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Chitin content was investigated in vegetative mycelium of the Basidiomycetes and Asco-
mycetes mycorrhizal fungi grown in vitro, It was demonstrated that the content varies between
specics and even between strains of a given species, and it changes with the age of mycelium.
The chitin content increased with age in the mycelium of fungi of Basidiomycetes while it
decreased in fungi of Ascomyceres,

Essential effect was found of nitrogen source on chitin content in the mycelium. Less
chitin was determined in the mycelium grown on nitrate than in that grown on urea or ammonia
salls.

WSTEP

Chityna obok glukanow jest strukturalnym skladnikiem scian komoérkowych
grzybow. Analiza na zawartos¢ chityny, a scislej produktu hydrolizy tego zwiazku —
glukozoaminy, zostala zastosowana do oznaczania biomasy grzybow w roznych
podlozach. W ten sposob okreslano na przyklad stopien infekcj tkanki roslinne;
przez grzyby patogeniczne (Ride nin. 1971; Ride 1 in. 1972), biomasg¢ grzybow
w rozkladajacym si¢ drewnie (Gurusiddaiah i in. 1978; Swift 1973) czy w zain-
fekowanych produktach spozyweczych (Donald i in. 1977). Test na zawartosc
chityny w tkance roslinnej wyprébowano tak?e do oznaczania stopnia infekcji
mikoryzowych korzeni (Hepper 1977; Plassard 1982, 1983; Whipps 1in. 1982).
Jak wykazaly doswiadczenia jest to metoda czula i stosunkowo prosta, wymagajaca
jednak znajomosci zawartosci chityny w strzepkach réZznych grzybéw oraz zmian
tego parametru zaleznie od warunkow srodowiska.

Podjete prace mialy na celu zbadanie ilodci chityny w grzybni wegetatywnej wy-
branych mikoryzowych podstawczakow 1 workowcow hodowanych w czystych
kulturach in vitro. W badaniach uwzgledniono réwniez wplyw wieku hodowli 1 Zrodla
azotu w poZywce na zawartos¢ chityny w grzybni.
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MATERIAL I METODY

Wszystkie uzyte w eksperymentach szczepy grzybow mikoryzowych pochodzily
z kolekcji Pracowni Biologii Gleby IBL w Sekocinie. Byly to dwa szczepy Suillus
bovinus (L. : Fr.) O. Kuntze — nr 1941 1 5382, dwa szczepy Suillus luteus (L. : Fr.)
S. F. Gray — nr 1155 i 5383, trzy szczepy Cenococcum graniforme (Sow.) Ferde.
Winge — nr 3543, 5259 1 4947 ; oraz szczepy Amanita muscaria (L. : Fr.) Hooker —
nr 1/182; Pisolithus tinctorius (Pers.) Coker et Couch. nr 5335; dodatkowo poddano
analizie grzyb nie wykazujacy wlasnosci mikoryzowych Colybia butyracea (Bull.
: Fr.) Quél. — nr 1841 oraz grzyb ektendomykoryzowy Mrg X — szczep 11 ILL

Grzyby hodowano na poiywce podstawowej (Pp) zawierajace] w jednym litrze
wody 20 g glukozy, 2,5 g ekstraktu maltozowego, 1 g KH,PO,,0,5g(NH,), C;H,O,,
0,5 g MgS50,:7H,0, 0,5 ml 1% roztworu cytrynianu 2elazowego, 0,5 ml 0,29,
roztworu ZnSQ,, 50 ug tiaminy i 15 g agaru. pH poZywki wynosilo 5,6, tylko dla
szczepow MrgX stosowano pozywke¢ o pH 6,5. Ponadto hodowle dwoch szczepow
C. graniforme nr 5259, 4947 oraz C. butyracea byly prowadzone na poZywce plynnej.
W tych przypadkach na powierzchni poZzywki umieszczano siatke plastikowa w celu
utrzymania inokulum na powierzchni poZzywki. Inkubacje prowadzono w termostacie
w temperaturze 26° C. Analizie poddawano grzybnig powietrzna. Po 2, 4 1 6 tygod-
niach grzybnie zbierano na sitku plastikowym, przemywano woda destylowanas,
suszono przez noc w 80°C, a nastepnie wazono. Katda kombinacje wykonywano
w 8-12 powtdrzeniach.

Do badan nad wplywem #zrédla azotu na zawartos$é chityny w grzybni prowa-
dzono hodowle na zmodyfikowanej pozywce plynnej Pp, do ktéorej nic dodawano
ekstraktu maltozowego, a winian amonu zastgpiono odpowiednio przez: 1 — (NH,).
80,; 2 — CO(NH;);; 3 — Ca(NO,); lub KNO, (dla C. graniforme). Dawka tych
soli byla tak wyliczona, aby ilos¢ azotu w poZzywce byla taka sama jak w cytowane;j
wyZej pokywee podstawowej. Kazdy wariant byl wykonywany w 5-10 powtodrze-
niach, Inkubacje prowadzono przez 6 tygodni w 26°C. Przygotowanie grzybni do
dalszych analiz wykonywano jak w poprzednim doswiadezeniu, przy czym z kakdego
powtorzenia zbierano cala grzybnig¢ — powierznga 1 substratowa.

Wysuszona grzybni¢ hydrolizowano przez 50 godz. w 3 ml 10 N HCI w tempe-
raturze pokojowej, a nastgpnie dodawano 3 ml H,O, po czym prébki umieszezano
na 9 godz. we wrzace) tazni wodnej. Hydrolizaty przenoszono do parownic 1 od-
parowywano do sucha w strumieniu gorgcego powietrza w celu usunigcia nadmiaru
kwasu. Nastgpnie probki rozpuszczano w wodzie redestylowanej i przesgczano
ilosciowo przez sgezek z bibuly. Probki oczyszezano sgczge przez kolumng wypelniong
elektrolitem. Glukozoaming eluowano z kolumny 1 N HCl. Z przesaczéw usuwano
HCI odparowujgc strumieniem goracego powietrza. Pozostaly osad rozpuszczano
w znane] objetosci wody destylowanej 1 w otrzymanych roztworach oznaczano kolo-
rometrycznie glukozoaming metoda Elsona Morgana (Stevenson 1957). Jako
standardu uzywano glukozoaminy HCI.
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WYNIKI

Otrzymane wyniki (tab. 1) wykazujg, e zawartos¢ chityny w grzybni jest istotnie
zroznicowana, nie tylko u réZznych gatunkéw, ale 1 wirdd szczepow tego samego
gatunku. Jest to zgodne z wynikami innych badan cytowanych w literaturze. Z przed-
stawione] przez Blumenthala (1957) analizy 25 szczepow wynika, Ze roZnice
w zawartosci chityny u réZznych grzybow moga by¢é nawet dziesigciokrotne. Nie
mniejsze wahania udzialu chityny w suche) masie réznych gatunkow grzybow wy-
kazal Sharma i in. (1977) w badaniach nad 9 grzybami izolowanymi z lisci ply-
wajgcych w zbiorniku wodnym. W cytowanej juz pracy Blumenthala (1937)
wykazano tez znaczne, bo niemal dwukrotne, réZnice zawartosci chityny u roz-
nych szczepow Aspergillus flavus 1 A. niger.

Tabela 1 — Table 1

Zawartos¢ chityny w grzybni wyrazona w ug glukozoaminy na mg suche) masy po rdinym czasie
hodowli

Chitin content in mycelium (expressed in pg of glucosamine per mg dry mass) of different age

.| Czas hodowli pg glukozoaminy/mg grzybni |'
l - Age of culture ‘ ug of glucosamine/mg of mycelium |
| - Szczep | 2 tygodnie | 4 tygodnie ‘ 6 tygodni
=‘ Strain ] | 2 woeks 4 weeks 6 weeks
| Suillus bovinus 1941 : 30 38 | 40
S. bovinus 5382 44 ; nd. 52
L. luteus 1155 57 : 73 ! 76
&, luteus 5382 32 nd. | 44
| Amanita muscaria 1182 28 36 41 1_
Pisolithus tinctoriuy 5335 | Th R2 | K9 |.
Colvbia butyracea 1841 | 67 | nd. | 101
MrgX 1 | a7 35 | 28
MrgX 11 &0 47 48
Cenococcum graniforme 3543 30 26 19
| C. graniforme 5259 49 | nd. 39 |
. C. graniforme 4947 30 | nd. | 28 |

nd. — nie oznaczano {not determined)

Jak wykazaly nasze doswiadczenia, 1los¢ chityny w przeliczeniu na gram suchej
masy grzybni zmienia si¢ takZe wraz z wickiem badanego organizmu (tab. 1); w wigk-
szosci badanych szczepow wraz z wiekiem rosnie zawarto$¢ chityny. Jedynie
w grzybni obu szczepéw Mrg X i dwu szczepow C. graniforme poziom chityny,
w starsze) grzybni jest wyraznie nitszy niz w mlodych strzgpkach. Zwraca uwage
fakt, 2e szczepy, u ktdrych wraz z wiekiem wzrost poziom chityny nalezq do Basidio-
mycetes, podczas gdy u C. graniforme 1 Mrg X, zaliczanych do Ascomycetes (Heim
1957; Trappe 1971, Pachlewskl, Kocon w druku), poziom chityny z wiekiem
obmza sig. Ze wzgledu na szczuploéé materialu trudno wysuwaé autorytatywne
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wnioski. By¢ moze jednak kierunek zmian poziomu chityny nastgpujgcy z wickiem
grzybni zwiazany jest z pozycja systematyczng danego grzyba. Zmiany zawartosc
chitvny wraz z wickiem grzybni byly juZ sygnalizowane przez wielu autorow. Ten
kierunek zmian dotyczyl zaréwno podstawczakow, jak Hebeloma cylindrosporum
i Suillus luteus (Plassard i in. 1982), jak i naleZzacych do Fungi imperfecti — Asper-
gillus sp. (Sakuari 1977) czy Fusarium oxysporum (Whipps i in. 1980; Ride i in.
1971). Natomiast przytaczany juz Sharma i in. (1977) badajgc grzyby z grupy
Moniliales zauwayl spadek zawartosci chityny w grzybni wraz z wickiem. Nalezy
w zwigzku z powyZszym zwrocié uwage na roZnice, ktore moga wylonié sie przy
oznaczaniu zawartosci chityny u grzybow owocujacych. Zarodniki i towarzyszace
im organy moga zawiera¢ zupelnie inng ilos¢ chityny niZz grzybnia wegetatywna.
Na przyklad Swift (1973) wykazal, ze u Coriolus versicolor sporofory procentowo
zawieraja przeszlo dziesigciokrotnie wigee) chityny niz grzybnia.

Przeprowadzone przez nas hodowle na poZzywkach z roZnymi zwigzkami azotu
wykazaly, Ze wszystkie uZyte tu zwiazki sa dobrym zrodlem azotu dla badanych
grzybow mikoryzowych. Jednak zawartos¢ chityny w grzybni zmieniala sie wyraz-
nie w zaleZnosci od zrodla N (tab. 2). NajywyZszg zawartosé¢ chityny wykrywano
w grzybni hodowane) na siarczanie amonu, nieco niZszg, jesh Zrodlem azotu byl
mocznik. Grzybnia hodowana na saletrze wykazywala najnizsza zawartos¢ chityny.
Wyrazne obniZenie zawartosci chityny w grzybni rosngcej na azotanie — w porow-
naniu z grzybnia, dla ktorej Zrodlem azotu byla jego forma amonowa — stwierdzila
tez Plassard i in. (1982).

Tabela 2 — Table 2

FZawartosé chityny (wyrazona w ug glukozoaminy/mg suche) masy) w 6-tygodniowe] grzybni hodo-
wanej na poiywkach plynnych réZnigeych si¢ Zrodiem azotu

Chitin content (expressed in gg of glucosamine per mg dry mass) in a 6-weeks old mycelium grown
in liguid media with different nitrogen sources

i S ——————_ R e = . § P =

i Zrodlo N w potywee tig glukozoaminy/mg grzybni !
| Source of N in medium pig of glucosamine/mg of mycelim q-
Szcrep | NH. | CO/NH,/, | NO? |
| Amanita muscaria 1/182 61 53 f 16
Suillus bovinus 1941 31 29 15
| MrgX 1 | 44 40 | 31
'._ Cenococcum graniforme 3543 40 | 32 32
WHNIOSKI

Z 1stotnych stwierdzen, nasuwajgcych sig¢ na podstawie analizy wynikow nale-
zaloby wymienic:

1. Poziom chityny w grzybni wegetatywnej grzybow mikoryzowych jest roiny
w zaleinosci od gatunku, a nawet szczepu.
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2. Zawartos¢ chityny w grzybni wegetatywnej grzybow mikoryzowych zaley od
wieku grzybni 1 rodzaju podloia.

3. Procentowa zawartos¢ chityny w grzybni wegetatywnej jest wyZsza wowczas
gdy Zrodlem azotu jest sol amonowa lub mocznik, a ni?sza, gdy azot dostarczony
jest w postaci azotanu.

4. Nastepujacy z wickiem kierunek zmian zawartosci chityny w grzybni po-
wietrznej grzybow mikoryzowych jest roZny. U wszystkich badanych grzybow
z klasy Basidiomycetes poziom chityny podnosit si¢c wraz z wiekiem hodowli, nato-
miast obniZal si¢ u szczepow, ktore mozna zaliczy¢é do Ascomycetes.
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