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T )
on nitrogen metabolism n the DNOC. It
was established that DNOC (5; 10 meg/ml) increased he uptake of nitrates from the culture
medium which was connected with an increase of the total content of low molecular weight
nitrogen compounds and the amine fraction. In the presence of DNOC the qualuy and quantity

L. On the other hand DNOC
amount of high molecular weight compounds of nitrogen in the mycelium.

WSTEP
Powszechnic wiadomo, z¢ efektem rozpragzenia fosforylacii oksydacyjnej i
procesow energii pod wplywem dwuni-
trofenoli jest szereg zmian w 5w. Stgzenic dwuni

noli (tj. DNP, DNOC) thumigce inkorporac¢ fosforanu w bogate w energic zwiazki
fosforowe jednoczesnie pobudzaja oddychanic grzybéw (Simon 1953; Stop-
pani iin. 1960, 1964; Nicderpruem 1964). Towarzyszy temu wzmoione
utlenianic cukrow prostych takich jak glikoza (Simon 1953; Korniltowicz
1982).

Wiadomo réwniez, ze obok zmian w
cig zaburzen bilansu energetycznego komérek w obecnosci pestycydéw nitrofeno-
lowych jest hamowanie procesow endoergicznych (Simon 1953). W obecnosci
tych preparatéw ulegaja thumieniu procesy biosyntezy réznych polimerow komor-
kowych (m.in. kwaso y (GaleiFolkgs
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1953; Riemersa 1968, cyt.za Simon-1953; Galcova iin. 1971). Dwu-
nitrofenole wywieraja réwniez hamujacy wplyw na pobieranie przez drobnoustroje
subratéw mineralnychi organicznych (Stoppani iin. 1964; Riemersa 1968:
Bradfield iin. 1970; Haekette iin. 1970; Kotyk iin. 1971; Hunter,
Segel 1974). Dotyczy to zwlaszcza aktywnego transportu tych substancji
Bradfield i in. (1970) w badaniach dotyczacych pobierania siarczanéw przez
Aspergillus nidulans oraz Haekette iin. (1970) w doswiadczeniach nad trans-
portem amonu przez Pemrrllmm chrysogeénum wykazali, ze w obecnosci 2,4-

tych jonéw, zach przy udziale specy-
ficznych permeaz, ulega wydatnemu obnizeniu.
Istniejq jednak informacje (Bent, Moor 1966; Adams, Parks 1969;

Galcova i in. 1971) wskazujace na mozliwosé pobudzenia syntezy niektérych

owi yeh grzybow W obecnosci dwu-
nitrofenolu. Rowniez z badan wlasnych wynika, 7e grzyby rosnace z metylows
pochodng dwunitrofenolu (DNOC) — mimo silnej redukeji biomasy — charaktery-
zowaly si¢ akumulacjg catkowitego N-organicznego w grzybni (K ornitlowicz

1982).

Slamjac sig pozna¢ zmiany w ie azotowym grzybow,
polqezeri yeh, w grzybni
DNOC sbadano Wplyw tego preparatu na pobicranie N-mineralnego z podicha
oraz zawartoéé niektérych drobno- i polqczen y

w grzybni wrazliwych (redukcja biomasy) szczepow grzybow.

MATERIAL | METODY

Do badarh wybrano szczepy grzybéw glebowych, u ktérych w obecnosci DNOC
uzytego juz w niskich dawkach (5 i 10 meg/ml) wystgpowal wyrazny przyrost
catkowitego azotu organicznego w grzybni (Kornitlowicz 1982). Byly to
szczepy Rhizopus nigricans Ehrenberg—nr 4 Penicillium purpurogenum Stoll - nr
6. W badaniach dotyczacych zuzycia N-mineralnego przez grzyby zamiast szczepu
Rhizopus uiyto P. purpurogenum Stoll - nr § (Korniliowicz 1982).

Do

i uzyto 4,6-d: k | firmy Merck, stosowany row-
nict w zacytowanej pracy. Wickszos¢ badash prowadzono z uzyciem dawki 10 meg
DNOC/ml ljgcej wyrazne dcenia wzrostu i
wielu m|krogr2ybaw g]ebowych (Kornittowicz 1982). Niektore doswiadcze-
nia z uzyciem szerszego spektrum

stgzers DNOC (5; 10; 50 meg/ml).
Hodowle Rhizopus nigricans prowadzono na pozywce Saundersa (Szajer i
in. 1969), a hodowle Penicillium purpurogenum na pozywce Czapek-Doxa z
zastosowaniem uprzednio przytoczonej (Kornittowicz 1982) zmiany skladu
poiywki oraz opsanej metody hodowi. Jedynie w badaniach wplywu DNOC na
stopien zpodloza ryginalng pozywke
Czapek-Dox z N-NO, jako zrédlem azotu
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do okredl

plynne
W grzybni azotu zwigzkow nisko- i yeh, azotu
2wigzkow niskoczgsteczkowych oraz zuzycia azotanéw z podioza hodowlanego.

Oznaczanie N-wysokoczgsteczkowego. Prbki grzybni kontrol-
nej oraz hodowlanej 2 DNOC (10 meg/mi) przygotowywano w nasleputh.y sposob:
zebrang grzybni¢ przemy woda
Grzybnig wazono, a nastgpnic réwne wagowo nawazki Swiezej biomasy (30g)
zawieszano w wodzie redestylowanej w stosunku 1:3. Przygotowang zawiesing
grzybni homogenizowano na zimno przez 10 minut przy 14 tys. obr./min, stosujge
homogenizator nozykowy typ 302-Unipan. Stopier dezintegracji grzybni oceniano
mikroskopowo. Otrzymang z obydwu kombinacii doswiadczalnych ggsta homo-
geniczng zawiesing dziclono na 4 réwne czgsci.

W dwdch prébkach, po otrzymaniu suchej masy grzybni, oznaczono N-orga-
niczny zmodyfikowang metodg Kieldahla (Kornitiowicz 1982), stosujc do
wigzania oddestylowanego amoniaku 2% kwas borowy z dodatkiem czerwieni
metylowej i zieleni bromokrezolowe, a do miareczkowania 0,01 n HCL (K1y-
szejko-Stefanowicz 1972 Kowalkowski iin. 1973). Pozostale, rowne

porcie grzybni, wobec 100 ml wody redestylowanej. Do
dializy stosowano weze dializacyjne ,Visking” (typ 20/32) firmy Serva. Dializg
prowadzono w 4'C stosujc mieszanie. Po 24 i 48 godzinach zmieniano plyn
dializujacy wprowadzajae $wiezq porci¢ (100ml) wody redestylowanej. Dializg
przerywano, gdy w brak pozytywnej reakeji z ninhydry-
ng.

W grzybni poddanej dializic okresl & azotu metodg Kjeldahla w mg
NeNHU/I g sm. graybn; uznano g0 za azot zviazkw wysokoczasteczkowych.

czano z réznicy pomigdzy
azotem grzybni nicdializowancj i dializowanej. Ze wzgledu na to, ze w uzyskanych
dializatach nie stwierdzono azotu w formie mincralnej, wyznaczong zawartosé
uznano za pulg azotu w sklad organi 2wigzkéw
steczkowych.

Oznaczanicazotuaminowego po dializic. Prowadzonow kazdej
porcii plynow otrzymanych po dializie grzybni. llos¢ N-NH, okreslano koloryme-
tryeznie metodg ninhydrynows przy dlugosei fali 70 nm (K tyszejko-Stefa-
nowicz 1972). Zawartoi¢ N 2 krzywej
sporzadzonej wzgledem leucyny. Wyniki podawano w meg N-NH, pmhcmncgo
na 100 mg s.m. grzybni.

Analiza wolnych aminokwasow. W celu orientacyinego prownania
skladu 6w plynow diali; oraz. z
grzybni hodowancj w obecnosci 10 meg DNOC/ml, prowadzono chromatogra-
ficzny rozdziat tych plynéw na plytkach z zelem krzemionkowym DC - Fertig-
platten Kieselgel 60 firmy Merck, stosuje do rozdziatu aminokwasow uklad n-
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butanol: kwas octowy: woda w stosunku 12:3:5. Chromatogramy wywolywano
pryskujac plytki 1% ninhydryny.

Dalszej analizie poddano plyny po dializacji grzybni Penicillium purpuroge-
num nr 6, w ktorych zaobserowano wyrazne réznice w wielkosci plam. Do ozna-
czen uzywano zliofilizowane dializaty uzyskane z grzybni kontrolnej i wyhodowa-
nej w obecnosci DNOC (10 meg/ml). Rozpuszezano je w 10 ml buforu cytrynia-
nowego o pH 2,2 z dodatkiem norleucyny stosowanej jako wzorzec. Do rozdziatu
analizator lyp AAA 881 firmy Mikro-
techna Praha. Sklad jakosciowy i ilosciowy 2 krzywej
rozdziatu ami Zawartosé uzyskang w uM na | ml dia-
lizatu przeliczano nastgpnie na meg tych zwigzkow w 100 g s.m. grzybni.

Oznaczanicstopnia wykorzystaniaazotu mineralnego. Do
doswiadezefs wybrano grayby (Penicillium purpurogenim - i 6 i 8), kidre obok

wzrostu w grlybm zDNOC (Kornitto-
wicz 1982) charakteryzowaly si¢ ja azotu w formie azo-
tanowej. Wybér azotanw jako substratu (zamiast N-NH,) pozwolil w oznaczaniu
Sci azotu do podioza wy ¢ blad
iq w plynach azotu 2 grzybni. Oznaczanic

pozostalosci N-NO, w pozywce pohodowlanej przeprowadzono przy uzyciu selek:
tywnej elektrody azotanowej firmy Orion (model 92-07) wobec elektrody odnie-
sienia (model 92-02) na mierniku Orion (model 901). Umozliwilo to bezposredni
pomiar aktywnosci jonéw w srodowisku, w ktorym nie mozna bylo zastosowac
oznaczen kolorymetrycznych.

W plynach okreslano r6 $nie poziom jonow chlorko-
wych i azotanéw wymieniona metoda (G lifiski,
Stgpniewska 1975) Ze wzgledu na niskg zawartosé tych jonéw w plynach
pohodowlanych (okolo 10-krotnie mniejsza od zawartosci azotandw), pominigto je
przy okreslaniu stezenia azotartow.

Wyniki odczytywano w molach NO,/I z krzywej wzorcowej ‘sporzadzonej
wzglgdem KNO,. Tloé¢ pobranych azotanéw odezytywano z réznicy pomigdzy
iloscig azotanow do pozywki a ich cig koricowa. Dla ujed-
nolicenia ostateczne wyniki podawano w mg azotanéw asymilowanych przez 1 g
s.m. grzybni.

WYNIKI

Wplyw DNOC na pobieranic azotu mincralnego. Poziom N-
-DNOC w pozywee byl znacznie mniejszy niz iloéé azotu w grzybni (Kornil-
lowicz 1982). Fakt ten pozwala sadzié, ze gléwnym substratem azotowym byl
azot mineralny dodany do pozywki. Dlatego tez zainteresowano sig wplywem
DNOC na pobicranic N-mineralnego z podioza.

Wykazano, ze wszystkie zastosowane dawki DNOC (5; 10 i 50 meg/ml) powo-
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dowaly wzrost zuzycia N-NO, przez badane szczepy grzybéw. Zaobserwowano
przy tym, ze stopien wykorzystania N-azotanowego wzrastal wraz ze wzrostem
stgzenia DNOC od 5 do 50 meg/ml, osiagajac nawet 3-krotnie wyzszy poziom w
pordwnaniu do kontroli (P. purpurogenum — nr 8 wobec 50 meg/ml, ryc. 1).
Stymulacji pobicrania azotanow pod wplywem DNOC towarzyszylo wige nagro-
madzenie wigkszych ilosci N-organicznego w grzybni.

Wplyw DNOC na zawarto$é azotu w nisko- i wysokoczgsteczkowych
polyczeniach organicznych,

Badania te podjgto z¢ wzgledu na czgsto obserwowany przyrost zawartosci

Tabela | - Table |
Zawartosé azotu aminowego® zwigzkow niskoczasteczkowych w grzybni uzyskancj
2 hodowli w podiozu z DNOC
The contents of amine* nitrogen ~ low molecular weight compounds in mycelium
cultivated with DNOC

[ ) [ Stgzenic DNOC (meg/mi)
‘? Gatiinek | Concentration of DNOC (meg/ml)
Specics 5 .

Rhizopus nigricans ~ suczep e 4 (strain o4 s
[
|| Penicittiumpurpurogenum ~ szczep ne 6 1 W0

Gtrain No§)

[ —

1 s N.NHL/ 100 me dy weght of mycciom

. i wgrzybni o biomasie pod wplywem

DNOC (Kornitiowicz 1982).

Przeprowadzone do$wiadczenia wykazaly, ze wzrostowi zawartosci catkowi-
tego azotu organicznego W grzybni hodowanej z DNOC (10 meg/ml) towarzyszy!
spadek puli i polaczen warastata
natomiast ilosé 2wigzkow ni (ryc. 2). Efekt ten
wskazywal na obnizenie syntezy wielkoczasteczkowych polgezen azotu, co moglo
by¢ jedng z przyczyn zanotowanego wezesnicj spadku biomasy grzybow w podiozu
zDNOC (Kornittowicz 1982).

Stosujgc t¢ samg koncentracjg DNOC v\ykaz;mo nastgpnie, ze w obecnosci tego
preparatu zwi iu catkowitej yeh zwigzkow
azotowych w grzybni towarzyszyl wzrost frakcji aminowej tych polgczen (tab. 1).
Zjawisko to zaznaczylo sig znacznie wyramiej w przypadku szczepu Penicillium
purpurogenium nr 6. iz u Srczepu Rhizopus migricans nr 4 (ab. 1). Prryrost

2wigzkow ych w grzybni tego szezepu hodowa-
nego 2 DNOC byl 0 60% wyzszy niz w kontroli, co mogloby wskazywaé na
przemian w koméree.
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Wplyw DNOC na sklad aminokwasdw. Otrzymane wyniki wska-
2ui3 na zmiany w 6w w grzybni wyhodo-
wanej w podiozu z DNOC (rye. 3). Przewazajaca ilosé aminokwaséw osiagnela
wyzszy poziom w grzybni pochodzacej z hodowli w podiozu 2z DNOC, niz w
kontroli. Dotyczylo to szczegolnie proliny, kiérej zawartosé wzrastala prawie
dwukrotnie pod wplywem tego preparatu. W obecnoici DNOC podwy?szeniu
ulegla rowniez zawartos¢ aminokwaséw pierwotnyeh, takich jak kwas glutamino-
wy, kwas asparaginowy i alanina, a takze ilos¢ nicktdrych innych aminokwasow
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si z tych éw. D krezol nato-

miast zmniejszenie ilosci wolnych ami 6 yeh w grzybni, szezegol-
nic argininy (ryc. 3).

Z powyiszych obserwacii wynikatoby, ze DNOC interferuje ze szlakami bio-

syntezy aminokwasow w komérkach grzybow. Otrzymane wyniki mogy takze

na w 6w do biosyntezy biatka.

DYSKUSJIA
W prezentowanej pracy wykazano, 7e dwunitro-orto-krezol (DNOC) uzyty w
dawkach zblizonych do norm polowych pestyeydow nitrofenolowych indukowat

w yeh grzybéw glebowych. Wskazuje
nato z ieranie przez grzyby N. z podioza
niskie stgzenia DNOC (5-10 mcg/ml). Zwi iu pobierania azotu
rost zawartosci N- i wgrzybni. Natomiast biomasa tych
gxzybow malafa (Korn i How|cz 1982)
nie informacji na temat pobierania

N- NO przez grayby rosnace 2 DNOC. Z obszernego przegladu prac przedstawio-
nych przez Simona (1953) oraz z bada Haekette i in. (1970) wynika, ze
powodujg azotu mif (w formie NH,)

przez rézne grzyby. Pandey i Rai (1975) donoszq takze o spadku zawartosci
N-ogélnego w grzybni o zredukowanej biomasie pod wplywem dwunitrofenolu.
Wyniki badan whasnych nastreczaj trudnosci interpretacyjne. Wobec danych
innych autoréw (Gale, Folkes 1953; Simon 1953; Riemersa 1968;
Hackette iin. 1970; Hunter i Segel 1973) wskazujacych na hamowanie
procesow endoergicznych przez dwumlmltnolL mozliwe jest, ze przy zakloceniu
bilansu w 6w, transport jonow mine-
ralnych w obecnosci nitrofenoli moze zachodzié na drodze dyfuzji. Ta sugestia
bylaby zgodna z informacjami takich autorow jak Mc Millan (cyt. za Hae-
kette i in. 1970) oraz Kotyk i in. ll97|)zwmu cych uwagg na mozliwosé

pobierania przez grzyby 2wigzkow
(NH}, aminokwasy) droga transportu blcmcgo Podirzymywalyby ja rowniez bada-
nia Riemersa (1968) o przez 2.4

bicrnego pobierania niektérych jonow (4. H' i K*) przez komérki drozdzy. Jako

przyczyng tego zjawiska wymieniony dulor podsz zmiany w przepuszczalnosci

blony tych d danych innych auto-

row (Borecki iin. 1965 Corden l969)wskazujqcychn2 mozliwosé dzialania

i jako 6w mozna ¢, 7¢ réwniez DNOC wywotujac

zmiany przepuszczalnosci blony komarkowej (na co zwrocono uwage we wezes-

niejszych badaniach wlasnych— Kornittowicz 1982) moze przyczyniaé sig do
zaklocenia |mnsponu komorkowcgo

zed k | hamuje y nie thu-

mige jednak (zachodzgcej w glikozie) fosforylacji :ub:lmlowcj (Simon 1953;
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Sl.uer 1961) jest rowniez, ze pula ATP mogla byé
m.in. do ia N-ni i przez grzyby.
Wiadomo jest, 7 transportu N-mi
grzybow st drkowy poziom iny i glutaminy

Jes

(Kinghorn, Pateman 1977, cyt. za Hackcllc iin. 1970). Synteza tych
2wiazkow jest scisle zwigzana z poziomem ketokwaséw powstajacych w wyniku
utleniania subslmlu wc;glowcgo w komorce. Wydajc sig wige prdwdopodobnc. ze
glikozy w grzy-
bow wskutek pobudzenia glikolizy przez DNOC (Simon 1953) moglo wzmagaé
pobieranie N-mineralnego z podioza. W tych warunkach wytlimaczalny bylby
rowniez wzrost zawartosci niektorych niskoczasteczkowych polgczen organicz-

nych azotu w komérkach drobnoustrojow.
Z doswiadczen wlasnych wynika, ze dwunitro-orto-krezol sprzyjal biosyntezie

polgczen (tab. 1, ryc. 2). Mozna by wige sqdzié,
e grzyby hodowane w obeenosci DNOC enrgig uzyskang glownie 2 procesow
glikolizy wyl W pierwszym rzgdzie do pobi substratu
(Kornittowicz 1982)i niniejsze). P

poziom ATP w komérkach grzybow hodowlanych w obecnosci DNOC byl wystar-
czajgey rowniez do syniezy nicktorych podstawowych podjednostek azotowych,
takich jak kwas yi  oraz ich amidow. | to
potwierdzaja wyniki andhzy artosci wolnych jace na
wzrost ilosci aminokwasow pierwotnych, tj. alaniny, kwasu glutaminowego i aspa-
raginowego w grzybni niektorych grzybow hodowanych z DNOC (ryc. 3). Przyj-
muje si¢ bowiem (cyt. za Lukensem 1971), ze te polaczenia azotowe stanowia
pierwotng pulg grup aminowych w komorkach grzybow. Powyzsze spostrzezenia
bylyby zgodne z obserwacjami Bent'a (Bent, Moor 1966), ktéry stwierdzit
warost ilosci glutaminy w grzybni Botrytis allii hodowanego w pozywce z dwuni-
trofenolem.

Wyniki analiz przeprowadzonych w ninicjszej pracy wykazaly ponadto wzrost
zawartosci w grzybni takich aminokwaséw, ktrych szlaki syntezy wywodzg si¢ z
w.w. monomerow. Wyrazny ubytek w zawartosci innych aminokwaséw (glownie
zasadowych) w grzybni hodowanej z DNOC méglby $wiadczyé o zakléceniu
transaminacji. Wydaje si¢, ze w obecnosci DNOC zapas energii w komérkach
grzybow byl niewystarczajacy do normalnego przebicgu proceséw transaminacii i
polimeryzacji, a tym samym syntezy biopolimerow azotowych niczbgdnych do
prawidiowego warostu i rozwoju grzybéw. Hipotezg t¢ potwicrdzalyby wyniki

na obnizenie artosci j substancji azotowej w
grzybm hodowanq 2 DNOC (ryc. 2). 0 spadku zawanoam blalka w komorkach
6w rosngcych w ili takze

inni autorzy (Gale; Folkes 1953; Simon 1953).
Aczkolwiek istniejy informacic (ImSeniecki, Piotrova 1957; Adams,
Parks 1969; Galcova iin. 1971; Strzelczyk 1976) wskazujgce na pobu-
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dzenie syntezy niektérych polimeréw (tluszeze) grzybow rosngeych w obecnosci
nitro-i chloropochodnych fenolu, to synteza tych zwiazkow, jak zaznaczono wezes-
niej, wymaga mniejszego nakladu energii niz synteza biopolimeréw azotowych, a
zwlaszeza biatka.
Nalezy wige é ze w silnego

grzyby znajdujace sig w § 2 DNOC ja jedy-
nie syntezg tych materialow komérkowych, ktére sq niezbedne do przetrwania
warunkow ograniczajacych ich wzrost i rozwoj. Przy deficycie energetycznym
zgromadzone intermediaty i substancje zapasowe nie moga by¢ jednak wykorzy-
stane do syntezy nowego materiatu komdrkowego, a tym samym wzrostu-i rézni
cowania grzybni.

SUMMARY
The present work is a continuation of previous investigations (Kornitlowicz 1982, part1)on
the effects of dinitroorthocresol (DNOC) on physiology of sensitive soil microfungi.
The aim of the work s the investigation of the effects of the above-mentioned pesticide on nitrogen
I

metabolism of the fungi growing low DNOC hing the field
Rhizopus nigricans (1 strain) and Penicillium purpurogenum (2 strains) were used in the experiments.
midified Czapek-|

inorganic N from the culture medium, the original Czapek-Dox medium was used
In the mycclium of the investigated fungal strains the contents of a few fractions of N-organic
compounds was determined by the following methods
igh molecular weight compounds of nitrogen ~ modified Kjeldahl's method (K 1yszejko-
Stefanowicz 1972, Kowalkowski etal 1973).
Total lo
dialyzed and un-dialyzed mycelia determincd by Kicldaht's method (ce above)
hydrin method (K 1yszejko-Stefanowicz

1972),
‘The amounts and kinds of free amino acids — ions exchange chromatography method.
The uptake of N-nitrate from culture medium was analyzed with using a nitrate ion selective
electrode (Glinski lnd Stgpnicwska 1975).
lowdosageof 5,
metabolism of the mvcxug‘h:d fungi. They showed an increase of the total contents of low molecular

medium. A decrease of high molccular weight compounds containing nitrogen was also observed.
DNOC also caused changes in the amounts and kinds of free amino acids present in the mycelium
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