywaly réwniez bardzo slaba zdolnod¢ asymilacji erytrytu. Szcze- -
golowe badanie cech morfologicznych wykazalo jednak, ze nie bylo za-
sadniczych réznic pomiedzy tymi dwoma grupami szczepow C. albidus
var. albidus, Natomiast duze podobienstwo cech morfologicznych szezepow
C. albidus var. albidus i C, laurentii var. magnus wskazywaloby na blizsze
pokrewienstwo tych dwoch odmian grzybow, zaliczanych obecnie do réz-
nych gatunkow,

U szezepow C. albidus var. albidus wyrézniono nast¢pujace stadia
morfologiczne: 1) male paczkujagee komorki o ziarnistej protoplazmie
2,8-5,1 % 3,1-6,9 pm (domniemana haplofaza ryc. 17, 19); 2) podobne,
bardziej wydiuzone i nieco wicksze komorki 2,3-5,8 X 4,6-9,0 nm (ryc.
16); 3) komoérki Sredniej wielkosci 3,3-6,9 X 3,4-7,0 pm, wystepujace po-
jedynczo lub parami, o bardziej jednolitej strukturze protoplazmy (ryc.
23); 4) komérki duze 4,0-7,2 X 4,3-8,8 pm (domniemana diplofaza; ryc.
19). W koloniach szczepow C. albidus var. albidus zaobserwowano row-
niez charakterystyczne pary lub zespoly 3 komorek, opisane poprzednio
u C. laurentii var. magnus (ryc. 17, 24-29, 32, 33, 35, 36), a u niektorych
izolatéw, na przyklad u szezepu nr 201 (ryc. 24-36), obserwowano proces
powstawania tego elementu morfologicznego. W charakterystycznych pa-
rach komorek, starsza miala cz¢sto ksztalt zblizony do gruszkowatego
(rye. 26, 27, 28, 36), z zarysowujacym si¢ wyraznie, jednostronnym uwy-
pukleniem (ryc. 27, 28). Na szczycie tej komorki powstawal poczatkowo
1 pdezek, a niekiedy obok drugi paczek, w wyniku czego tworzyly sie
trojkomérkowe zespoly (rye. 24, 25, 32, 35, 36). Czasem nie dochodzilo
do oddzielenia si¢ paczkow i wtedy powstawaly komoérki tréjdzielne lub
formy przejsciowe (ryc. 31, 33, 34). Modyfikacja tego typu paczkowania
bylo wytwarzanie w starszych kulturach obu gatunkéw wydluzonych
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Cryptococcus laurentii (Kuff.) Skinner var. magnus Lodder et Kreger-van Rij,
szczep nr 25:
1 — trzonek mejolyczny Dangearda w 4-tygodniowej kulturze w mineralnej pozywcee plynnej
z glukoza: 2 — kultura w mineralnej poizywee plynnej z maltozy po 11 dniach; § — chlamy-
dospory; 6§ — Kkultura w mineralnej poywee plynnej z maltoza po 4 tygodniach 1 7 — po
4 dniach;
C. albidus (Saito) Skinner var. albidus, szczep nr 19:

1, 5 — zdegenerowane chlamydospory w mineralne) pofywece ptynnej z glukoza po 4 tygodniach
Cryptococcus laurentii (Kuff.) Skinner var. magnus Lodder et Kreger-van Rij,
strain No. 25:

1 — a dangeardien in 4-week old culture in a liquid mineral medium with glucose; 2 — culture
in a liguld mineral medium with maltose after 11 days: 3 — chlamydospores; 6§ — culture in
a liguid mineral medium with maltose after 4 week: 7 after 4 days;

C. albidus (Saito) Skinner var. albidus, strain No. 19:

4, 5 — degenerating chlamydospores in a liquid mineral medium with glucose after 4 weeks
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Cryptococcus laurentii (Kuff) Skinner var. magnus Lodder et Kreger-van Rij:

8§ — szezep nr 10, powstawanie prymitywne] nibygizybni na agarze glukozowo-zlemniaczanym;
9-15 — szezep nr 25, miode komorkl o roénym ksztalcie;

C. albidus (Saito) Skinner var. albidus, szczep nr 19:

16, 17, 18 — mlode kultury na podlozach agarowych, na rye. 1% dobrze widoczne Komdérki
domniemanej diplofazy i haplofazy; 18 — kultury w mineralnej pozywee plynne] 2z maltozg
po 3 tygodniach

Cryptococcus laurentii (Kuff) Skinner var. magnus Lodder et Kreger-van Rij

& — strain No. 10, formation of primitive pseudomycelium on PDA; 8-15 — strain No. 25, cells
of various shapes:

C. albidus (Saito) Skinner var. albidus, strain No. 19
15, 17, 19 — young cultures on agar media, on fig. 18 are visible cells of presumed diplophase
and haplophase; 18 — culture in a liquid mineral medium with maltose after 3 weeks
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Cryptococcus albidus (Saito) Skinner var. albidus szczep nr 19:
20 — chlamydospory: 21, 23 — fragmenty miodych kultur na pozywkach agarowych; 22 — wy-
dzielanie zwiazkow tluszezowych z komodrek w mineralnej pozywce plynne] z maliozg; szezep
nr 201: 24-29, 31-86 — 2- i 3-komorkowe zespoly oraz formy przejiclowe; 30 — wielokrotne
paczkowanie jednobiegunowe;
C. laurentii (Kuff.) Skinner var. magnus Lodder et Kreger-van Rij
17 — szezep nr 25, 2- i 3-komdrkowe zespoly oraz forma przejfclowa; 38 — szezep nr 22, chla-
mydospora; 30 — szczep nr 25, wielokrotne paczkowanie jednobiegunowe; 40, 41 — szczep nr 10,
potréiny clement morfologiczny skladajacy sie z kolankowatej komorki | paczka
Cryptococcus albidus (Saito) Skinner var. albidus, strain No. 19
20 — chlamydospores; 21, 23 — young cultures on agar media; 22 — cells with extracellular
lipid droplets in a liquid mineral medium with maltose; strain No. 201: 24-28, 31-36 — groups
of 2 and 3 cells and transistory forms: 30 — multiple unipolar budding:
C. laurentii (Kuff.) Skinner var. magnus Lodder et Kreger-van Rij:
a7 — strain No. 25, groups of 2 and 3 cells and a transistory form; 38 — strain No. 22, a chla-
mydospore; 39 — strain No. 235, multiple unipolar budding; 40, 41 — sirain No. 10, a triple
morphological element composed of a knee-shaped cell and a bud
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Cryptococcus albidus (Saito) Skinner var. albidus, szezep nr 201
olbrzymia chlamydospora w mineralnej pozywce plynnej z dodatkiem maltozy
Cryptococcus albidus (Saito) Skinner var. albidus, strain No. 201
a giant chlamydospore in a liguid mineral medium with maltose
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kolankowatych komérek charakterystycznych dla rodzaju Trichosporon
Behrend. Obok ,kolanka” znajdowal sie zwykle 1 paczek (rye. 40, 41).
Utworzenie sie ,kolanka” bylo wynikiem nieoddzielenia sig drugiego
paczka od komdrki macierzyste;.

Yuasa i Lindegren (1959), studiujagc zachowanie sie centrioli
w rodzaju Saccharomyces, wywnioskowali, ze powstawanie podobnych,
3-komérkowych zespolow bylo zwigzane z kariogamia typu haczykowa-
tego. W wyniku tej kariogamii powstawaly diploidalne paczki. Van der
Walt i Johannsen (1973) uwazali, ze powstawanie takiego troj-
dzielnego elementu u Entelexis magnolice wynika z konjugacji 2 haploi-
dalnych komorek i z przejScia grzyba w stadium diplofazy. Biorac pod
uwage przytoczone wyniki badan mozna przypuszezaé, Zze potrdjne ele-
menty morfologiczne spotykane w badanych kulturach Cryptococcus
laurentii var. magnus i C. albidus var. albidus mogly tworzyc sie takie
w zwiazku z zachodzacym w nich procesem kariogamii.

W kulturach opisywanych grzybdéw obserwowano niekiedy tworzenie
sie kilku paczkéw na jednym biegunie komorki macierzystej (ryc. 30, 39).
To zjawisko bylo czesto zwigzane z formowaniem sie daktylowatych
utworow, opisanych przez van der Walta (1970 b).

Komérki diplofazy C. albidus var. albidus mogly przechodzi¢ w sta-
dium spoczynku tworzac chlamydospory (rye. 20) lub utwory o nieregu-
larnym ksztalcie tracace szybko zywotnoéé (ryc. 4, 5). Wymiary chlamy-
dospor byly bardzo zréznicowane, a szczep nr 201 wytwarzal nawet bardzo
duze chlamydospory o érednicy przekraczajacej niekiedy 50 wm (ryc. 42).
Kielkowania tych chlamydospor nie obserwowano. Powstawanie duzych
chlamydospor u Trichosporon cutaneum (de Beurm., Gougerot, Vaucher)
Ota opisal van der Walt (1970 a), lecz dotychezas nie obserwowano
tak duzych chlamydospor u Cryptococcus albidus var, albidus i C. laurentii
var. magnus. W koloniach szczepow C. albidus var. albidus nie znaleziono
rowniez komérek spoczynkowych kielkujacych w sposob charakterystyczny
dla Entelexis magnoliae i dla niektorych zbadanych przeze mnie szezepow
Cryptococcus laurentii var. magnis.
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