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PROUCAVANJE NEKIH MORFOLOSKIH I FIZIOLOSKIH OSOBINA
HELMINTHOSPORIUM ORYZAE BREDA de HAAN"

Izneti su rezultati proudavanja nekih morfoloskih i fi-
ziolo¥kih osobina Helminthosporium oryzae parazita pirinéa,

Uvod

Prinosi po jedinici povrSine, koji se postizu u nas, u poredenju sa
prinosima drugih zemalja proizvodaéa pirin¢a su znatno manji. Medutim,
uzrok niskim prinosima nije samo zastareli nadin gajenja ve¢, kako smo
u toku tri godine utvrdili, i usled nepovoljnog ili, bolje re¢eno, potpunog
nepoznavanja i zanemarivanja pojave bolesti koje, u zavisnosti od go-
dine, nanose manje ili vece $tete umanjujuéi prinose. Problemu zastite
pirinéa od bolesti i $tetofina u nas nije poklanjano dovoljno, da ne ka-
Zemo nimalo, paZnje.

Izvriv$i inventarizaciju parazitnih gljiva na pirin¢u, proudili smo
gljivu za koju smo wutvrdili da je u toku posljednjih godina (1975—1977)
bila i najrasprostranjenija i najstetnija u Kocanskoj Kotlini kao i u
drugim lokalitetima proizvodnje pirinéa u Makedoniji. To je gljiva
Helminthosporium oryzae prouzrokovad mrke pegavosti i paleZ klija-
naca pirinca,

Materijal i metod rada

Za proufavanje morfologije ove gljive koristili smo monosporne kulture jed-
nog izolata dobijenog sa semena jedne biljke pirinéa gajene u Kocanskoj Kotlini.
Izolat smo odgajili na krompir dekstroznom agarn na temperaturi od 25°C.

Konidiofore i konidije su merene nakon 10 dana od zasejavanja podloge. Ve-
licdine konidiofora i konidija su rezultat merenja po 100 konidiofora i isto toliko
konidija. Dobijeni podaci su obradeni variaciono statisti¢ki.

1} Skradeni tekst magistarskog rada odbranjenog 26. septembra 1977. godine na Poljoprivrednomn
fakultetu u Novem Sadu.
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Rezultati rada

a. Kolonija, koja se obrazuje na temperaturi od 25°C, je tokom
prve nedelje razvoja nepravilnog oblika sa talasastim ivicama. Za oko
12 dana gljiva zahvata celu povrinu podloge u Petri kutiji. Boja mice-
lije je svetlo do tamno crna. Hife su razgranate, Sirine od 5—12 mikrona
i medusobno anastamoziraju.

b. Konidiofore se obrazuju u vidu bo¢nih ogranaka hife. Pri
osnovi su maslinaste boje, do svetlo ¢adaste, a pri vrhu skoro providne.
Veli¢ina konidiofora gljive koja kod nas izaziva mrku pegavost je
150 — 750 X 8 — 10 mikrona. Imaju 6 — 15 septi, po obliku su cilindri¢-
ne, uspravne ma hifu od koje su nastale, a ¢esto su nesto povijene pri vrhu
na kome se obrazuju konidije, koje se relativno lako odvajaju (crtez 1).

Crtez 1. Helminthospo-
rium oryzae: Konidio-
fore (A) 1 konidije (B)
—  Helminthosporium
oryzae: Conidiophores
(A) and conidia (B).

Crtez 2. H. oryzae: Iz-

gled konidija — H. ory-

zae: Appearance of co-
nidia.

Crtez 3. H. oryzae: Vrh
konidiofore (A) sa ko-
nidijom (B); hilum (H)
— H. oryzae: Apex co-
nidiophores (A) and co-
nidia (B); hilum (H).

Crtez 4. Klijanje koni-

dije H. oryzae — Ger-

mination of conidium
of H. oryzae.

c. Konidije su dugatke 52 — 124 x 12 — 22 mikrona (u proseku
108,5 X 18,1 mikron), ne$to malo povijene, vrh im je znatno uZi od
osnove, a nesto niZze od sredine konidija je Sira za od prilike polovinu
od osnove (sl. 1 i crtez 2). Sasvim zrela konidija je smede ili mrke boje
sa tamnim perifernim zidovima koji su pri krajevima ne$to tanji, okru-
Zujudi slabo vidljivi semeni pupak (hilum) pri osnovi konidije (crtez 3).
Broj septi moze biti kod vec¢ih konidija i do 13. Mi smo nalazili najvise 10.
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Ispitujuéi klijavost konidija u viseéoj ‘kapi destilovane vode, utvr-
dili smo da one na sobnoj temperaturi od oko 22°C vrlo brzo klijaju.
Ve¢é posle jednog sata konidije po¢inju da klijaju. Posle 90 minuta bilo je
10% Kklijalih konidija, posle 2 sata 50%, a posle ¢etiri sata klijalo je 100%.

Skoro sve konidije su klijale sa dve polame kli¢ne cevi — po jedna
sa svakog kraja spore (crtez 4). Nakon dva sata zapazili smo da je samo
2% bilo klijanja sredi$njih éelija spore. Po Drechsler (1934) ovaj
nacin klijanja se dogada kod spora koje nisu potpuno zrele.

Interesantno je da su u raznim zemljama dobijene razli¢ite mere
konidiofora i konidija (tab. 1).

Tab. 1. Merenje konidiofora i konidija H. oryzae u raznim zemljama

(Wei, 1957)
Measurements of conidiophore and conidia of H. oryzae in different countries
(Wei, 1957)

Lokalitet Autor Konidiofore Konidije

Locality Author Conidiophore Conidia
Java Breda de Haan — 90 % 16 mikrona
Japan Nisikado 68—688 % 7,6—20 mik. 15—132x 10—26 mik.
India Sundararaman 70—175 % 5,6—7 mik. 45—106 x 14—17 mik.
gina Wei 90—345%x 7—11 mik. 24—122x 7—23 mik.

hina
SA]S) Drechsler 150—600 % 4—8 mik. 35—170 ¢ 11—17 mik.
U.S.A.
Jugoslavija  Autor 150—750 ¢ 8—10 mik. 52—124 ¢ 1222 mik.

Yugoslavia Author

Nisikado i Miyake (1922) su smatrali da se radi o dve razli-
tite vrste koje su morfoloski i fizioloski razli¢ite, Americke i Japanske
vrste. Medutim, verovatno se radi samo varijantama vrste koje nastaju
izmedu ostalog i usled delovanja uslova okoline.

d. Peritecije — mi nismo nasli u toku rada na prouéavanju
gljive.

Fiziologke osobine paraziia

Tzu¢avanjem fiziologije gljive ne samo da se mogu bolje razumeti
razliciti zivotni procesi i aktivnosti tih organizama, njihov uticaj na oko-
linu u kojoj se nalaze i kako ta okolina uti¢e na njih, ve¢ su takva pro-
ucavanja i osnov za iznalaZenje pogodnih mera za njihovo suzbijanje.

Gljive, kao i vise biljke, za svoj opstanak zahtevaju azot, ugljenik,
kiseonik, sumpor, kalijum, fosfor, magnezijum, mikroelemente kao i
optimalnu temperaturu i odredenu pH koncentraciju. Kako je utvrdeno,
nedostatak ili promena nekog od glavnih elemenata moZe u mnogome
da utie na porast gljiva, a takode i da prouzrokuje strukturnu promenu
doti¢nog organizma. (Cit. poNikolié, V., 1965).
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A. Uticaj temperature na porast parazita

Koliko je mama poznato, prva proucavanja o uticaju temperature
na porast i sporulaciju H. eryzae je objavio Nisikado (1922). A u na-
$0j domacoj literaturi podaci o delovanju temperature na porast i spo-
rulaciju gljive, koju smo proucavali, ne postoje.

Ispitivanja smo vr$ili na ¢vrstoj krompir dekstroznoj podlozi. Na
tu vrstu podloge smo zasejavali fragmentom micelije i podloge na kojoj
smo prethodno odgajili gljivu. Ino%ulum smo stavljali u sredinu Petri
kutije, koje smo drzali u politermostatu na temperaturama od 7, 11, 14,

Si. 1. H. oryzae:
Konidija formira-
na na podlozi od
krompira — Coni-
dium formed on
a potato base.

Za svaku ispitivanu temperaturu smo imali po &etiri Petri kutije.
Merenja pre¢nika kolonije gljive vréili smo posle 4, 8, 12, i 16 dana, a ja-
¢inu sporulacije odredivali smo mikroskopom posle 12 dana od zaseja-
vanja.

Delovanje razli¢itih temperatura na porast i sporulaciju H. oryzae
dato je u tabeli 2.

Tab. 2. Uticaj temperature na razvoj H. oryzae
Influence of the temperature upon the development of H. oryzae

Temperature u °C — Temperatures in °C

In(lj(ub_acia

u danima

Inedbation 7 11 14 20 25 27 30 32 34 37

days Pre¢nik kolonije usm. — Colony diameter in sm.

4 — 0,9 1,5 3,0 35 40 43 4,0 3,0 25
8 0,5 23 3,0 48 6,5 8,0 8,0 7,0 5,3 35
12 0,6 30 33 6,0 8,0 8,5 8,5 8,0 54 38
16 0,9 41 50 70 9,0 90 90 88 BT 4,1

Sporulacija —_ o 5 L s Sl i M + e +

Sporulation -+ + +

Legenda: — Bez sporulacija — Absent. ++ Srednja — Moderate

+ Slaba — Scanty +++ Dobra — Good
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Kako se iz tabele 2. vidi najbolji porast gljiva je imala na tempe-
raturi od 25, 27, i 30°, dok se minimalna nalazi oko 7°. U nasem ogledu
gljiva je rasla, istina slabo, i na temperaturi od 37°, §to znaci da je maksi-
malna temperatura za ovu gljivu iznad 37° (sl. 2).

~ LAl
7. e

Sl. 2. H. oryzae: Uticaj
temperature (s leva na
desno 7, 14, 20, 25, 30 i
37°C) na porast koloni
ja. Razvoj posle 12 da-
na — Effect of tempe-
rature (left of right 7,
14, 20, 25, 30 i 37°C) on
the growth of colonies.
Development after 12
days.

Posmatrajuéi tabelu moze se konstatovati da je optimalna tempe-
ratura za gljivu u nasem ogledu bila 30°, jer je na toj temperaturi vec
posle 4 dana kolonija imala najveci pre¢nik.

Na$ nalaz u pogledu thimarne temperature za porast H. oryzae
slaZe se sa nalazom Misra i Chatterjee (1963), koji su ustanovili,
ispitivajuci dva izolata, da je 30° optimum za porast ove gljive.

Sto se sporulacije tice, u nasem ogledu smo ustanovili da je naj-
bolja fruktifikacija na temperaturama od 25—30°C, ali smo slabu sporu-
laciju konstatovali na svim temperaturama od 11—37".

Misra je takode nasao da je optimum za sporulaciju jednog izo-
lata bio 30°. Interesantno je da drugi izolat u njihovom ogledu uopste nije
sporulisao.

Nasi rezultati se slazu i sa nalazima Nisikado (1923), koji je
nasao da je optimum za porast gljive izmedu 27 do 30°, a da gljiva stva-
ra konidije na temperaturama izmedu 5 do 38"

Medutim, rezultati koje je dobio Ocfemia (1924) razlikuju se
od na$ih. On je naSao da je optimum 28°, minimum 16°, a maksimum za
porast gljive 40°.
| Razlike kardinalnih temperatura koje su dobili razni autori, mogu

se objasniti, kada se zna da postoje sojevi koji se razlikuju po svojim
fizioloskim i morfoloskim osobinama, kao i po patogenosti i sporulacije.

B. Uticaj izvora ishrane

Ovim prouc¢avanjima su obuhvacdena ispitivanja uticaja hranljive
podloge ma razvoj parazita, dejstvo raznih izvora ugljenika, azota i pH
vrednosti na porast i sporulaciju gljive.
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1. Uticaj hranljive podloge. — Ispitivanje uticaja razli¢itih vrsta
podloga na porast i sporulaciju gljive vr$ili smo na teénim hranljivim
podlogama. Upotrebili smo sledece podloge: Neljusteni pirina¢ (arpa),
Ljusteni pirina¢ (beli), Ovas, Kukuruz, Luk, Szapek agar, Pepton, Krom-
pir i Sargarepa.

U Erlen Majerove kolbe od 50 ml otpipetirano je po 20 ml od svake
vrste podloge. Od svake vrste podloge koristili smo po &etiri kolbe. Za-
sejavanje podloge vreno je fragmentom micelije i podloge (oko 3 mm).
Kolbe su zatim stavljene u termostate na temperaturi od 25°, gde su
drzane 20 dana. Nakon toga perioda vrsen je pregled i ocenjivanje sporu-
lacije i merenje koli¢ine suve materije micelije.

Dobijeni rezultati su prikazani u tabeli 3.

Tab. 3. Uticaj hranljive podloge na razvoj parazita
Influence of nutritive base upon the development of the parasite

TeZina suve
substance

Podloga Sporulacija
s u mg L
Medium Dry matter Sporulation
weight in mg
Pirina¢ neljuSten 53,43 et
Rice no husk
Ovas — Oat 46,13 e
Kukuruz — Maize 25,0 + 4
Pirina¢ ljusSten 21,0 e ey
Rice — husk
Luk — Onion 20,55 ++
Czapek — Czapek's 16,48 b
Pepton — Peptone 7,85 : et
Krompir — Potato 6,50 ++
Sargarepa — Carrot 6,37 ++
Legenda: ++ Srednje obrazovanje konidije + 4+ + 4 Vrlo jako obrazovanje konidija
Mean production of conidia The most intensive formation of conidi:

+4 + Jako obrazovanje konidija
High production of conidia

Kako se iz tabele 3. vidi najbolji je porast bio na podlozi od nelju-
§tenog pirinéa (53,43 mg), a zatim od ovsa (46,13 mg). Upola manji porast
je bio na podlozi od kukuruza (25 mg), a zatim na ljustenom pirin¢u i
Juku (21 i 20,55 mg). Na Czapek, peptonu, krompiru i 8argarepi porast
gljive je bio daleko slabiji. Naprimer, teZina suve materije micelije na
podlozi od $argarepe je bila skoro &etiri puta manja od teZine suve ma-
terije na podlozi od kukuruza, a skoro devet puta manja od tezine suve
materije micelije na podlozi od neljustenog pirinca.

Sto se sporulacije ti¢e iz tabele 3. se vidi da je ona bila najbolja na
podlozi od neljustenog pirin¢a, ovsa i ljudtenog pirin¢a. Na ostalim pod-
logama gljiva je fruktificirala slabije.

Misra (1963) je proudavajuéi uticaj razli¢itih vrsta podloga na
porast i sporulaciju H. oryzae nadao da su najbolje podloge za ovu gljivu
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krompir dekstrozni agar i glukozni pepton agar, a da su ne$to slabije pod-
loge od ovsa, kukuruza i ekstrakta pirinéa. Ovaj autor je konstatovao od-
licnu sporulaciju na svim upotrebljenim podlogama, osim na Richard-
-ovom i Coon’s agaru gde je sporulacija bila slaba.

S obzirom na to da postoje, kako je ve¢ napred receno, sojevi —
izolati ove gljive koji se razlikuju medusobno morfoloski, po odgajiva-
¢kim karakteristikama, fiziologiji, sporulaciji itd. nije niSta neobi¢no $to
se rezultati pojedinih autora ne slazu.

Porast kao i sporulacija izolata koga smo mi proucavali najbolji
su na podlogama od neljustenog pirinéa i ovsa, dok su Czapek, pepton,
krompir i $argarepa daleko slabiji.

2. Uticaj vrednosti pH podloge. — Koncentracija pH podloge mo-
Ze imati na porast velikog uticaja. Ima gljiva koje se najbolje razvijaju
na neutralnim podlogama, dok druge zahtevaju alkalne podloge, a ima
i takvih koje se razvijaju dobro i na kiselim. Josifovié i Arseni-
jevic (1964) su nasli, da je za H. monoceras najbolja slabo kisela sre-
dina (pH 6,1), a Nikolié¢ i Arsenijevid (1964) navode da je naj-
jada sporulacija i najveca vrednost za teZinu suve mase H. allii dobiven
na pH 58—6,29. Nikoli¢ i Mari¢ (1964) ustanovili su da je gljiva
Phoma betae, pokazala veoma ujednacen porast kako i u izrazito kise-
lim tako i u alkalnim sredinama (pH 4,0 — 8,5).

Ispitivanja smo vrsili na sinteti¢koj te¢noj podlozi po Lilly i
Barnett (1951) modificiranoj od strane Lukezid¢ et all (1965).

Pre sternilizacije podloge pomocu Beck manmn-ovog pehametra
podesili smo sledede vrednosti pH: 3,0; 4,0; 5,0; 6,0; 7,0; 8,0 i 9,0. Steri-
lizacija je izvrsena u autoklavu na temperaturi od 120° pod pritiskom
od 1,5 atmosfere za vreme od dvadeset minuta. Posle sterilizacija izvr-
$eno je ponovo odredivanje pH i tom prilikom su dobijene sledece vred-
nosti: 2,8; 3,0; 42; 54; 6,3; 7,1 i 8,1. Posle toga podloga je razlivena u
kolbe zapremine 50 ml. U svaku kolbicu stavljeno je po 20 ml podloge.
U ogledu smo imali sedam varijanti pH vrednosti i to svaku varijantu
u ¢etiri ponavljanja. Zasejavanje svake kolbe obavljeno je fragmentima
micelije i podloge (0,3 sm). Tako zasejane kolbe stavljene su u termo-
stat na temperaturu od 25°.

Posle 20 dana od zasejavanja izvr$ili smo pregled u pogledu inten-
ziteta sporulacije, a zatim je izvrSeno filtriranje i merenje radi upore-
divanja porasta gljive. Podloge smo zajedno sa micelijom filtrirali kroz
flter papir, a zatim miceliju su8ili u toku pet ¢asova na temperaturi od
103 do 105°. Posle filtriranja odredivali smo vrednosti pH pomloge radi
utvrdivanja promena nastalih za vreme razvoja gljive. Sporulaciju smo
utvrdivali pre filtriranja mikroskopskim pregledom micelije svake kolbe.

Rezultati ispitivanja uticaja vrednosti pH na porast i sporulaciju
gljive dati su u tabeli 4.

Iz tabele se vidi da je najbolji porast dobijen na podlozi poéetne
vrednosti pH 7,1, a ne$to slabiji na pH 6,3. Na najniZim ispitivanim vred-
nostima pH (2,8 i 3,0) gljiva uop$te nije rasla.

Na ostalim vrednostima pH gljiva je rasla mnogo slabije. Sto se
ti¢e sporulacije ona je bila najbolja na podlozi podetne vrednosti pH 7,1,
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a nesto slabija na pH 6,3. Na podlozi pocetne vrednosti pH 4,2 nije bilo
sporulacije, a na pH 5,4 i 8,1 ona je bila slaba. Iz tabele se jo$ vidi da je
promena vrednosti pH koja nastaje za vreme sterilizacije znatno manja
u odnosu na promenu koja nastaje kao rezultat dejstva gljive.

Tab. 4. Uticaj pH vrednosti na porast i sporulaciju H. oryzae
Effect of pH values on the development and sporulation of H. oryzae

TeZina suve mase

pH posle
Pocelna pH pHp;;;JsLeit::eril. fillriranja \Vciguhtmof dey Sporulaqija
Initlal pH sterilization ‘;mr:{{;‘: mater of micelia Sporulation
in mg
30 28 22 - —
4,0 30 23 - ey
5.0 42 22 10,97 —
6,0 54 23 11,02 —
7,0 6.3 25 14,66 ++ <4
8,0 71 6,3 18,87 Jegyp
9,0 8,1 7.3 9,35 +
Legenda: — Bez sporulacia, + Oskudna, ++ Srednje (umerena) +++ Dobra, ++++ Obilna
Absent, Scanty, Moderate Good Abundant

Nisikado (1922) je naSao da je najbolji porast gljive na podlozi
sa vredno$éu pH 6,6 do 7,4, a da se konidije javljaju na pH od 2,6 do 10,9.

Ocfemia (1924) je konstatovao da je porast gljive najbolji pri
pH vrednosti od 8,6 do 8,8, a da je minimum 2,4 do 2,6.

Misra i Chatterjee (1963) su nasli da je optimalan porast
izolata oznacenog sa IB bio kada je vrednost pH iznosila 5,0, dok je
izolat IS najbolje rastao na pH 6,0. Izolat IS je sporulisao na svim vred-
nostima pH, a najbolje na pH 6,0 dok izolat IB nije uop$te obrazovao
konidije.

Dakle i kod ovih ispitivanja se pokazalo da rezultati zavise od izo-
lata koji se ispituju.

3. Uticaj razli¢itih izvora ugljenika. — Za ova ispitivanja smo kori-
stili sinteticku teénu podlogu kao i za prethodna ispitivanja. Od izvora
ugljenika koristili smo sledece: Skrob, maltozu, fruktozu, glukozu, galak-
tozu, dekstrin i acidum maleikum (jabol¢na kiselina). Kao kontrola slu-
Zila nam je osnovna podloga bez izvora ugljenika uklanjanjem dekstroze.
Svaki od napred pomenutih izvora ugljenika dodavan je osnovnoj pod-
lozi u ekvivalentnim koli¢inama 20 gr. dekstroze. Podloga je u kolbi od
500 ml. sterilisana u autoklavu za vreme od 20 minuta na 1,5 atmosferi.

Sterilisanoj podlozi dodati su vitamini koji su prethodno sterili
sani. Zatim je po 20 ml podloge otpipetirano u kolbe od 50 ml. Za svaki
ispitivani izvor ugljenika imali smo po cetiri kolbe.

Zasejavanje smo vrdili kao i u prethodnim ogledima. Zasejane kolbe
drzali smo u termostatu 20 dana na temperaturi od 25°C. Posle tog vre-
mena odredivali smo stepen sporulacije pomocu mikroskopa, a zatim
Je izvrSeno filtriranje i merenje radi utvrdivanja porasta gljive.
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Rezultati dobijeni u pogledu prose¢ne teZine suve materije i spo-
rulacije izneti su u tabeli 5.

Tab. 5. Uticaj razli¢itih izvora ugljenika na porast i sporulaciju

H. oryzae
Effect of different sources of carbon on growth and spormlation of

H. oryzae
Izvor uglienika TeZina suve supst. u mg Sporulacija®
Carbon source Dry wt. of micelyum in mg. Sporulation!)
Skrob — Starch 35,81 S
Maltoza — Maltose 16,26 +4++
Fruktoza — Fructlose 15,54 +++
Glukoza — Glucose 15,22 +4++
Galaktoza — Galactose 14,70 +++
Dekstrin — Dextrin ) 14,69 RANRS
Jabuéna kiselina — Acid maleic 4,58 —
Kontrola — Control 121 T

1) T tragovi, — oskudna, ++ umerena, ++4 dobra
traces, scanty, moderate, wod

Iz tabele se vidi da je skrob bio najpovoljniji izvor ugljenika za
gljive (35,81 mg), dok su ostali izvori bili slabije korisc¢eni od strane gljive.
Naslabiji porast je dobiven na podlozi u kojoj je kao izvor ugljenika bila
jabu¢na kiselina.

Na kontroli bez izvora ugljenika gljiva se razvijala u vidu vrlo ne-
Zne i rastresite micelije.

Tanaka je 1963. godine (cit. po S. H. Ou, 1972) ustanovio da je
najbolji porast gljive dobio na maltozi, a najslabiji na glicerinu. Intere-
santno je da na podlozi, gde je izvor ugljenika bio rastvorljivi skrob ili
laktoza, on je ustanovio da nije bilo porasta gljive.

Misra i Mukerjee (1962) su najbolji porast dobili na mani-
tolu, dobar jporast na saharozi i glikozi, a minimalni porast na laktozi.

Chen et al. (1964) nasli su da je maltoza bila najbolji izvor uglje-
nika na porast, a najslabiji arabinoza.

Sto se sporulacije ti¢e, u nasem ogledu svi ispitivani izvori uglje-
nika bili su povoljni za obrazovanje konidija osim jabuéne kiseline. Na
kontroli smo konstatovali sporulaciju u tragovima.

Sigurno je da je jedan od razloga §to su rezultati dobijeni od ra-
znih autora razli¢iti, $to su za oglede upotrebljavani razli¢iti sojevi gljive.

4. Uticaj razli¢itih izvora azota. — Koristili smo za ogled sinteti¢ku
te¢nu podlogu kao i za prethodna ispitivanja o uticaju razli¢itih izvora
ugljenika, s tim $to smo iz nje izostavili amonijum hlorid (3 gr), a ume-
sto njega dodavali u ekvivalentnim koli¢inama izvore azota koje smo
zeleli da ispitamo. U ogledu smo imali sledeée izvore azota: asparagin,
alanin, amonijum tartarat, kalijum nitrat, natrijum nitrat, ureju, amoni-
jum nitrat, amonijum hlorid i tioureju.

Kao kontrola sluzila nam je osnovna podloga bez izvora azota.
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Tab. 6. Uticaj razlicitih izvora azota na porast i sporulaciju H. oryzae
‘Effect of different sources of nitrogen on growth and sporulation

H. oryzae
Izvor azota Tezina suve supst. u mg Sporulacija
Nitrogen source Dry wt. of micelium in mg Sporulation
1 2 3
Asparagin — Asparagin 29,45 +++4
Amonijum tartarat 21,57 i ot ok
Ammonium tartarate
Alanin — Alanine 21,58 + 4+
Kalijum nitrat 20,17 + 4
Potassium nitrate
Natrijum nitrat 18,33 +++
Sodium nitrate
Ureja — Urea 17,0 +++
Amonijum sulfat 13,54 + +
Amonium sulphate
Amonijum nitrat 12,62 —
Ammonium nitrate
Amonium hlorid 9,42 —
Ammonium chloride
Tioureja — Thiourea 5,18 —
Kontrola — Control 4,76 +
Legenda:
— odsutna, + siaba, ++4 srednja, +++ dobra
absent, scanty, moderate, good

Iz tabele se vidi da je gljiva najbolje koristila asparagin (29,45 mg),
a da su alanin, amonijum tartarat i kalijum nitrat bili ne$to manje po-
voljni izvori azota za ovu gljivu (21,58; 21,57 i 20,17 mg). Jo§ manji po-
rast gljiva je imala na podlogama gde su izvori azota bili natrijum nitrat
i ureja (18,33 i 17,00 mg). Znatno slabiji porast gljiva je imala na podlo-
gama sa amonijum hloridom i tiourejom (9,42 i 5,18 mg). Na kontroli,
koja je bila bez izvora azota, bio je najmanji porast (4,76 mg).

Sto se sporulacija ti¢e ona je bila vrlo dobra na podlogama sa
asparaginom, alaninom, amonijum tartaratom, kalijum nitratom, natri-
jum nitratom i urejom, dobra sa amonijum hloridom, a sa amonijum
nitratom, amonijum hloridom i tiourejom, uopste nije bilo sporulacije.
Na kontroli, na kojoj je porast bio najslabiji obrazovanje konidije je
bilo vrlo slabo.

Das i Baruah (1947) su nasli da je pepton bio od pet ispitiva-
nih izvora azota najbolje kori$cen od strane H. oryzae.

Misra et al. (1962) su takode konstatovali da je pepton bio naj-
bolji korisceni izvor azota, a kalijum nitrat, natrijum nitrat i ureja su
znatno slabije koriSceni od strane gljive. Oni su nasli takode da osim
peptona svi ostali ispitivani izvori azota umanjuju obrazovanje konidije.

Chenet et al. 1964, su nadli da su kao izvori azota amonija¢ne
soli bolje od nitrata za porast gljive.

Svi izvori azota, kao i ugljenika nisu povoljni za porast svih gljiva,
a isto tako misu povoljni ni za sporulaciju svih gljiva. Oni koji su po-
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voljni za porast micelije nisu i ne moraju biti povoljni za sporulaciju.
Ako se tome doda da se pri ovakvim ispitivanjima radi razli¢itim izo-
latima, onda nije neobja&njivo postojanje razlike u rezultatima koje
postiZzu razni autori.

Zakljucak

U ¢istoj kulturi H. oryzae raste vrlo brzo. Kolonija koja se obra-
zuje na temperaturi od 25°C je tokom prve nedelje razvoja nepravilnog
oblika sa talasastim ivicama. Za oko 12 dana razvoja gljiva zahvata celu
povréinu podloge u Petri kutiji u vidu guste micelije, svetlo do tamno
crne boje.

Micelija je septirana, a hife razgranate, Sirine od 5—12 mikrona.

Konidiofore se obrazuju u vidu bo¢nih ogranaka hifa. Pri osnovi
su maslinaste boje do svetlo¢adaste, a pri vrhu skoro providne. Veli¢ina
konidiofore je 150—750 X 8—10 mikrona. Imaju 6—15 septi, po obliku
su cilindri¢ne, uspravne na hifu od koje su nastale, a ¢esto su nesto
povijene pri vrhu na kome se obrazuju konidije.

Veli¢ina konidija je 52—124 X 12—22 mikrona, ne$to malo su po-
vijene, a vrh im je znatno uzi od osnova. Sasvim zrela konidija je smede
ili mrke boje, a sa tamnim perifernim zidovima koji okruzuju slabo
vidljivi hilum. Broj septi moZe biti kod vecih konidija i do 13, mi smo
nalazili najvide 10. U povoljnim uslovima vlaznosti i temperature, koni-
dije klijaju u roku od jednog sata, sa dve polarne kli¢ine cevi — po jedna
na svakom kraju spore.

Optimalna temperatura za porast gljive je 30°C dok je minimalna
7°, a maksimalna iznad 37°. Najbolja fruktifikacija je bila na tempera-
turi od 25—30°.

Najbolji je porast bio na podlozi od neljustenog pirinéa, a zatim
od ovsa. Upola manji porast je bio na podlozi od kukuruza, a zatim na
ljuStenom pirinéu i luku. Na Czapek-ovoj podlozi i podlogama od pep-
tona, krompira i Sargarepe porast gljive je bio daleko slabiji.

Gljiva se najbolje razvijala na podlozi pH 7,1, a nesto slabije na
pH 6,3. 1Na najnizim ispitivanim vrednostima pH (2,8 i 3,0) gljiva uopste
nije rasla.

_Skrob je bio najbolji izvor ugljenika za porast i sporulaciju gljive.
Najslabiji porast je dobiven na podlozi u kojoj je kao izvor ugljenika
bila jabuéna kiselina.

Asparagin je bio najbolji izvor azota za porast parazita, dok su
alanin, amonijum tartarat i kalijum nitrat bili ne$§to manje povoljni
izvori azota. Naslabiji je porast bio na podlogama u kojoj su kao izvori
azota bili amonijum hlorid i tioureja.

(Primljeno 25. 12. 1978)
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STUDY OF SOME MORPHOLOGIC AND PHYSIOLOGIC PROPERTIES
OF HELMINTHOSPORIUM ORYZAE BREDA DE HAAN

I. Karov, M. Sc.

Institute for Rice, Kodani

Summary

In the present paper are set forth the results of the study of some
morpohogic and physiologic properties of H. oryzae. Mycelium is septate
and hyphae ramified, width from 5 to 12 micron.

Conidiophores are formed in shape of lateral spurs of hyphae. Near
the basis they are of olive to light sooty colour and near the top almost
transparent. The size of conidiophores is 150—750 X 8—10 microns. They
have 6—15 septa, cylindrical in form, perpendicular to the hypha which
they originated from, and often are bent towards the top on which they
form conidia.

The size of conidia is 52—124 X 12—22 microns, they are some-
what bent and their top is considerably narrower than the basis.

The optimum temperature for the growth of fungi is 30°C, whereas
the minimum one is 7°C and the maximum above 37°C. The best fructifi-
cation occurred at the temperature of 25—30°C.

The fungus develops best on the base of pH 7.1 and a little less at
pH 6.3. At the lowest examined values of pH (2.8 and 3.0) the fungus
did not grow at all.

Asparagine was the best source of nitrogen for the growth of the
parasite, whereas alanine, ammonium tartarate and potassium nitrate
were somewhat less favourable natrogen sources. The poorest growth
occurred on the bases in which ammonium chloride and thiourea stood
as nitrogen sources.



