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Morphology and physiology of strains of Sporobolomyces roseus and
8. pararoseus isolated from winter wheat seeds was studied. Most of strains
5. roseus and all sirains of S, pararoseus exhibited a positive starch reaction,
and showed a tendency to lose the ability of formation of ballistospores. In
some strains of S. pararoseus adaptation to nitrate nitrogen occurred.

WSTEP

Kluyver i van Niel (1924-1925) badajae czerwono zabarwione
szczepy grzybow drozdizoidalnych stwierdzili powstawanie obrazu lustrza-
nego kultur na wieczkach odwréconych plytek Petriego. Po zbadaniu
przyczyn tego zjawiska okazalo sie, Ze lustrzany obraz powstawal w wy-
niku uwalniania przez grzyby balistospor dzigki mechanizmowi kropelko-
wemu. Polega on na spontanicznym wydzieleniu si¢ ze szczytu {rzonka
konidialnego typu sterygmy kropelki plynu, a energia wytworzona w tym
procesic powoduje uniesienie w powielrze zarodnika znajdujacego sie
na sterygmie (Miller 1954). Badacze nadali tym grzybom nazwe ro-
dzajowa Sporobolomyces podkredlajge diagnostyczne znaczenie mecha-
nizmu kropelkowego.

Balistospory wystepujg rowniez u innych gatunkéw grzybow. Balisto-
spory wytwarzane przez gatunki Sporobolomyces maja ksztalt nerkowaty
lub sierpowaty i sq polozone w pozycji skodnej lub poziomej w stosunku
do podluinej osi irzonka. Poczgtkowo uwazano, Ze balistospory sa odpo-
wiednikiem bazydiospor. Dalsze badania wykazaly jednak, Ze zarodniki
te maja charakter wegetalywny i moga by¢ wylwarzane zaréwno przez
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komérki znajdujace sie w stadium haplofazy jak i przez komdrki diplo-
idalne. )

Chociaz gléwng cechy diagnostyezng rodzaju Sporobolomyces jest
wytwarzanie balistospor, niektorzy autorzy podkredlaja mozliwodé zani-
kania tej wlajciwosci (Phaff 1970; Lodder, Kreger-van Rij
1952). Zanik zdolnodei wytwarzania balistospor stwierdzono np. u Sporo-
bolomyces albo-rubescens Derx oraz S. gracilis Derx (Phaff 1970). Trud-
nosci w stwierdzeniu balistospor i obrazu lustrzanego niektérych kultur
staly sie jedng z przyezyn powstania hipotezy zakladajacej, ze wérod
grzybéw zaliczanych do rodzaju Rhodotorule znajdujg sie takie szczepy
Sporobolomyces niezdolne do wytwarzania balistospor (Storck, Ale-
xopoulus 1970). Jednak nie znaleziono dotychczas bardziej miaro-
dajnych kryteriow diagnostycznych, i dlatego omawiane nadal sg wa-
runkiem klasyfikowania szezepow do tego rodzaju.

Gatunki Sporobolomyces wystepuja pospolicie na blaszkach liscio-
wyeh réznych roélin, w tym na zbozach i trawach. Liczba ich jest scisle
zwigzana ze stadium rozwojowym roslin. Najwiecej kolonii Sporobolo-
myces stwierdza sie na starszych lub obumierajacych blaszkach liscio-
wych. Liczba tych grzybow w uprawach jest zalezna rowniez od warun-
_kéw srodowiska, migdzy innymi od nawozenia. Last i Preece (1969)
podaja, #e przy intensywnym, pelnym nawozeniu mineralnym liczba
grzybow z rodzaju Sporobolomyces w uprawach zwiekszala sie o 2,5 do
11,8 razy. Gatunkiem najczedciej wystepujacym w Srodowiskach natu-
ralnych jest Sporobolomyces roseus Kluyver et van Niel. Byl on wielo-
krotnie izolowany z lisci i z innych organow roslin, z powietrza oraz
niekiedy z wody, osadow piwnych, owadow, z ziarna zboz i ze Sluzowki
czlowieka. Sporobolomyces pararoseus Olson et Hammer jest gatunkiem
mniej pospolitym, lecz wystepujacym w podobnych érodowiskach natu-
ralnych i byl wyosobniony m.in. z ziarna pszenicy (Phaff 1970).

W ostatnich latach zebrano obszerny material dotyczaey wystepowa-
nia gatunkéw Sporobolomyces w nieklorych érodowiskach, a szezegolnie
na lisciach i w powietrzu, Nieliczni badacze zajmowali sie wystepowa-
niem tych grzybow na ziarnie zboz, Kurtzman i in. (1970) prowadzac
badania nad florg grzybow droidioidalnych, nie stwierdzili gatunkéw
Sporobolomyces na ziarnie pszenicy. Stwierdzili natomiast wystepowanie
innyeh czerwono zabarwionych grzybow, ktore okreélili jako Rhodoto-
rule spp. W moich badaniach wiekszosé szezepow Sporobolomyces z ziar-
niakdéw pszenicy miala ograniczona zdolnos¢ wytwarzania odpowiedni-
kow sterygm, a balistospor niekiedy brakowalo. Wyniki te sugeruja wiec,
ze istnieje duze prawdopodobienstwo nierozpoznania szezepow Sporobo-
lomyces. O pospolitym wystepowaniu ich na ziarnie zboz Swiadezq nie-
liczne doniesienia (Lund 1956, Flannigan 1974), z ktorych wy-
nika, Zze gatunki te moga dominowa¢ okresowo w mikoflorze ziarna zboz.
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MATERIAL 1 METODY

Dane dotyczgee materialu i metod badan zostaly podane w poprzed-
niej publikacji (Maciejowska-Pokacka 1975). W niniejszych
badaniach korzystano z nasion zebranych w 4 okresach wegetacyjnych
lat 1971-74. Przedstawione wyniki oparto na zbadaniu 150 szczepow
Sporobolomyces roseus 1 70 szczepdw S. pararoseus.

WYNIKI I DYSKUSJA

Na ziarniakach pszenicy stwierdzono obeenosé 2 gatunkéow Sporobo-
lomyces, a mianowicie S. roseus Kluyver et van Niel i S. paeraroseus
Olson et Hammer. Wystepowaly one glownie na ziarniakach nieodkazo-
nych pobranych do badan kilka dni przed sprzetem pszenicy, w warun-
kach wilgotnej i chlodniejszej pogody. Na tym samym materiale stwier-
dzono rowniez obecnoé¢ innych czerwono zabarwionych szezepow (tab. 1),
roznigeyeh sie od gatunkéw Sperobolomyces glownie zdolnoscig pobie-
rania inozytu, brakiem komoérek ze ,sterygmami” i brakiem balistospor.
Szezepy te okreslono jako Cryptococcus spp. Ze wzgledu na niezgodnosé

Tabela 1 — Table 1
Liczebnodé szczepdw Sporobolomyces roseus i S. pararoseus w mikoflorze
wyosobnionej z ziarniakéw pszenicy
Number of strains of Sporobolomyces roseus and S. pararoseus in mycoflora
isolated from wheat caryopsis

Srednia liczba kolonii wyosobnionych z 1 g ziarna
(0-4 miesigce po zbiorze)

Mean number of colonies isolated from 1 g of seeds
(0-4 months after harvest)

Material uZzywany
do izolacji
Cr -
Material used gy w‘f’ﬁ‘;
for isolation Grzyby drosdso- i
ogdlem ildalne S. roseus 5. pora Cz_e-rwone
Fungi-total Yeasts Toseus ﬁ":';m’
isolates
Ziarniaki nie-
ockazone 36 400 2900 250 99 86
Non-sterilized
seeds
Ziarniaki
odkaZone 2 830 302 4 1 2
Sterilized seeds
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Tabela 2 — Table 2

Charakterystyka fizjologiczna szczepéw Sporobolomyces roseus i S. pararoseus
wyosobnionych z ziarniakdw pszenicy
Physiological characteristics of strains of Sporobolomyces roseus and

S. pararoseus isolated from wheat caryopsis

Wlasciwosei . s Wiasciwosci s
fizjologiczne S. roseus | O pores fizjologiczne s » prd-
Physiological Toseus Physiological - TOSEUS) roseus
chara_cleristics characteristics
Asymiladja Asymilacja
Assimilation Assimilation
Glukoza Glicerol
Glueose + + Glycerol + =
Galaktoza + + Erytryt _ _
Galactose Erythritol
L-Sorboza Ribitol .
L-Sorbose + T Ribitol S o e +
Sacharoza F Duleyt
Saccharose 3 Galactitol
Maltoza Mannit
Maltose + + Mannitol T +
Celobioza Glucitol
Cellobiose + + Glucito! + +
Trehaloza w-Metyl-D-glu-
Trehalose e + kozyd :
Laktoza «-Methyl-D-glu- . +
Lactose W - Sai('mdc
libio: icyna .
ﬂgﬁbfgég - - Salicin + +
Rafinoza ) DL-Kwas mile- 1
Raffinose "" + kowy ; + 14 )
Melezytoza DL-Lactic acid
Melezitose +i - + Kwas burszty-
Inulina nowy s+ +
Inulin< s — + Succinic acid
T Ewas cytrynowy
Skgg;'ﬁampm‘ " . Citric acid i+ -+
Soluble starch Inoz_yt =5 2
D-Ksyloza Inositol
D-Xylose + + Werost na pozyw-
L-Arabinoza b+ | + | cwhimwml - | -
= Arab%nose min-free mediun
-Arabinoza A
e +; = + Azotan potasu
g-;.r.:bmm,e Potassium nitrate + o
-Riboza
1 + 4 Azotyn potasu
D-Ribose : Potassium nitrite + o
t:gﬁg‘gﬁzae - Wytwarzanie
Et | 08 ewigzkow skro-
ano bioopdobnych
Ethanol * . Formation of + +
starchlike com-
pounds
Hozpuszczanie
Zelatyny
Gelatin lique- + +

faction
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niektorych cech fizjologicznych tych szezepéw z cechami opisanych do-
tychezas gatunkow Cryptococcus nie mozna bylo ich blizej okreslic.
Pozycja systematyczna tych grzybow wymaga nadal wyjasnienia.

Szezepy obydwoch gatunkow Sporobolomyces wykazywaly jednobie-
gunowy typ paczkowania i wytwarzaly kolonie Sluzowate, pastowate,
pladkie lub lekko pomarszezone z niklym maczystym nalotem (tab. 2).
Wiekszoé¢ badanych kultur S. roseus oraz wszystkie kultury S. pararoseus
zmianialy barwe na ciemnoniebieskg pod wplywem plynu Lugola, co
Swiadezy o obecnosei zwigzkow skrobiopodobnych. Wytwarzanie tych
zwigzkow przez szczepy bylo scisle zwiazane z zanikaniem zdolnosci
tworzenia balistospor oraz zawsze ze S§luzowatoscia albo pastowatoscia
kolonii. Warunki wystepowania i budowa zwigzkéw nadajacych koloniom
grzybow sluzowaty wyglad sa malo zbadane. Tymi zagadnieniami zajmo-
wali sie jedynie nieliczni badacze. Slodki (1966) donidst po raz pierw-
szy o wytwarzaniu przez szczepy Sporobolomyces polimeréw typu ga-
laktanow. Nieco pdiniej Elinov i Vitkovskaja (1967) opisali
strukture chemiczng glukogalaklanow wytwarzanych przez S. roseus.
Phaff (1970) natomiast podal, ze reakcja stosowana do wykrywania
zwiazkow skrobiopodobnych u przedstawicieli tego rodzaju jest negatyw-
na. Nie jest to zgodne z wynikami mojej pracy, w kiorej najczesciej
uzyskiwalem pozytywng reakcje z plynem Lugola, w wyniku ktorej po-
wstawalo wyraZne, niebieskie zabarwienie kultur. Wytwarzanie zwigzkow
skrobiopodobnych u grzybow drozdzoidalnych zalezy od niektérych czyn-
nikow srodowiska, jak np. kwasowos¢ lub sklad podloza (Lodder,
Kreger-van Rij 1952; van der Walt 1970 a). Cecha ta jest wiec
cecha zmienng i wystepuje prawdopodobnie tylko w okreslonych warun-
kach i u szczepow pochodzacych z niektoryeh srodowisk naturalnych.

Analizujae wyniki badan stwierdzilam, Ze roznice pomiedzy dwoma
gatunkami polegaly glownie na zdolnosci asymilacji azotanowej formy
azotu, co jest zgodne z literaturg (Lodder, Kreger-van Rij
1952; Phaff 1970). Cecha ta ma obecnie duze znaczenie diagnostyczne.
Z mojej pracy wynika natomiast, Ze moZze by¢ ona réwniez cecha nabyta,
poniewaz 3 szezepy na 223 badanych nie asymilowaly poczatkowo azo-
tanu potasu, a zuzywaly ten skladnik bardzo dobrze po kilkunastomie-
siecznym okresie hodowli na sztucznych podlozach., Poniewaz cecha zu-
Zywania azotanow okazala sie w tych przypadkach metastabilng, szczepy
te uznano za przejSciowe pomiedzy S. pararoseus i S. roseus. Odwrotne
zjawisko, polegajace na utracie zdolnodei pobierania azotanow zostaly
stwierdzone u S. shibatenus (Okunuki), Verona et Ciferri, ktory pozniej
okreslono jako S. pararoseus (Lodder, Kreger-van Rij 1952).
Van der Walt (1970 a) zwraca uwage na mozliwos¢ adaptacji pokarmowej
u grzybow drozdzoidalnych, podkreslajac jednak, ze zmienno$é w zuzywa-
niu azotanow wykryto jedynie u 2 gatunkow rodzaju Breftanomyces.
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W kulturach S. roseus na pozywkach agarowych wyrozniono 5 rodza-
jow komérek: 1) male, wydluzone i szybko rozmnazajace sig, o wymia-
rach 1,2-4,3 % 2,2-8,1 um, przypuszczalnie w stadium haplofazy (ryc. I,
6, 9); 2) wieksze, wydluzone, o jednolitej strukturze protoplazmy i o wy-
miarach 2,1-5,0 % 3,1-13,0 wm, przypuszczalnie w stadium diplofazy
(rye. 13, 17); 3) wieksze, wydluzone, o niejednolitej strukturze protoplaz-
my, o wymiarach 1,4-5,1 < 4,0-16,1 pm (ryc. 1, 9); 4) prawie kuliste
o wymiarach 3,6-7,0 X 3,7-7,4 pm (ryc. 3); 5) balistospory o ksztalcie
nerkowatym lub zblizonym do owalnego, o wymiarach 2,2-42 % 41-
10,0 pm (ryc. 19, 23, 26). W literaturze brakuje szczegolowych danych
o stadiach rozwojowych Sporobolomyces. Jednym z nielicznych donie-
sien jest praca van der Walta i Pitout (1969), ktorzy opisali stadium
diplofazy i haplofazy u S. salmonicolor (Fischer et Brebeck) Kluyver et van
Niel. Roznice pomiedzy tymi stadiami polegaly na wielkosci komorek
i na roznej zawartosci DNA., W kulturach badanych przeze mnie szcze-
pow nie obserwowano kuniugacji, a komorki domniemanej diplofazy
powstawaly z malych komoérek reprezentujacych prawdopodobnie sta-
dium haploidalne (rye. 1). W zwiagzku z tym mozna przypuszczaé, Ze
stadium diploidalne jest rezultatem somatycznej autogamii (van der Walt
1970 b). W kulturach S. roseus wystepowala ponadto wyraZna specjalizacja
komorek. Wydluzone komorki wszystkich generacji mialy zdolno$¢ two-
rzenia ,sterygm” (ryc. 6, 10, 11, 15, 16, 19, 23, 26) oraz balistospor (ryc.
19, 23, 26). Wieksze, wydluzone komdrki o niejednolitej sirukturze proto-
plazmy mogly gromadzi¢ zwiazki tluszezowe (ryc. 4, 5). Natomiast wolno
rozmnazajace sie komorki o ksztalcie zblizonym do kulistego mogly prze-
chodzi¢ w stan spoczynku zamieniajac sie w chlamydospory (ryc. 7, 8).
Chlamydospory wytwarzaly niekiedy cienkie, wydluzone paczki (ryc. 7).
W kulturach niektorych szczepéw obserwowano krotkie lancuszki zlozone
z kilku komoérek (ryc. 22, 28) oraz komorki kolankowate (ryc. 12). Slu-
zowate kultury tylko niekiedy wytwarzaly obraz lustrzany, ktory naj-
czedciej byl niezupelny. Przedstawicielem takich szczepow byl szczep nr
21 (rye. 1-12). W S$luzowatych kulturach mozna bylo jednak zawsze
znalezé¢ komorki z typowymi ,sterygmami” (ryc. 10, 11), oraz z wydluzo-
nymi, nitkowatymi ,sterygmami” (ryc. 6), niekiedy rozgaleziajacymi sie.
Szezepy wytwarzajace gladkie lub lekko pomarszezone kolonie z mg-
czystym nalotem wykazywaly slaba pozytywna reakcje w tescie z ply-
nem Lugola, lub nie barwily sie tym odezynnikiem na niebiesko, jak np.
szezep nr 191 (ryc. 13-18). Szezepy te tworzyly kozuszek na pozywlkach
plynnyeh, co wskazywalo na typowo tlenowy charakter metabolizmu.
Komorki rozwijajace sig na powierzchni kultur wytwarzaly liczne ,ste-
rygmy” (ryc. 16). Na jednej komorce moglo ich powstawac kilka; przy-
bieraly one wyglad krétkich strzepek. Na wieczkach odwrdconych plytek
Petriego z pozywka powstawal zawsze obraz lustrzany tych kultur.



Tablica I — Plate I

Sporobolomyces roseus Kluyver et van Niel: kultury (cultures)

Szezep nr 21t 1 — na agarze kukurydzianym po 3 dniach, §, 12 — po 5 dnlach; 2 — w mineralnej
pozywee plynne] z glukozq po 18 dniach; 3 — na agarze ziemniaczanym z glukoza po 5 dnlach;
4,5, 7,8 — typy komdrek w starych kulturach na agarze ziemniaczanym z glukoza; 6, 10, 11 — ko-
morki ze sterygmamli. Szezep nr 191 : 13 — na agarze ziemniaczanym z glukozg po 3 dniach:
14 — na agarze kukurydzianym po 3 dniach
Strain No, 21: 1 — on cornmeal agar after 3 days, 8, 12 — after 5 days: 2 — in a llquid mineral
medium with glucose after 18 days: 3 — on PDA after 5 days; 4, 5, 7, # — tvpes of cells in an old
culture on PDA; 6, 10, 11 — cells with sterlgma. Strain No. 181 : 1% — on PDA after 3 days; 14 —
on cornmeal agar after 3 days



Tablica 11 — Plate 1I
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W kulturach szezepow wytwarzajgcych licznie balistospory bylo stosunko-
wo malo komdrek gromadzacych intensywnie zwiazki tluszczowe.

Morfologia komorek szczepow okreSlonych jako S. pararoseus byla
w zasadzie taka sama, jak u S. reseus. W kulturach agarowych wyrézniono
podobne typy komorek, a mianowicie: 1) male, wydluzone, 1,2-4,0 > 2.9-8.8
um, przypuszezalnie w stadium haplofazy; 2) wigksze, wydluzone, o jedno-
litej strukturze protoplazmy, 2,9-5,3 < 4,1-15,1 wm, przypuszczalnie w sta-
dium diplofazy; 3) wieksze, wydluzone o niejednolitej strukturze proto-
plazmy, 2,1-5,0 % 3,9-16,2 wm (ryc. 29); 4) prawie kuliste 3,2-6,9 3 3,4-7.3
um (rye. 38); 5) balistospory nerkowate do owalnych, 2,3-4,0 3 4,5-9,6 um
(ryc. 36). U szezepdw S. pararoseus wystepowaly takze komérki gromadzg-
ce intensywnie zwiazki tluszczowe (ryc. 30-32, 34) oraz chlamydospory
(ryc. 37).

Szczep S. pararoseus nr 24 (ryc. 29-38) mial kulture pastowata, bar-
wiaca sie plynem Lugola na ciemnoniebiesko.- W pozywkach plynnych
nie wytwarzal kozuszka, lecz wysepki i pierScien; mial tez umiarkowana
zdolnoéé¢ tworzenia balistospor. U tego szczepu obserwowano powstawa-
nie pelnego albo niekompletnego obrazu lustrzanego. Moze to $wiadezy¢
zarowno o zanikaniu mechanizmu kropelkowego jak i o ograniczonej
mozliwosci wytwarzania balistospor, tak jak u wielu szczepow S. roseus.

Podsumowujac wyniki pracy wyciagnieto nastepujace wnioski: 1) S.
roseus i S. pararoseus sq z sobg bardzo blisko spokrewnione i powinny
by¢ uwazane raczej za odmiany jednego gatunku niz za gatunki réine;
w my$l tego stanowiska proponuje zmiane rangi taksonu: Sporobolomyces
roseus Kluyver et van Niel var. pararoseus (Olson et Hammer) comb. nov.;
2) zuzywanie azotanowej formy azotu moze byé cecha nabyta; cecha ta
wiec nie powinna by¢ gléwnym kryterium diagnostyeznym przy okredla-
niu gatunkéw Sporobolomyces; 3) szezepy Sporobolomyces moga wytwa-
rza¢ zwiazki skrobiopodobne dajace pozytywna reakcje z plynem Lugola;
wlasciwosé ta zalezy od stanu fizjologicznego kultur i od warunkéw Sro-

Sporobolomyces roseus Kluyver et van Niel, szezep nr 191 (strain No. 191):

Kultury: 17 — na agarze riemniaczanym z glukoza po 3 dniach; 15, 16§ — na agarze kukurydzia-
nym po 3 dniach; 1§ — powstajaca = balistospor na agarze kukurvdzianym na wieczku odwrdco-
nej plytki Petriego; 19-21, 23-27 — komorki w mineralnych poiywkach plynnych z’glukoza lub
z maltoza; 22, 28 — krotkie lateuszki komodrek w mineralnej poiywee plynnej z maltozg
Cultures: IT — on PDA after 3 days: 15, 16 — on cornmeal agar after 3 days; 18 — formed ballisto-
spores on cornmeal agar on a covr of an inverted Petri plate; 19-21, 23-27 — cells in liquid mineral
media with glucose or maltose; 22, 28 — short chains of cells in liquid mineral medium with
maltose

Sporobolomyces pararoseus Olson et Hammer, szezep nr 24 (strain No. 24):

Kultury: 29, 37, 38 — na potywee agarowo-kukurydziane] po 5 dniach; 30, 3¢ — na agarze ziem-

niaczanym z glukozq po 5 dniach; 31-33 — komdrkl ze sterygmami w stalej kulturze na agarze

ziemnisczanym z glukoza; 35 — powstawanie balistospor na agarze ziemniaczanym z glukozg po
2 tyg.: 36 — chlamydospory w mineralnej poZvwee ptynnej z glukozg po 3 tyg.

Cultures: 29, 37, 38 — on cornmeal agar afetr 5 days; 30, 4 — on PDA afetr 5 days; 31-33 — cells

with sterigma in an old culutre on PDA; 35 — formation of ballistospores on PDA after 2 weeks;
36 — chlamydospores in a liguid mineral medium with glucose after 3 weeks
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dowiskowych; 4) zanik mechanizmu kropelkowego i zdolnos¢ tworzenia
balistospor jest zwigzana ze $luzowatym wygladem kultur i z wytwarza-
niem zwigzkow skrobiopodobnych; 5) obecnosé | sterygm” w kulturach
moze byé cecha diagnostyczng pozwalajaca na okreslenie tych szezepow
Sporobolomyces, ktore utracily zdolno$é wytwarzania balistospor.
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SUMMARY

The paper is concerned with the morphology and physiology of strains of Spo-
robolomyces roseus Kluyver et van Niel and 8. pararoseus Olson et Hammer isolated
in the years 1971-1974 from 5 varielies of winter wheat seeds and 4 regions of
Poland. Most isolates of Sp. roseus and all isolates of S. pararoseus formed extra-
cellular compounds giving dark-blue colour with Lugoel’s solution. These isolates
formed mucous or pasty colonies. Formation of ballistospores and of mirror image
by such colonies was poor. However cells with slerigma always occurred in such
colonies. As adaptation to nitrate nitrogen was observed in 3 isolates, it was
concluded that transitory forms may occur between the two species and that the
ability of utilization of nitrates is not a sufficient criterion for separation of species
of Sporobolomyces. None morphological differences were observed between the two
species studied.
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