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In the present paper low concentrations (1 - 10 meg/ml) of DNOC, in general, were not
found to restrain germination of fungal spores. High concentrations (25 - 200 mcg/ml) were
sporostatic and sporocidal. Disturbances of fungal spore germination in the presence of
DNOC were often accompanied by morphological changes of spores and germ tubes, Mucor
mucedo under the influence of DNOC developed budding cels besides hyphae.

WSTEP

Pestycydy nitrofenolowe nalezg do zwigzkow o zlozonym mechanizmie
dzialama. Obok obserwowanych zmian w metabolizmie grzybow glebowych
(Kornitlowicz 1982a,b)do wskaznikow fizjologicznego typu reakcyi na
pestycydy nitrofenolowe nalezg zmiany w cyklu rozwojowym tych drobno-
ustrojow. W przypadku grzybow wrazliwych na te preparaty obserwowane jest
ograniczenie wzrostu grzybni 1 wytwarzama cial owocowych (Duda, P ¢-
dziwilk 1952; Bates 1in. 1962, Pandey Rai 1975 Korni-
ltowicz 1in. 1979; Kornillowicz 1982a) W przeciwienstwie do
wymienionych procesow kielkowanie zarodnikéw jest slabiej hamowane w
obecnosci polaczen fenolowych. Swiadczy o tym m. in. fakt, Z¢ w obecnosci
takich podstawionych fenoli jak pigciochlorofenol (PCP) do uzyskania efektu
sporostatycznego wymagane sg znacznie wyzsze stezenia tego fungicydu, niz
do wywolania dzialania mikostatycznego (Yanagita, Yamagishi
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1958). Uwaza sig, ze wigksza odpornosc¢ na pestycydy zarodnikow niz strzepek
grzybOw zwigzana jest z zageszczeniem ich cytoplazmy oraz obecnoscig grubych,
wysyconych substancjami hipidowymi scian komorkowych.

Jakkolwiek nitrozwigzki oddzialujg glownie na fhizjologie mikrogrzybow,
Benti1 Moor wl966(L uk ens 1971)zaobserwowali rowniez ich wplyw
na morfologi¢ tych drobnoustrojow. Nieliczne sa dotychczasowe informacje na
temat wplywu preparatow nitrofenolowych (takich jak DNP, DNOC, DNBP)na
morfologie 1 morfogenez¢ mikrogrzybow; znajdujg si¢ w pracach Verd-
courta z1952roku, Benta 1 Moora z19661 Schulza z1974
(Lukens 1971).

Kontynuujgc badania nad oddzialywaniem pestycydu nitrofenolowego
(DNOC) na hzjologie 1 morfologie grzybow glebowych — wrazhiwych we
wzroscie na ten preparat — przesledzono wplyw roznych koncentracji DNOC na
aktywnosc kielkowania zarodnikow. Ponadto starano si¢ stwierdzi¢ czy zabu-
rzeniom w aktywnosci kielkowania zarodnikow grzybow w obecnosct wymie-
nionych pestycydow towarzysza zmiany w ich morfologn oraz morfologu
wyrastajacych strzepek rostkowych.

MATERIAL | METODY

Do badan uzyto 18 szczepow grzybow glebowych wybranych sposrod 50
1zolatow cechujacych sig redukcjg biomasy w obecnosct dwunitro-orto-krezolu
(Kornittowicz 1982a) Jako kryterium selekc)i materialu szczepowego
przyjeto silne zahamowanie (co naymnie) 407;) przyrostu biomasy pod wptywem
5 mcg DNOC/ml podloza. Na te] podstawie wybrane szczepy grzybow
uznano za wrazliwe na st¢zenia DNOC zblhizone do 1losar polowych tego
pestycydu. Reprezentowaly one nastepujgce gatunki: Rhizopus nigricans Ehrenb.
(3 szczepy), Penicillium purpurogenum Stoll (8 szczepow), Aspergillus niger van
Tiegh. (3 szczepy) oraz Mucor mucedo L. ex Fr., Mucor griseo-cyanus (Hagem)
Schipper [. Mucor sp. 1 Penicillium sp. — po 1 szczepie. Ponadto wybrano | szczep
(Rhizopus nigricans nr 1) stymulowany przez wspomniang dawke preparatu
(Kornittowicz 1982a)

Do doswiadczen, podobnie jak poprzednio (K ornillowicz 1982a),
uzyto 4,6-dwunitro-orto-krezol w roztworze (0,1 n NaOH. Badania prowadzono
z uzyciem szerokiego spektrum stezen DNOC w celu poznania wplywu zardowno
niskich jak 1 wielokrotnie wyzszych koncentracy tego biocydu na zachowanie
zywotnosct grzybow (wystgpujacych w postact zarodnikow). Zastosowano
nast¢pujace dawki doswiadczalne DNOC (w mcg/ml): 1; 5; 10; 25; 50; 75; 1040; 150
1 200.

Hodowle grzybow prowadzono na zmodyfikowanych pozywkach (K o r-
nittowicz 1982a) Mucoraceae na pozywece Saundersa (Szajer 11n.
1969), a pozostale grzyby — na pozywce Czapek-Doxa(Li1twinow 1969)
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W badaniach stosowano 10 ml pozywki zawierajgce) odpowiednig ilos¢ DNOC.
Celem unikniecia alkalizacji stosowanego podloZa (mala objgtosc) z roztwordw
macierzystych tego preparatu w hugu (0,1 n NaOH) sporzadzono rozcienczenia
wyjsciowe — w wodzie. Nastepnie 1-mililitrowe porcje tych roztworow zawie-
rajace 10-krotnie wyisze stezenia od stosowanych dawek doswiadczalnych
mieszano z 9 ml poZzywki, uzyskujac w ten sposdb podane wyizej, koncowe
stezenia preparatu. Kontrolne podloza uzyskiwano przez zmieszanie 1 ml jalowej
wody destylowanej i1 9 ml pozywki.

Do hodowli grzybéw zastosowano metode mikrokultur na krazkach aga-
rowych (A. B. Strzelczyk 1968). Inokulum do szczepien sporzadzano
nastgpujgco: z T-dniowych hodowli grzybow na skosach z pozywka glukozowo-
ziemniaczang splukiwano zarodmiki 5 mulilitrami 0,029, wodnego roztworu
Tween B0 1 rozcienczono woda tak, by ostateczne ich zaggszczenie nie bylo
wyzsze niz 20- 25 komorek w | polu widzenia mikroskopu przy powigkszeniu
200 x. Krazki posiewano pobierajgc z ww. zawiesiny | oczko ezy. Mikro-
hodowle kontrolne oraz zawierajace DNOC inkubowano w 26°C przez 7 dni.
Zastosowana metoda hodowli grzybow byla dogodna przy okreslaniu zdolnosci
kielkowania zarodnikéw, a ponadto umozhwila Sledzenie zmian morfolo-
gicznych z jednoczesnag przyzyciowa obserwac)g struktur anatomicznych ko-
morek grzybow.

Aktywno$¢ kielkowania zarodnikéw w obecnosci DNOC

Zdolnos¢ kielkowania zarodnikow okreslano na podstawie metody B o-
reckiegoi1 Burkiewicza (1962). W kazde) mikrokulturze analizo-
wano po 50 zarodnikow dokonujgc obserwac)i w odstepach 24-godzinnych przez
| -3 dni. Ogolem dla kazde) sern doswiadczalne) badano po 300 zarodnikow
(przy 6-krotnym powtorzeniu). Krazki z niewykielkowanymi zarodnikami
poddawano obserwac) wydluzajac czas inkubacy do 7 dnu

Wyniki podawano jako procent hamowania lub stymulacn kietkowania w
obecnodci uzytych dawek DNOC. Na podstawie krzywych aktywnosci kielko-
wania zarodnik 6w wyznaczano nastgpnie wartosci ED ., tj. stezenia powodujace
zahamowanie ich kielkowania w 507, (K oo pm an s 1956).

Przezywalnosci zarodnikow w obecnosct DNOC

Test przezywalnoéci zarodnikow przeprowadzono stosujgc takie dawki
DNOC (réine w zaleznosci od wrazliwosc szczepow), ktore odpowiadaly
najnizszemu stezeniu preparatu powodujacemu 1007, (ED,,,) lub prawie
calkowite (EDys) zahamowanie kielkowania zarodnikow. Przezywalno$é za-
rodnikow grzybow oznaczano w nast¢gpujacy sposob: w trakcie 7-dniowe)
hodowh krazki zawierajace niewykielkowane zarodniki przenoszono co-
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dziennie do kolbek z plynng pozywka glukozowo-ziemniaczang bez preparatu i
po wyplukaniu zarodnikoéw kraZzki usuwano. Dla kazdego szczepu stosowano
3-krotne powtorzenia. Hodowle inkubowano w temp. 26°C az do uzyskania
pelnego rozwoju grzybni, t). do wytworzenia grzybni powietrznej 1 cial owoco-
wych. Kolbki z pozywka inkubowano 4 dni w celu ustalenia czy uzyte dawki
DNOC (przy stosowanym czasie kontaktu) wywierajg dzialanie zarodniko-
bojcze (A.B. Strzelczyk 1968)

Wptyw DNOC na morfologi¢ zarodnikow i1 strz¢pek rostkowych

Obserwacje obejmowaly niektore cechy komorek grzybow, jak grubosc
sciany komorkowej i struktureg cytoplazmy. Wszystkie charakterystyczne zmiany
morfologiczne 1 anatomiczne zarodnikow i rostkow badanych grzybow zareje-
strowano na fotografiach wykonywanych przy stalym powigkszeniu (200 x ).

WYNIKI BADAN

Oddzialywanie DNOC na kielkowanie zarodnikow

Obserwacje wykazaly, Ze niektore sposrod badanych 19 szczepow reagowaly
nieznacznym przyspieszeniem kielkowania zarodnikow w srodowisku zawiera-

Tabela |l =Table 1

Wplyw miskich stgzen DNOC na aktywnosé kielkowania zarodnikow niektorych graybow (%)
hamowania lub stymulacji w stosunku do kontroli)

The effect of low concentrations of DNOC on activity of spore germination of some fungi (percentage
of inhibition or stimulation as compared with control)

|
DNOC (mcg/ml)
Catunck Nr szczepu 10
Species No. of strains
czas inkubacji: 1 — 3 dni
time of incubation: 1 — 3 days
1 T (+)28=(+) S 35 — 50
Rhizopus 3 22 = 10 28 — 14
nigricans 4 (+) 6— 0 (4+)16 —=(+]17
5 0 23 - 12
Mucor mucedo 1 0 24 — 17 35 =15
Mucaor sp. 1 0 11 = b 30— 23
Penicillium
ARG f 0 0 33— 14
Penicillium sp. 1 0 0 30 —+13
Aspergillus niger | 1 14 —7 12— 10 14 - 7
-—-—I = i I

{ =+ ) stymulaca (stumulaton)
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jacym niskie dawki DNOC(1 - 10 mcg/ml). Obserwowana stymulacja zanikala w
miar¢ przedluzania czasu inkubacji (tab. 1, 2).

Jak wynika z tabeli | w obrgbie badanego zespolu grzybow wystapily rowniez
takie szczepy, ktore reagowaly obnizeniem (na ogol niezbyt wysokim) aktyw-
nosci kielkowania zarodnikow po wprowadzeniu do pozywki malych ilosc
nitrofenolu. Wérdd nich szczegdlnie interesujacg reakcje wykazywal szczep
Rhizopus nigricans nr 1. Mimo stymulacji kietkowania zarodnikow tego grzyba
przez 5 mcg DNOC/ml stwierdzono silne hamowanie tego procesu w obecnosci
dwukrotnie wyzsze] dawki. Pozostale szczepy — reprezentujace Mucor griseo-
-cyanus, Penicillium pyrpurogenum 1 Aspergillus niger nie wykazywaly na ogol
wrazliwoscl na miskie dawki DNOC.

Wraz ze wzrostem zawartosci DNOC w podloiu (powyze) 10 mcg/ml)
procent nie wykilelkowanych zarodmikow ulegal zwigkszeniu (ryc. 1).

Wysokg wrazliwoscig na wyzsze dawki tego pestycydu charakteryzowaly sig
szczepy Rhizopus nigricans oraz Mucor sp., Mucor mucedo 1 Penicillium sp.
reagujgce rowniez 1 na nizsze stezenia DNOC. Wskazywaly na to otrzymane
wartosct ED, (10-50 mecg DNOC/ml) dla tych grzybow. Szczepy pozostalych
gatunkow, t). Mucor griseo-cyvanus, Penicillium purpurogenum 1 Aspergillus niger,
reagowaly rowniez zmniejszeniem licgby wykielkowanych zarodnikow pod
wplywem wyzszych dawek DNOC. Przejawialy one jednak znacznie wigcksza
opornos¢ na ten preparat, niz wymienione wczesnie] gatunki . Stwierdzono
bowiem, ze do 50, zahamowania (ED,,) kielkowania zarodnmikow tych grzybow
wymagane byly w wigkszosci przypadkow wyzsze stezenia DNOC, rzedu 65 - 100
mcg/ml.

Przedstawione wyniki wskazuja, ze niskie dawki DNOC na ogdl nie
wywieraly znacznego wplywu na kielkowanie zarodnikow, natomiast wyzsze
stgzenia DNOC byly sporostatyczne. Wrazliwos¢ zarodnikéw na DNOC
swiadczy o wyraznym zroznicowaniu gatunkowym grzybow. Ponadto w obrebie
gatunkow reprezentowanych przez wicksza liczbe szczepow daly si¢ zauwazyc
roznice szczepowe (tab. 1; ryc. 1). Interesujgca wydaje si¢ zroznicowana reakcja
szczepOw Rhizopus nigricans — wirod ktorych jeden (nr 4) przejawiatl stymulacje
kielkowania w obecnoéci 10 mcg DNOC/ml, podczas gdy inny (nr 1) byl silnie
hamowany przez tg ilos¢ nitrofenolu.

Przeprowadzone badania wykazaly, ze wraz z przedluzaniem czasu inkubac
zarodnikow w obecnosci DNOC zwigkszal si¢ procent wykietkowanych zarod-
nikow (tab. 2). Fakt, 7ze zjawisko to obserwowano na ogdl w obecnosc
sporostatycznych dawek DNOC nie przekraczajacych wartosci EDy,, wskazuje
na mozliwoé¢ dostosowywania si¢ zarodnikéw do nizszych, aczkolwiek hamu-
jacych kietkowanie, stezen DNOC.

W hodowli zawierajgcej DNOC w stezeniach rzedu 100 - 200 mcg/ml (ryc. 1)
wickszo$¢ badanych grzybow wykazywalo 1007, zahamowanie kietkowania
spor (ED, g0).
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Tabela 2 —-—Table 2
Wplyw wysokich steden DNOC na zdolnosé kietkowania zarodnikéw miektorych grzybow po
roinym czasie inkubaciji (7, wykielkowanych zarodnikéw w stosunku do kontroli)

The effect of high concentrations of DNOC on activity of spore germination of some fungi after
various periods of incubation (in percentage of germinated spores as compared with control)

- —
DNOC (mcg/ml)
-‘-'.‘;amg:k e Y 25 [ 50 ] 75 l 100 \ 150
pecies No. of strains
czas kontaktu z preparatem od 1 do 3 dni
| time of treatment of DNOC: 1-3 days
Rhizopus 3 46 — 54 ] 15—+ 13 545 | 0 ()
nigricans 5 84 — BB 35— 52 47 — 49 21 = 26 16 —+ 15
Mucor mucedo ] 6068 | 1327] 1E—=29 | 14=14] 10-20
Penicillium 4 92 =95 42 — T0 54 — 58 -4 22
- b 60 — B4 - 48 = 70 418 10— 10
nd e = 7 74488 | 7385 ~ 244 | 25
Aspergillus niger 1 6d — BS 47 — 64 4] -+ 51 26 = 30 10— 20

- e badano (no studsed)

Oddziatywanie DNOC na przezywalnosé zarodnikow

Wykonane testy przezywalnosci zarodnikow grzybow dowiodly, ze juz
najnizsze stezenia DNOC nie dopuszczajace do kielkowania byly sporobojcze.

Letalny wplyw DNOC na zarodniki byl zaleiny od czasu ich kontaktu z
pestycydem. I tak po 1-3 dniach inkubacji w obecnosci dawek powodujgcych
1007, lub prawie calkowite (EDys) zahamowanie kielkowania zarodnikéw
dzialanie DNOC mialo charakter sporostatyczny (ryc. 2). Po przeniesieniu do
srodowiska bez preparatu zarodniki kietkowaly tworzac grzybnig. Aktywnosé
sporobojczg DNOC wobec badanych grzybéw obserwowano po przedluzeniu
ich kontaktu z pestycydem do 4-5 dni.

Wplyw DNOC na morfologi¢ zarodnikow 1 strzgpek rostkowych

Oddzialywanie badanego pestycydu na morfologie kielkujacych zarodnikéw
objawialo si¢ zazwyczaj silniejszym niz w kontroli pecznieniem zarodnikow oraz
nabrzmiewaniem 1 skroceniem rostkow.

Nasilenie tych zmian bylo jednak zalezne od gatunku grzyba. W obrebie 19
przebadanych grzybow szczepy Penicillium purpurogenum 1 Aspergillus niger
reagowaly slabie) na wprowadzenie DNOC niz izolaty Rhizopus nigricans oraz
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Ryc. 2. Przeiywalnosé zarodnikow niektorych grzybéw w obecnodci najnidszych dawek DNOC
calkowicie hamujgcych ich kielkowanie
Spore survival of some fungi in the presence of the smallest doses of DNOC completely inhibiting
their germination

szczep Mucor sp. nr 1 1 Mucor mucedo nr 1. Natomiast Mucor griseo-cyanus nr 1
oraz Penicillium sp. nr 1 nie wykazywaly wyraznych zmian morfologicznych w
obecnosci wszystkich zastosowanych dawek DNOC.

Zanotowano ponadto zaleznos¢ pomigdzy hamowaniem kietkowania grzy-
bow przez DNOC a indukcja zmian morfologicznych zarodnikow i rostkow pod
wplywem tego preparatu. Szczepy Rhizopus nigricans (z wyjatkiem nr 4), Mucor
sp. 1 Mucor mucedo — reagujgce pewnym obnizeniem aktywnosci kietkowania w
obecnosc nizszych dawek DNOC — juz w koncentracn 10, a nawet 5 mcg
DNOC/ml, charakteryzowaly si¢ deformac)g komorek (ryc. 1 -3). Pod wplywem
takich dawek DNOC opoznione bylo takze wytwarzanie pierwszych strzepek
wegetatywnych, ktore ponadto czesto wyrastaly peczkami na szczycie rostkow
(ryc. 5). Interesujgce bylo, z& Mucor mucedo — obok zgrubialych 1 skréconych
odgal¢zien w lormue strzgpek — wytwarzal kuliste komorki paczkujace (ryc. 5).
Natomiast w przypadku szczepow Penicillium purpurogenum i Aspergillus
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niger niskie koncentracie DNOC, tj. 1-10 mcg/ml, a czgsto jeszcze 1 stgzenia
25 mcg/ml, nie hamujac na ogot kietkowania zarodnikow, nie wplywaly rowniez
na morfologi¢ 1 wzrost zarodnikow 1 rostkow (ryc. 4, Sa-d).

Zmiany morfologiczne badanych przedstawicieli Mucoraceae ulegaly po-
glebieniu w miar¢ wzrostu koncentracyi DNOC powyze) 10 meg/ml. Zarodniki
tych grzybow peczniejgc osiggaly czesto olbrzymie rozmiary (np. u Mucor mucedo
od 65 do 82 um przy srednicy zarodnikéw w kontroli od 16 do 22 um), a
zdegenerowane rostki cechowaly si¢ silnie ograniczong lub zahamowang zdol-
noscig do tworzenia odgalezien bocznych (ryc. 1-3).

Przy dawkach DNOC (zazwyczaj poczawszy od 50 mcg/ml) wywolujgcych
sporostaze szczepow Penicillium purpurogenum 1 Aspergillus niger pojawialy sig
rowniez zaburzenia w morfologn kielkujacych zarodmkow tych grzybow. W
obecnosct mzszych dawek-sporostatycznych DNOC (EDg,) nie obserwowano
zjawiska nadmiernego pgcznienia komorek tych grzybow. Natomiast wyra-
stajgce w tych warunkach wielokomorkowe strzepki rostkowe Aspergillus niger
cechowalo silniejsze niz w kontroh rozgal¢zienie 1 pofragmentowanie (ryc. 6a,
6d). Wskazywalo to na hamowanie wydluzania komorek. Rostki szczepow
Penicillium purpurogenum w obecnosci nizszych dawek sporostatycznych roz-
galezialy si¢ na ogol slabiej, rosnac czesto zygzakowato w pordwnaniu z
prostoliniowym wzrostem strzepek kontrolnych. Najwy2sze stgzenia subletalne
DNOC wywolywaly nie tylko bardzo silne skrocenie rostkow, lecz rowniez
przyczynialy sie do ich nadmiernego nabrzmiewania, indukujac takze rozdecie
zarodnikow (ryc. 61, 7d).

Zanotowano ponadto, ze w obecnosci st¢zen sporostatycznych (dawki rzedu
ED;, — EDy;) badane szczepy grzybow wytwarzaly zwielokrotniong liczbe
rostkéw wyrastajgcych z jednego, a nawet kilku miejsc zarodnika (ryc. 5-7).
Efekt ten byl wyraznie widoczny w Mucor mucedo, a rzadzie] u szczepow
Aspergillus niger 1 Penicillium purpurogenum. Natomiast u 1zolatow Rhizopus
nigricans 1 grzyba Mucor sp. nr 1 obserwowano na ogd redukcjg liczby rostkow
do jednej zgrubialej 1 skroconej strzepki, ktore) srednica czesto byla rowna
srednicy nabrzmialego zarodnika (ryc. 3d). W obecnosci najwyzszych dawek
sporostatycznych DNOC pojawialy sie ,formy olbrzymie™ rowniez u innych
badanych grzybow (ryc. 5g, 61, 7d), chociaz z mniejszg czestothiwoscig. Struktury
te przy tym zazwycza) tracily zdolnod¢ wytwarzania strzepek potomnych.

W obre¢bie badanych grzybow na oddzielne omowienie zasluguje zachowanie
si¢ Mucor mucedo. Jak juz wspomniano wczeéniej szczep ten w Srodowisku
zawierajgcym niskie stgzenia DNOC (10 meg/ml) obok wzrostu w formie grzybni
(M) byt zdolny do rozwoju w formie droidzopodobnej (Y). Wraz ze wzrostem
koncentracji DNOC Mucor mucedo przejawial silniejsza tendencje do rozwoju w
formie Y, niz w postaci M (ryc. 5). W obecnoéci 50 mcg DNOC/ml (ponad 70°%,
zahamowanie kietkowania) licznie wystgpowaly formy mieszane. Zarodniki
peczniejac wytwarzaly zardGwno wyrostki grzybni jak 1 komorki paczkujgce.
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Wyrastaly one pegczkami z jednego miejsca zarodnika (ryc. 5d, e). Czegsto
obserwowano powstawanie form wielobiegunowych (ryc. 5f). Niekiedy z jednego
miejsca spory wyrastalo rownoczesnie az 9 krotkich wyrostkow (w formie
strzepek lub paczkow), a inne zarodniki tworzyly liczne (nawet do 15) pojedyncze
odgalezienia. Natomiast w obecnosci najwyzszych dawek subletalnych zarodniki
Mucor mucedo tworzyly jedynie liczne wyrostki w formie pgczkow (ryc. 5hy).

Przeiyciowe zmiany cytologiczne w zarodnikach 1 rostkach w obecnoscit DNOC

Obserwacje cytologiczne, prowadzone rownolegle z obserwacjami morfolo-
gicznymi komorek grzybow, wykazaly, ze w poréwnaniu z kontrolg strzgpki
rostkowe rosngce w obecnosci DNOC charakteryzowaly si¢ silnym nagroma-
dzeniem ziarnisto$ci w cytoplazmie. Uwidocznilo si¢ to szczegdlnie w obrazie
mikroskopowym badanych przedstawicieli Mucoraceae.

Zwrocono rowniez uwage na zgrubienie scian komorkowych u niektorych
sposrod badanych grzybow rosnagcych z DNOC (ryc. 5), co mogloby wskazywac
na probe obrony organizmow przed toksycznym oddzialywaniem tego prepara-
tu. Natomiast czesto ujawniajgca si¢ zmiang cytologiczng szczepow Rhizopus
nigricans hodowanych z DNOC bylo powstawanie blon poprzecznych w
strzgpkach rostkowych (ryc. 3).

Znaczna cze$¢ badanych grzybow, wérdd nich szczepy Aspergillus niger i
Mucor mucedo, w obecnosci DNOC odznaczaly si¢ nagromadzeniem wieksze)
liczby wakuoli w porownaniu z kontrolg (ryc. 5, 6).

Obydwa opisane wyzej zjawiska moglyby wskazywac na przedwczesne
starzenie si¢ komorek grzybéw pozostajacych w kontakcie z DNOC.

W wielu przypadkach po dhluiszej hodowli grzybéw z dwunitro-orto-
-krezolem widoczna byla plazmoliza komoérek. Efekt ten szczegdlnie wyraZnie
zaznaczyl si¢ w strzepkach Rhizopus nigricans, Mucor mucedo i Mucor sp. W
obecnosci subletalnych dawek DNOC (ryc. 5e¢) po 3-5 dniach hodowli
nastepowalo calkowite odrywanie kurczgcego si¢ protoplastu od Sciany komor-
kowej. Pod wplywem DNOC — zwlaszcza uzytego w dawkach sporostatycznych
— obserwowano niekiedy pekanie zgrubialych komoérek 1 wydobycie sig tresci
komoérkowe) na zewnatrz (ryc. 51).

DYSKUSJA

Z przeprowadzonych badan wynika, ze niskie dawki dwunitro-orto-krezolu
(1-10 mcg/ml), zblizone do ilosci polowych tego pestycydu, na ogol nie
hamowaly, a niekiedy nawet stymulowaly kielkowanie zarodnikow grzybow.
Obserwacje te czeSciowo potwierdzajg dane A. B. Strzelczyk (1968,
1975) zajmujgcej si¢ wplywem na grzyby pestycydow z grupy chlorofenoli, t).
preparatow o zblizonym mechanizmie dzialania do nitrofenoli. Zacytowana
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autorka obserwowala stymulacje kielkowania zarodnikow przez minimalne
dawki pieciochlorofenolu (PCP). Jako przyczyng tego zjawiska wymienia ona
zmiany w przepuszczalnosci blony cytoplazmatycznej, a w konsekwencji szybsze
kielkowanie zarodnikow.

Sadzimy, e pobudzajacy wplyw niskich dawek DNOC na rozwdj grzybow
(Kornittowicz 1982a) byl spowodowany nie tylko jego bezposrednim
dzialaniem na struktury powierzchniowe komorek, lecz rowniez przyspieszeniem
syntezy skladnikéw - komorkowych, co wywolywalo szybsze kielkowanie |
przyrost biomasy grzybni.

Jak wynikazbadan A.B. Strzelczyk (1968, 1975), wysokie steZenia
pestycydow fenolowych takich jak pigciochlorofenol wywoluja hamowanie
kietkowania zarodnikéw. Rowniez z badan wlasnych wynikm e efekt sporosta-
tycznego dzialania nitropochodne) fenolu (DNOC) ujawnil si¢g na ogdt dopiero
przy zastosowaniu dawek preparatu rzgdu 25-200 mcg/ml, tj. wielokrotnie
wickszych od polowych. Przeciwnie do kielkowania zarodnikow, przyrost
biomasy wielu grzybéw byl hamowany juz w obecnosci niskich dawek DNOC
(5-10 mcg/ml) — co opisano wczesniej (K ornillowicz 1982¢)

Z przedstawionych obserwac) wynika, ze stezenia DNOC hamujgce kielko-
wanie zarodnikow grzybow byly wielokrotnie wy#zsze niz dawki hamujgce
przyrost biomasy. PowyiZsze spostrzezenia potwierdzaja rowniez obserwacje
Yanagita 1 Yamagishi z 1958 r. oraz Bomar 1966, ktorzy
ZWraca)a uwage na to, ze sporostatyczne dzialanie chloropochodnych fenolu
zaznacza sie slabiej, niz mikostatyczne dzialanie tych zwigzkow.

Nalezy sgdzi€, ze w warunkach naturalnych, w ktorych stezenie nitrofenoli
rzadko osigga tak wysoki poziom jak ww. (25-200 mcg/ml), zachowanie
zdolnoscl kietkowania zarodnikow umozliwiloby szybkg regeneracje populaci
grzybow, pod warunkiem jednak, ze steZzenia glebowe tego biocydu nie hamo-
walyby wzrostu 1 reprodukcy grzybni.

Jakkolwiek niektorzy autorzy (Verdcourt 1952) donoszg o braku
wplywu preparatow nitrofenolowych (nitrofenol 1 dwunitrofenol) na morfologie
kielkujgcych zarodnikow, w prezentowane) pracy zauwazono deformacje za-
rodnikow 1 strzgpek rostkowych rosngcych z dwunitro-metylo-fenolem (DNOC).
Zanotowano przy tym korelacje pomigdzy hamowaniem kielkowania zarodni-
kow a indukcja zmian morfologicznych komorek wegetatywnych (rostki) 1
zarodnikow. Z przeprowadzonych na obszernym materiale szczepowym (19
izolatow) obserwac)i wynika, Ze efekt ten wystgpowal czgsto juz w obecnosci
niewielkich, ale sporostatycznych, koncentracji DNOC, (5 1 10 mcg/ml).
Zmiany morfologiczne najczesciej objawialy sig skroceniem oraz rozgalezie-
niem strzgpek rostkowych. Poza wymienionymi zmianami w morfologii grzy-
bow, u niektorych z nich (zwlaszcza Rhizopus 1 Mucor) juz niskie ww. stgZzenia
DNOC wywolywaly silne nabrzmienie komorek wegetatywnych i zarodnikow
fryc. 1-3). Wskazywaloby to na zaklocenie gospodarki wodne] w komorkach



Ryc. 3. Wplyw DNOC na morfologie 7arodnikow i strzgpek rostkowych Rhizopus nigricans nr 1
The effect of DNOC on morphology of spores and germ tubes of Rhizopus nigricans No. |
a— Koniola hodowla 24 (conrol, 4 hours oldculurl: b — 5 mcg DNOC/mi. hodowks 24 b (5 meg of DNOC/ml, 2-hours old

ek c s

150 mes of DNOC/mi, T2-hours old culture)

Ryc. 4. Wplyw DNOC na morfologic zarodnikow i strzgpek rostkowych Rhizopus nigricans nr 4
‘The effect of DNOC on morphology of spores and germ tubes of Rhizopus nigricans No. 4

2-hoursold

cultrek e — hod hodowa 48

75 meg of DNOC/mi, 48-hours old culture)



Rye. 5. Wplyw DNOC nia morfologi zarodnikow i strzgpek rostkowyeh Mucor mucedo (szcz. ot 1)
The effect of DNOC on morphology of spores and germ tubes of Mucor mucedo (strain No. 1)
1 2howrsod

u — kontrola,
culturekc =

Crul — S0meg DNOCmL hodowla 2

< hodons
i Jml hodowla 72 (150 meg of DNOCml



trzgpek rostkowych 4.\permllu) niger (szcz nr 1)
jer (strain No. 1)

50 meg of DNOC/m, #-howrs ldcutuel: ¢ — 100 mcg DNOC/m, hodowla 48
"~ 200 mex DNOC/mi hodowla 72 (200 meg of DNOC/ml, 2




Ryc. 7. Wplyw DNOC na morfologic zarodnikow i strzepek rostkowych Penicillium purpurogenim
(szcz. ni

The effect of DNOC on morphology of spores and germ tubes of Penicillium purpurogenum
(strain No. 6)
& kontrola,hodowla 24 b control 2-hours old culurek b — 50mcg DNOCmi bodowh 24 (50 meg of DNOC/m, 4-hours o
cultrc e — 100 mcg DNOC/m. hodowla 48 100 mg of DNOC . 45-hours ok clturc: d — 150 meg DNOCml. odowla 72h
(150meg of DNOCm.72-hours o culureke — plarmalizastzspek Maor micedon 1) pod wplywem (00mcg DNOC/m porywki.
hodowla Sdniowa (plasmalyas of Mucor muceds (No. 1 hyphas under influenc of 100 mcml. -day okd cultre)
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grzybow. Zblizone zaburzenia w morfologn kietkujacych zarodmkow ob-
serwowali Verdcourt (1952)i A . B. Strzelczyk (1968, 1975) w
hodowlach grzybow z chloropochodnymi fenolu.

Jakkolwiek dwunitro-orto-krezol oddzalywa gldownie na przemiany energe-
tyczne (Simon 1953, Kornillowicz 1982a), preparat ten, tak jak i
inne biocydy z grupy podstawionych fenoli(Rich 1960; Corden 1969),
moze wplywac na przepuszczalnos¢ blony cytoplazmatyczne) oraz wywolywac
rozluznienie struktury Sciany komorkowe) grzybdéw (Corden 1969). To
ostatnie przypuszczenie potwierdzalaby obserwowana w badamiach wlasnych
stymulacja wzrostu w formie drozdzopodobnej Mucor mucedo w obecnosc
DNOC. Bartnicki-Garcia i Nickerson (1962a) podaja, 7e
zmiana formy wzrostu dimorficznych przedstawicielh Mucorales z grzybniowe)
na droizdzopodobng $wiadczy o zmianach w strukturze Sciany komorkowej.

Ze wzgledu na szereg zmian morfologicznych zaobserwowanych u przed-
stawicieli Mucorales w hodowlach z DNOC, duZzo uwagi poswiecono morfo-
genezie tych grzybow w obecnosci wymienionego pestycydu. Wydawalo si¢ to
szczegolnie interesujgce w swietle innych badan (S c h u 1 z 11n. 1974) wskazu-
jacych na brak aktywnoscit morfogenetyczne) zwigzkow nitrofenolowych (DNP).
Obserwacje wlasne wykazaly wyraznie, ze w obecnosct DNOC zmniejszala sig
llos¢ strzepek Mucor mucedo na korzys¢ komorek paczkujacych. Wynikaloby
stad, z¢ DNOC podobnie jak inne zwigzk: rozprzggajace fosforylacje oksy-
dacying(Barathova 1in.1969, Terenzi, Storck 1969; Frie-
denthal 11in.1974; Hall 1 Kolankaya 1974; Schulz 11n.
1974) jest preparatem indukujgcym wzrost Mucorales w formie drozdzopo-
dobne;.

W licznych pracach, mian. u Bartnickiego-Garci 1 Nic-
kersona 1962a,b.c, oraz cyt. za Romano 1966 stwierdzono, ie
istotnym czynnikiem powodujgcym wzrost grzybow nitkowatych w formie
drozdizopodobnej jest wysoki poziom CO, lub glukozy — substratu ulegajgcego
szybkiemu utlenieniu komorkowemu. Wedlug Inderlied 1 Sypherd
(1976) zmiany katabolicznego szlaku glukozy mogg powodowac zaklocenia w
tworzeniu produktow waznych w regulac)i morfogenezy grzybow. Wsrod nich
wlasnie dwutlenek wegla jest uwazany przez wielu autorow (Bartnick 1 -
-{garcia, Nickerson 1962b, Romano 1969: Schulz 11n.
1974, Inderlied, Sypherd 1976) za sygnal morfogenetyczny do
rozwoju dimorficznych grzybow nitkowatych w formie drozdzopodobnej. Jak
wiadomo dwunitrofenole pobudzajgc katabolizm glukozy w komorkach mikro-
organizmow stymulujg wydzielanie CO, (Simon 1953; Stoppani iin.
1960). Tlumaczyloby to indukcje przez dwunitro-orto-krezol paczkowania
grzybow uzdolnionych do wzrostu w dwojakiej formie morfologiczne;.

W pracy zaobserwowano, e zmianom morfologicznym komorek grzybow
pod wplywem DNOC towarzyszyly zmiany w ich anatomi. Przeprowadzone
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obserwacje cytologiczne wykazaly, ze komorki grzybow rosnace z DNOC
wytwarzaja grubsza sciang komoérkowg niz komorki grzybow w hodowlach
kontrolnych (ryc. 5).

Wedlug Bent 1 M o or (1966)zgrubienie ciany komorkowej u grzybow
hodowanych z dwunitrofenolem (DNP) bylo zwigzane ze wzrostem zawartosci
heksozaminy w Scianach komorkowych. Oznaczajgc zawarto$é heksozaminy w
dodatkowych badaniach whasnych (wyniki nie prezentowane) korelacji takiej nie
stwierdzono, by¢ moze z tego wzgledu, ze zwigzki te analizowano w przemytej
biomasie grzybni a nie w $cianach komoérkowych. Wydaje sig, ze w przypadku
badanych grzybow, pogrubienie Scian nie zabezpieczalo komorek przed prze-
nikaniem DNOC — aczkolwiek mozliwe jest, Ze zmiana ta byla probg biernej
obrony grzybow w srodowisku zawierajgoym nitrofenol.

Liczni autorzy (Gruenhagen 1951; Verdcourt 1952, Si-
mon 1953; Yanagita Yamagishi 1958, A B. Strzelczyk
1968, 1975) donoszg, Ze subletalne stgzenia roiénych pochodnych fenolu wywo-
lujg drastyczne zaburzenia w fizjologii 1 morfologii grzybow. Wskazujg na to
rowniez obserwacje wlasne, z ktorych wynika, Ze subletalne dawki dwunitro-
-orto-krezolu wywoluja hamowanie procesow syntezy 1 oddychania grzybow
(Kornittowicz 1982a), jak rowniez zahamowanie kielkowania zarod-
nikow z rOwnoczesnym powstawaniem szeregu wynaturzen morfologicznych
spor i strzgpek rostkowych (ryc. 1-7).

Jak sadzi A. B. Strzelczvyk (1975), formy kielkujace grzybow zde-
generowane pod wplywem wysokich dawek chloropochodnych fenolu maja
cechy podobne do cech protoplastéw grzybow. Rowniez dwunitro-orto-krezol
(w koncentracjach sporostatycznych rzedu ED.,- ED,:) wywolywal zblizone
deformacje, zwlaszcza u przedstawiciel Mucor 1 Rhizopus (ryc. 1 - 5). Pojawiajace
si¢ u tych grzybow ,formy olbrzymie™ kietkujacych zarodnikow przypominaly
wgiant cells” Aspergillus niger 1 Penicillium chrysogenum opisane przez V e r d-
court (1952).

Przedstawione obserwacje wskazuja na daleko posuni¢te zaburzenia w
komorkach grzybow pod wplywem wysokich dawek DNOC. Wskutek zaklocen
w gospodarce wodne) kietkujacych zarodnikow dala sig zauwazy¢ widoczna ich
plazmoliza, a w konsekwenc)i tego obumieranie komorek. Testy przezywalnosci
zarodnikow potwierdzily sporobojcze dzialanie DNOC, co wykazal rowniez
Bomar (1966). Ponadto wykonane doswiadczenia wykazaly, ze DNOC mial
nizsza aktywnosé sporobdjczg niz inne pochodne fenolu np. PCP, na co wskazu)a
badania Yanagita 1| Yamagishi (1958) oraz A. B. Strzel-
czyk (1968&, 1973).

W niniejsze) pracy potwierdzono obserwowane juz wczesnie] (K orn i-
llowicz 1982a) zroznicowanie w reakcji grzybow na DNOC zaleinie od
gatunku, a nawet szczepu grzyba. Wykorzystujac zmiany w aktywnosci kietko-
wania zarodnikow oraz w cechach morfologicznych komorek, jako kryterium
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reakc)i grzybow na DNOC, stwierdzono, Zze podatnos¢ badanych szczepdw na
ten preparat byla rézna. Podobne spostrzezenia poczyniono na podstawie zmian
w aktywnosci metaboliczne) grzybow hodowanych z DNOC (K ornitlo-
wicz 1982a). Obserwowane zmiany w morfologin kielkujgcych zarodnikow
najsilniej zaznaczyly sig¢ u przedstawiciell Rhizopus nigricans, Mucor mucedo |
Mucor sp., slabiej u izolatow Aspergillus niger 1 Penicillium purpurogenum, Mucor
grisea-cyanus 1 Penicillium sp.

Wyniki badan wielu autorow (Brian 1960; Aquirre, Villa-
nueva 1962 Chu, Alexander 19722 Ramirez-Leon, R u-
1z-Herrea 1972, Pedziwilk 1974) wskazuja na roing, zalezng od
przynaleinosci gatunkowe] podatnos¢ grzybow na dazialanie czynnikow lity-
cznych 1 antybiotykow. Odmienna wrazliwosé grzybow na czynniki naruszajqce
struktury powierzchniowe komorek zwigzana jest z rozng budowg scian
komorkowych tych drobnoustrojow (Villanueva 1966; Chu 1 Ale-
xander 1972, Ramirez-Leon1 Ruiz-Herrera 1972; P e-
dziwilk 1974). Na podstawie otrzymanych wynikOw mozna przypuszczac,
ze odmienne zachowanie si¢ w obecnosci DNOC szczepoéw reprezentujgcych
rozne rodzaje i gatunki moglo byé, obok réinic fizjologicznych grzybow
(Kornitlowicz 1982a), czgsciowo uwarunkowane rowniez niejedna-
kowg budowg ich $cian komoérkowych. Wiadomo jest bowiem, Ze grzyby
nalezace do odleglych jednostek systematycznych wykazuja znaczne zroznico-
wanie jakosciowe tych struktur komorkowych, podczas gdy grzyby blize
spokrewnione ro#nig si¢ na ogdl tylko ilosciowym skladem $ciany komérkowej
(Bartnicki-Garcia 1968). Stad tez zblizong reakcje szczepdw tego
samego gatunku (jak to zauwazono np. w przypadku izolatow Penicillium
purpurogenum) mozna by cz¢sciowo thumaczy¢ podobng budowg struktur
powierzchniowych ich komorek.

Wydaje sie, ze badany pestycyd mozna by wiec wykorzystaé, tak jak niektore
antybiotyki 1 enzymy lityczne, w badaniach nad strukturg sciany komorkowe;

grzybow.
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SUMMARY

The present paper concerns the influence of nitrophenol pesticide (DNOC) on spore
germination. In the experiments the influence of various concentrations of DNOC on spore
germination activity, spore morphology and germ tubes of fungi was determined.

“The following fungi were used (19 strains): Rhizopus nigricans, Penicillium purpurogenum;
Aspergillus niger, Mucor mucedo L. ex Fr., Mucor griseo-cyanus, Mucor sp. and Penicillium sp.

DNOC in meg/ml were used: 1,5, 10, 25, 50,75, 100, 150, 200, 250. The microculture method on agar
discs developed by Strzelczyk was used in the experiments.
- 1and
me cases even stimulate, fungal spore germination. Sporostatic and sporocidal effects of the
pesticide activity normally were observed at dosage of 25 - 200 meg/ml
i i DNOC

swelling of spores and swelling and shortening of germ tubes. DNOC was also found 1o have
‘morphogenetic activity causing development of a yeast-like form of dimorphic filamentous fungus
Mucor mucedo.
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