ACTA
MYCQOLOGICA
vol. VIi. 11971

Wykorzystanie niektérych cukréw jako Zrédel wegla przez grzyby
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1. Phyllosticta digitalis Bell,

JOZEF KOWALSKI

Druga czgsé pracy obejmuje badania dotyczgce przyswajalnosci jede-
nastu roznych Zrodel wegla przez Phyllosticta digitalis. W tym celu hodo-
wano ten grzyb na plynnych pozywkach mineralnych zawierajacych
nastepujgee cukry: sacharoze, laktoze, melibioze, maltoze, celobioze, glu-
kozg, fruktoze i galaktoze, Ponadlo zastosowano takze trzy mieszaniny
cukréw prostych (glukoza-+[ruktoza, glukoza+ galakioza, glukoza+fruk-
toza -+ galakioza). Metoda badan oraz sposob opracowania wynikow po-
dane sg w pracy poprzedniej (Kowalski 1970).

OMOWIENIE WYNIKOW

HODOWLA ¥A POZYWHACH ZAWIERAJACYCH CURRY PHROSTE 1 ICH MIESZANINY

Wzrost grzybni

Jak wykazujy otrzymane wyniki (rye. 1A, B) wzrost badanego
grzyba na omawianych pozywkach byl bardzo intensywny i mniej wie-
cej wyrdwnany. Grzybnia poczgtkowo biala praybrala w pdéZniejszym
okresie zabarwienie brunatne, tworzac na powierzchni pozywek dosé
grubg warstwe, Liczne pyknidy z zarodnikami pojawily sie, w zaleznosci
od pozywki, migdzy 5 a 10 dniem hodowli. Tempo przyrostu grzybni
charakteryzujs podane mizej wspélezynniki regresji liniowej (tabela 1).

W porownaniu do Colletotrichum fuscum (Kowalski 1970) sklad
pierwszej grupy pozywek, warunkujacych wzrost grzybni zblizony do
wzrostu na glukozie, byl nieco odmienny. Znalazly si¢ tu, oprocz pozy-
wek zawierajgcych melibioze i maltoze, pozywki z laktozs, fruktozq i ga-
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Ryc: 1. Wzrust Phyllosticta digitalis na poiywkach zawierajgoyeh rosne #rodia
wegla, wyrazony Srednim przyrostem g@rzybni (byfy — wspélezynnik regresjl) na
dane} pozywee (v) na jednosthe provrostu grzyvbnl nao glukdzle (g)

The growth of Phyliosticta digitalis on the medium containing various sources of
carbon, expressed by the average increase of mycelivm (by/y — regression coelfi-
cient) on ench medium in comparison with the inerease unit of myeelium on the
glucose meditom
A, I — D-gilukoza (Glucome), By, = 1,00 2 — mellbloze (Mellblone), by < LI, 1 i )

1 — D-galaktora (Galacteose), by, = 105, ¢ = 087 4 — D-fruktoea (Fruetose), by 1,04,
r = 008 & — laktiogn (Lactosv), byl = 085, r = 0.90; § — mnltoza (Maltose), bge = 0,8,
T = 0,83 B. 1 — D-glukoen {Glucosel, by, = L0 2 — D-glokoin + D-fruktom + D-galak-
toza (Glucose =+ Fruclose 4 Galssloge), byrg = 088, r = 0,08 3 — spohnress (Sucrose),
by * 075, r = 0.89; ¢ — D-glukoza + D-galaktoza (Glucose <+ Galactoune), by, = 0,68,
T 5,077 & — D-glukozn + D-Truktoza (Glucese -+ Fructose). by 06, T = 0,04 6 —
coelobloes (Cellobloge), Byrg = W86 ¢ = 008 r — wapdlerynnlz koreloell (eoefficlont of

cortelatlon)

laktoza. Z zalaczonych wykresow (1 A, B) wynika, Ze pewne zroznicowa-
nie tych pozywek wyrazajace sig przyrostem grzybni nastgpilo juz w 3,
a glownie w 51 7 dniu po zaszezepieniu, Najlepsza okazala sie tu pozywka
z melibiozy. Zaréwno ogilna ilogé wytworzonej grzybni, jak i tempo jej
dziennych przyrostow byly w tym przypadku najwyzsze. Na wymienio-
nej poifywee oraz na pozywkach z glukozg i [ruktozg maksymalng ilosé
grzybni otrzymano juz w 7 dniu hodowli, podezas gdy na galaktozie,
laktozie i mallozie nieco péiniej, bo dopiero migdzy 9 a 13 dniem po
zaszcezepieniu. W pédZniejszym okresie zauwazono zmniejszenie sig cigzaru
wytworzonej grzybni, szezegélnie na pozywkach z glukozy i fruktoza.
Do drugiej grupy cukrow, na ktorych masa wytworzonej grzybni
w porownaniu do glukozy byla mniejsza (rve. 1 B). weszly pozvwki za-
wierajace mieszaniny cukréw prostych (podobnie jak u Celletotrichum
fuscum) oraz sacharoze i celobioze. Z tej grupy pozywek najsilniejszy
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wzrost grzyba, zwlaszeza w pierwszych dniach po zaszezepieniu, wystypil
na mieszaninie glukozy 2z galaktozg i na sacharozie; najmniejsze przy-
rosty grzyvbni otrzymano na mieszaninie glukozy 2z fruktoza. Okres
wzrostu grzybni trwal 9 dni 2z wyjgtkiem kombinacji zawierajacej glu-

Tabela 1 — Table 1
Wspdlezynniki regresji (b) charaktervazujace 2-dniowe przyrosty grzybni (i)
Phyllosticta digitalis na podywkach 'z rdényml &roédlami wegla

Regression cocfficients (b) showing two days increases of mycelium (i)
Phyllosticea digitalis grown on the media with various carbon sources

Wapdezynniki regresjl (W mg)
Cukier Regression cocffictents (in mgh
Sugar bif2 dni (days)
D-glukoza | 14,30
melibioza 16,13
Deglukom + De-galuktoza 13,98
Tr=Frulktoe 13,12 |
sachira 10,71 |
r-palaktozh 10,33
Deplultoen -+ D-fruktozs + |
+ 13- palaliozn 10,08
celnbloza 9,80 ‘
D-glukorss 4+ D-fruktoza 8,73
laktoen 840
l maltoen 6,91

koze z galaktoza na ktorej grzyb osiggnal nieco wezedniej maksimum
wzrosty, bo juz w 7 dniu hedowli, W nastepnych dniach na wszystkich
pozywkach z tej grupy obserwowano znaczne i do§¢ gwatlowne zmniej-
szanie sig cigaru wytworzonej grzybni.

Wykorzystanie cukrow

Dwucukry. Jak wida¢ z wynikéw przedstawionych na wykresach
(rve. 2 A, B, C, D, E) wystepujace w pozywkach dwucukry byly réwniez
hydrolizowane prezez Phyllosticta digitalis. Tempo ich wyczerpywania
sig z podloza obrazujg zamieszczone wspdlczynniki regresji (tab. 2),

Najszybciej, bo juz w 5 dniu wzrostu kultury, zostala calkowicie roz-
lozona sacharoza, Hydroliza pozostalych dwucukréw zachodzila wolnie)
i mniej wigeej do 11 dnia hodowli wykrywano w pozywee jednoczesny
obecnosé cukru zlotonego oraz produktdw jego rozkladu. Z hydrolizatéw
tych niemal we wszystkich przypadkach znacznie szybciej pobieral grzyo
glukoze,
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Hye 2. Zawariosé cukriw w pozywhkach podcsas wrzrostu Phyllosticta dipitalis
Sugars content in medium during growth of Phyllosticta digitalis
A — pozywka 7 sachoronq (sucrose medlum): | — sacharoza (sucrose); 3 — D-glukozn  (glu-
coge), 3 — D-fruktozn (fructose); B — pokywka 2 laktozg (luclose medium): ! — Inkinza
flactoge), 7 — D-glukoxa (Blucese), 3 — D-galaktozs (falactode); € — pokywka = melibloey
{mellblose medium): 7 — melibiotn (melibiose), ¥ — Dejlukoras (glucpse), I — Degalakioza
igalictose); D — pokywka z maltoxs (maltose medium): ! — moltoza (maltose), 2 — D-glu-
korn (giucose); E — podywhn z celobiozy (celloblote medlum): @ — celoblora (celloblose),
2 — D-givkorn (glucosc)

Tabela 2 — Table 2
Wspilezynniki regresji (b) okredlajace spadek zawartodel (w mg) dwucukrdw (%)
w pozywkach przypadajacy na 2 dnl warostu graybol (1) Phyllosticta digitalis
Regression coelficlents (b) showing the decrease of content (in mg) bisaccharides (x)
in the media duting (wo days growth of the myeelium (1) Phytlosticta digitalis

Wspblezynnilki regresji (w myg)
Cukigr Hegression coefficlents (in mg)
Sugas b2 dni (days)
sacharorn 3380 l
melibioza 20,88 f
celobiown 18,31
Lalktoza 1500
mmialtoea 15,39
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Analizujge chromatogramy pozywek zawlerajgeyeh sacharoze i mal-
tozg zauwazono, ze migdzy 3 a 7 dniem wzrostu grzyba wystepowaly na
nich, obok plam odpowiednich cukrow, plamy dedatkowe (rve. 3, 1, II).
Zwigzek wystepujacy w poZywee z sacharozg oznaczono literg X", zas
w pozywee z maltozg literg ,,Y". Otrzymane wyniki pozwalaly przypusz-
cza¢, ze byly to bardziej zlozone zwigzki weglowodanowe, syntetyzowane

Tabeld 3 —Table 3

Wspdlezvnniled regresjl (b) okredlajace spadek zawartolel (w mg) w pozywhach
poszezegtlnyeh cukrdw (%) wehodzgeyeh w o silad micszanin prevpadajagey na 2 dnd
warostu gravbnd (1) Phyllosticta digitals
Regression coefficients (b) showing the decrease of content (in mg) of Individinl
sugars (x) in the media with the mixtures of sugars during two days growth of the

myeatium (i) Phyllosticta digitalis

- - Wspdlezynnikl regres]i (w mg)
b3 Regression epefficients (in mg
& b2 dni (days)
Miegzanina 1
Mixture ]
D-glukora 8,53
D-frukiozm 8.30
18,13
Mieszanina 11
Mixture 11
D-plukne 13,01
D=galnlktazn B.12
- 21,13
Mieszaning 1101
Mixture 111
D-glukozn 10,61
D-fruktozn 542
D-galaktor: 5,89
22,02

przez rosngey organizm bads to w podlozu, badz w komorkach grzybni,
a nastgpnie wydzielane do pozywki. Substancje te znikaly z pozywki
przed wytworzeniem najwickszej suchej masy grzybni. Szezegolowsze
badania dotyczace omawianych zwigzkéw podane sy w dalsze] czedei
pracy.

Mieszaniny cukrdw prostych. Pobieranie przez Phyllo-

sticta digitalis cukrow prostych bedacych skladnikami przygotowanych
mieszanin zalezalo w pewnym stopniu od rodzaju tych zwiazkéw znaj-
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Rye. 3. Chromalogramy bibulowe pokywek zawierajacyeh sochareze | multong,
wykonane po trzech dniach werostu Phpllosticta digitalis
Paper chromatograms of suerose and maltose medium after 3 davs of growth
Phyllosticta digitelis

I — podywin = sacharoey (sucrodie medium); Technlka prreplywowas, uklad: n-butanol:
Ww, octowy lodowaty: woda, 493 (Decending technlgue, solvent: wm-Botansl: neolle acld:

water, €6 M — perywko 2 mallozq (maltope mediom). Technika walepujgen, ukiad:
lrapropanol: woda, 164 (Ascending technlgque, solvent: [so-Propanol: water, 16:4)
3 — sacharoza (suvrose); G — D-glukoza (glucose); F — frukioza (fructosel; M — maltozs

{maltase}: X, ¥ — nowe zwigekl (new compounds)
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dujaeych si¢ w danej pozywee. Jak widaé z wykresow (rve. 4 A, B, Q)
najszybciej zostala przyswojona glukoza. Jednakze obliczone wsp6l-
czynniki regresji wskazuja, ze tempo jej pobierania bylo rézne w po-
szezegolnych mieszaninach.

Najwyzszy wspdlezynnik otrzymano w przypadku, gdy glukoza wy-
stgpowala w mieszaninie 2z galaktozg, nieco mniejszy w mieszaninie
z fruktoza i galaktoza, a najnizszy w obecnosci fruktozy. Fakt ten prze-

A 8
mg
40 40
0+ 20
i 1 |
C
100
60
3 20
""r:'-"-’-r | I i
3 w7 2 17

Onle - Days

Ryve. 4. Zawartosé cukrdw w pozywkach pbdezas werostu Phyllosticta digitalis
Sugars content in medium during growth of Pyllogticta digitalis

A — pekvwka 7 mleszaning: D-glukozs + D-fruktozn (mixture: glucose + fructose): B —

porywhky = mieszaning: D-glukoza + Degolaktorn (mixture: glucose + galactose); © — po-

iywhka z micszaning: D-glukorza + D-fruktoza -+ Degolaktoss (mixture! glucose -+ fructose 4

+ gelactovel; O — podywhka z D-glukosy (glacome medium), = D-friktozq (fructose medium),
£ IFynlakioky (galsctose mediam)

I — D-glukoen (glueose); 2 — B-fruktoza (fructose); 3 — D-gulaktoza (Ralagtoss)

mawia za tym, ze wykorzystanie poszezegolnyeh weglowodandéw z mie-
szanych Zrodel wegla jest bardzo swoiste 1 zalezy od wielu roznych
czynnilkow,

Cukry proste. Ouzymane wyniki (ryc. 4 D) wskazuja, ze tempo
pobierania przez Phyllosticta digitalis trzech cukréw prostych uzytych
jako oddzielne Zrédlo wegla przebiegalo prawie jednakowo. Jedynie
w przypadku galaktozy proces ten zachodzil nieco wolniej. Wskazujsg na
to rowniez obliczone wspélezynniki regresji liniowej (tab. 4).

Wspolczynniki te jednak nie odtwarzaja wlasciwej dynamiki pobie-
rania omawianych cukréow z podloza. Z ryciny 4 D wynika, Ze najwiecej

b — Actn Mycologicn Vaol. VIL = 1M1
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Tabela 4 — Table 4

Wspdlczynnikl regres}i (b) okredlujgoe spadek zawsrtodol (w mg) cukrow prostych (x)
wpodywicach preypadajgey na 2 dnd werostu greybnd (1) Phyllosticta digitalis

Regression coellicients (b) showing the decrease of content (in mg) monosacchai-
des (x) in the medin during two days growth of the mycelium (i) Phyllosticta

digitalis
Ciildh | Wspdtezynniki regresji (w mag)
ar | Regression coefficients {in mg)
Sugar | buf2 dni (days)
L |
D-glukoza 25,08 ,
D-fruktosa 19,88
D-galaktoza 15,46

cukréw grzyb ten pobral miedzy 5 a 7 dniem wzrostu. W dniach poprze-
dzajacych jak i nastepnych po tym okresie ubytki cukru byly stosun-
kowo nieduze, Dlatego tez krzywe obrazujyee zawartodé cukrow pro-
stych w pozywkach podczas wazrostu Phyllosticta digitalis maja tendencje
krzywych parabolicznych, co potwierdzajgy rvowniez obliczenia staty-
styczne,

Sprawdzajac metoda regresji liniowej stopienn wykorzystania oma-
wianych cukrow w odniesieniu do cigzaru wytworzonej graybni otrzy-
mano nastepujace wyniki:

Tabela 8 — Table §
Stopien wykorzystania cukréw prostych wyradony cigiarem wytworzonej grzybni
The degree of the utilization of the monosaccharides based upon the welght of

myoelium
Wspilezynniki 5 ’ "
o it D-glulooza D-frulkctosn D-galalctoza

regresil

regression

byx W mg 4,70 5,91 472
regresjl

regression

byy W mg 201 1,65 2,08
korelzeji

correlation 0,05 0,00 0,06

bey — pracciginy preyrost grrybnl {(w mg) prrypadajicy na 10 my pobeanego cukru.
avernge Increase of the mycellum (in mg) based upon 10 mg of the sugar utilized.
byy — drednin Hoké cukru (w mg) xutyta na wytworzenle 1 mg grzybnl
averuge amount of sugar (In mg) utilized during the growth of 1 mg of the my-
cellum.
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Z obliczen tych wynika, ze okolo 47% glukozy i galaktozy zostalo
zuzyte na wytworzenie grzybni i zarodnikéw. W przypadku fruktozy
stopien wykorzystania jest jeszcze wyiszy i osigga wartosé bliska 60%.
Zaleznos¢ te potwierdzajy riowniez wysokie wspélezynniki korelacji.

Sklad jakoiciowy cukréow w pozywkach kontrolnych nie zmienial sie
w ezasie trwania hodowli.

IDENTYFPIKACIA CUKROW WYSTEPUJACYCH W SUBSTANCIT X" 1 .,¥"

Wyodrebnianie substaneji X" i ¥

Zwigzki ,x" 1 ,¥" wydzielono z pozywek stosujac preparatywna
chromatografi¢ bibulowg (bibula Whatman Nr 4). W przypadku pozywki
z sacharogzy chromatogramy rozwijano technika przeplywowa w ukladzie
n-butanol: kwas octowy lodowaty: woda (4:1:5). Przy chromatografo-
waniu pozywkl zawierajgce] maltoze zastosowano technike wstepujgea,
zas fazg rozwijajacq byla mieszanina izopropanolu i wody (16:4). Po
wysuszeniu wycinano z chromatogramiw miejsea z zaadsorbowanymi
substancjami i eluowano wodg destylowana. Otrzymane wyciagi zagesz-
czono do objetosci okoln 2 ml. Celem identyfikacji cukréow wehodzgeych
w sklad omawianych zwiazkow przeprowadzone ich hydrolize oraz bada-
nia chromatograficzne,

Hydroliza i oczyszezanie.

Do 1,6 ml zageszezonych wyciqgéw dodano 10 ml 2% kwasu siarko-
wego 1 ogrzewano pod chlodnicg zwrotng we wrzgeej laini wodnej przez
2 godziny. Ostudzone hydrolizaty zneutralizowano weglanem baru. Po
oddzieleniu osadu przesgeze oczyszezano na wymieniaczach jonowych —
Amberlit IR 1201 Amberlit IR 4 B (Cole i Gosvold 1958,
Gracza 1865, PSenak i wspblpr. 1965),

Badania chromatografliczne

Oczyszezone | zageszezone do okolo 1 ml roztwory nanoszono na
bibul¢ Whatman Nr 4 obok wzorcowych roztwordw D-glukozy, D-fruk-
tozy, D-galaktozy i rozwijano metods przeplywowa w ukladach:

a — n-Butanol: kwas octowy lodowaty: woda (4:1:5),

b — n-butanol: pirydyna: woda (45:25:40),
oraz metods wstepujacs w ukladzie

¢ — fenol: woda (1:1).

Wysuszone chromatogramy spryskano odezynnikiem Buchan’a i Sa-
vage. Po ogrzaniu wystapily na chromatogramach brunatne plamy glu-
kozy, galaktozy i fruktozy oraz plamy cukréw znajdujacych sie w bada-
nych hydrolizatach, Plamy te mialy nastepujace wartoéci R, (Ry glukozy
przyjeto za 100). (Tab. 6).
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Tabela 6 — Table 6

Wartosel Rg cukrdéw otrvymanych po hydrolizmie zwigzku X" 1 )Y _
Rg values of the sugars obtained from the isolated compounds "X and "Y" after

hydrolysis
Culdier Uklad — Solvent
Eu — .
= a b | [
Substancje wzorcowe
Slandard substances
D-galaktoea 85 4 116
D-glukoza 1ho 1040 100
D-fruktoza 120 108 137
Zwiapek X"
Compound X"
cukier 1 — sugar | 98 90,6 100
culier II — sugar 11 121 108 135
Zwigzek Y™
Compound Y™
cukier T — sugar 1 99,4 100 102

Otrzymane w wyniku hydrolizy substancji X" 1 ,¥" cukry wyka-
zywaly R, zgodne z glukozg i fruktozq. Stwierdzona zgodnosé wartoscl
R, pozwala przypuszezad, Ze w sklad substancji X" wchodzi D-glukoza
i D-fruktoza, natomiast substancja . Y" zbudowana jest, podobnie jak
maltoza, z czasteczek D-glukozy.

HODOWLA NA POZYWCE ZAWIEHAJTACE) GLIZOZYDY KARDENOLIDOWE

Powszechne, a niekiedy dominujace wystepowanie Phyllosticta digi-
talis na plantacjach naparstnicy purpurowej 1 welniste) sklonilo do prze-
prowadzenia dodatkowych badan, ktorych celem byla praba ustalenia
roli glikozyddw kardenolidowych jako zridel wegln dla omawianego
pasozyta.

Przygotowanie pozywki

Hodowle prowadzono na poZywee plynnej zawierajacej w 1000 ml
wody destylowanej: zespol glikozydow wyekstrahowany z 10 g lisci
naparstnicy purpurowej, 3,5 g KNO,, 1,75 g K,HPO,, 0,75 g MgSO,*
W TH,0. Ekstrakeje 1 oezyszezanie wyciggu glikozydowego wykonano
sposobem opisanym w pracach Tattje‘go (1857, 1938). Poniewaz
w czasie ogrzewania czesé glikozydow ulega rozkladowd, dlatego oczysz-
czony wycigg dodawano do pozywki dopiero po jej wysterylizowaniu.
Przygotowana pozywke zawierajgeq jedynie skladniki mineralne rozlano
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do 100 ml kolbek stozkowych, dajac do kazdej z nich 20 ml roztworu,
Kolbki oraz pozostaly eze$¢ pozywki sterylizowano w aparacie Kocha,
Suchy pozostalodé z otrzymanego wyciagu rozpuszezono w pozostalej
llodel wysterylizowanej pozywki. Nastepnie 5 ml tego roztworu doda-
wano w warunkach sterylnych do poszezegolnych kolbek. Ostatecznie
w kazdej kolbee znajdowalo sie 25 ml pozywki. W dniu szezepienia zba-
dano pozywke chromatograficznie i oznaczono w niej zawartosé digi-
toksyny i gitoksyny. Wartodci te przyjeto za poczatkowe. Zaszezepiona
pozywke oraz kolbki kontrolne ustawiono w pomieszezeniu o tempera-
turze 25°. Hodowle prowadzono 19 dni badajac chromatograficznie co
drugi dzien (1, 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15, 17, 19 dzien od zasze¢zepienia) po 4
kolbki z grzybem oraz 4 kolbki kontrolne — bez grzyba. Zawartosé
4 kolbek odpowiadala 1 g surowca uzytego do sporzidzenia wyciagu,

Analiza chromatograficzna jakodciowa i iloSciowa glikozydow

Oddziclony od poZzywki grzybnie suszono, a nastgpnie wazono. Po-
zywke przenoszono iloSciowo do rozdzielacza i ekstrahowano glikozydy
chloroformem. Po odparowaniu rozpuszezalnika suchy pozostalosé roz-

mg A 8
25} 1,00
20 -
15+ 0,60
10+
5 I a|| 20
| 1 | 1 1
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Rye. 5. Wazrost grzyba Phyllosticta digitalis na pokywee zawierajgoej glikozyvdy
z li%el naparstnlcy purpurowej (A) oraz zawartodd digitoksyny | glicksyny w po-
fywee w czasie wzrostu tego wrayvba (B)

I = digitoksyna, 2 — Zitoksyno
Growth of Phyllosticta digitalis on the medium contents Glysosides from Digitalis
purptiria Jeaves (A) and digitexin and gitoxin content in medium during growth
of Phyllosticta digitalis
I — digltoxin, 2 — gltaxin
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puszezano w 1 ml mieszaniny chloroform — metanol (1:1), a nast¢pnie
chromatografowano 1 oznaczano zawarto§é digitoksyny 1 gitoksyny.
W badaniach tych stosowano chromatografie cienkowarstwowg uzywajge
talku jako adsorbenta do powlekania plytek (Zurkowska i wspdlpr-
1963, 1964). Ilodciowe oznaczanie digitoksyny 1 gitoksyny wykonano

metodsy  kolorymetryezng z  odezynnikiem ksanthydrolowym (Pesez
1932),
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Ryc. 6 Chromatogramy clenkowarstwowe podywld zawierajgeej glikozydy z el
naparsiniey purpurowe)
Thin layer chromatograms of the medium contents glycosides from Digitalis pur-
puren leaves

P =— 1 deleft werostu (st day of growth); IT — 9 dzlen warostu (th day of Reowih)
2 — podywhkas (medium), b — stresperyd (strospeside), ¢ — gltoksyna (glloxin}, d — gltalo-
ksyna (gitaloxin), ¢ — dlghtoksyno (digitoxin), § — dlgitoksygenina (digitoxigenin)

Warost grazybni

Juz w 5 dniu hodowli zaobserwowano na pozywee rozwdj bialej,
delikatnej grzybni, glownie wokdl miejsca zaszezepienia, Najsilniejszy
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wzrost mial miejsce miedzy 7 a 13 dniem hodowli, Rozwijajaca sig
grzybnia pokryla w tym czasie prawie cala powierzchnig pozywki. Po-
jawienie sie pierwszych zarodnikow stwierdzono w 15 dniu po zaszeze-
pieniu. Srednie przyrosty suchej masy grzybni przedstawione sa na
rycinie 5 A,

Badania chromatograficzne

Jak wykazaly badania chromatograficzne sklad jakosciowy zespolu
glikozydowego w czasie wzrostu grzyba ulegal pewnym, dosé¢ istotnym,
zmianom. Najbardziej charakterystyczne zmiany obrazuje zamieszczony
rysunek chromatogramu (ryc. 8) wykonanego w 9 dniu hodowli, a wige
w okresie najwiekszego przyrostu grzybni. Wystepuje na nim 14 plam
zwigzk6w kardenolidowych, co wskazuje, ze oprocz gléwnych glikozy-
déw znajduja sie tu prawdopodobnie produkty ich przemiany i rozkladu.
Chromatogramy wykonane w nastepnych dniach wykazywaly stopniowe
zmniejszanie sie liczby plam, czesto jednak pojawialy si¢ nowe plamy
o innych wartoSclach Rf, co $§wiadczyloby o zmianach zachodzgcych
badz to w aglikonach, badz tez w czedel cukrowej.

Réwniez z oznaczen iloSciowych digitoksyny i gitoksyny wynikalo,
ze zawarto§¢ obydwu glikozydéw w pozywee juz od chwili zaszezepienia
stopniowo malala (rye. 5 B). Najwieksze ubytki wystapily migedzy 5 a 9
dniem wzrostu grzyba. PoniewaZ zastosowana metoda iloSciowego ozna-
czania glikozydow kardenolidowych oparta jest na reakeji czesci cukro-
wej tych zwiazkéw z odezynnikiem ksanthydrolowym, otrzymane wige
wyniki wskazujg na mozliwosé odszczepiania przez Phyllosticta digitalis
czgsteczek cukru od aglikonu i wykorzystanie ich jako Zrédio wegla.

STRESZCZENIE I WNIOSKI

Zalozeniem podjetej pracy bylo poznanie dynamiki przyswajania nie-
ktérych cukrow przez Phyllosticta digitalis oraz zbadanie ich wplywu
na wzrost grzybni. Otrzymane wyniki wykazaly, Zze wzrost grzyba na
badanych podlozach byl bardzo intensywny i mniej wigcej wyréwnany.
Jednakze w oparciu o obliczenia statystyczne wydzielono rbéwniez dla
Phyllosticta digitalis dwie grupy pozywek:

1. Do pierwszej grupy, odznaczajacej sie wzrostem grzybni zblizonym
do wzrostu na glukozie, zaliczono poZywki zawierajace melibiozg, mal-
toze, laktoze, fruktoze i galaktoze.

2. W obrebie drugiej grupy, dajacej mniejsze przyrosty grzybni, zna-
lazly sie pdzywki, w ktorych zrodlem wegla byly mieszaniny cukrow
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prostych (podobnie jak u Colletotrichum [uscum), oraz sachuroza i celo-
bioza.

3. Wszystkie badane dwucukry byly przed pobraniem hydrolizowane,
Z powstajgcych produktéw rozkladu najszybeiej przyswajal grzyb glu-
koze, Stopien wykorzystania pobranych cukréow prostych (glukoza, fruk-
toza, galaktoza) w odniesieniu do masy wytworzonej grzybni osiagal
wartoSé bliska 50%.

4. Z pozywek zawierajgeych sacharoze 1 maltoze wydzielono dwa
nowe zwigzki weglowodanowe, tworzgee sie prawdopodobnie pod wply-
wem rosngcego grzyba, Substancje te — nie identyczne z wymienionymi
dwucukrami — zbudowane byly z czasteczek D-glukozy i D-fruktozy.

5. Phyllosticta digitalis moze wykorzystywaé jako Zrodlo wegla row-
niez glikozydy kardenolidowe. Wskazuje na to fakt dobrego wzrostu
grzybni na pozywee zawierajacej glikozydy wyizolowane z lisci naparst-
nicy purpurowej oraz zmiany jakoSciowe 1 ilosciowe, ktorym ulegajy te
zwiazki pod wplywem rozwijajacego si¢ grzyba.
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SUMMARY AND CONCLUSIONS

The present work Included analyses of the dynamics of assiinilation of some
sugars by Phyllosticta digitalis and sludies om thelr influence on the mycellum's
growth. The results obtained indieated that the growth of the fungus on the media
studied was very intensive and relatively uniform. Nevertheless, two groups of
media were distinguished also for Phyllasticta digitalis:

1. Media containing melliblose, maltose, lactose, fructose and galuctose were
Classified to the first group characterized by o growth of the myeelium gimilar
to that on glucose.

2 Medla in -which the growth of the myeelium was wealker, consisting of
mixtures of simple sugars (similarly as In the case of Colletotrichum fuseum) as
well as saccharose and celiobiose were the source of carbon.

3. All the dispocharides studied were hydrolyzed before use. Of all the products
of decomposition the fungus most rapidly adsorbed glucose. The degree of wutili-
zation of the simple susars (glueose, fructose, galactose] {n relation to the myveelial
mass ptoduced was about 50 per cent,

4. Two new carbohydrate compounds probably formed under the Influence of
the growing fungus were isolated from the media containing saccharose and mal-
tose. These substances — differing from these disaccharides — consisted of D-glu-
cose and D-fructose particles.

5. Phyllosticia digitalis is also able to witilize cardise glycosides ms carbon
source, The satlsfactory growth of the mycelium on the medium eontaining glveo-
sides isolated from leaves of Digitalis purpurea gs well as gqualilative changes
which these compounds undergo under the influence of the developlng fungus
confirm this thesls,
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