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niszczgce zabytkowy papier
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Strzelczyk A. (Institute of Conservation and Restoration, Nicolaus Coper-
nicus University, 87-100 Torun, Sienkiewicza 30/32, Poland), Studies on the
effect of fungicides incorporated into the culture medium on fungi damaging
ancient paper, Acta Mycol. 11 (1) : 3-16, 1975.

The aim of this work was to study the effect of fungicides contained in
the medium on spore germination, on growth of colonies and on biosynthesis
of cellulolytic enzymes of fungi isolated from damaged ancient books. Influence
of various temperatures on the biosynthesis of cellulases was also studied.
It was shown that mercuric fungicides were more effective in, inhibition of
spore germination and cellulolytic enzyme activity than phenolic derivatives.
The biosynthesis of cellulases was more effective in 16-18° than in 23 and
30°C. The phenomenon of adaptation to small amounts of fungicides was
observed.

WSTEP

Mechanizm dzialania fungicydow na grzyby jest bardzo réinorodny
i uzalezniony od budowy komdérki grzyba oraz od natury $rodka grzybo-
bojezego. Zaleznie od tego fungicydy wchodza w mniej lub bardziej scisty
kontakt z komorkami grzyba.

W poszezegolnych stadiach rozwoju grzyb wykazuje réing wrazliwosé
na dzialanie fungicydoéw. Zarodniki grzybow, jako formy silnie odwod-
nione, otoczone wysycong tluszczami sciang komoérkows, sg doéé odporne
na dzialanie fungicydéw. Niemniej jednak wiadomo, Ze konidia, a nawet
zarodnie workowe moga adsorbowaé toksyczne iloSci kationéw (Suss-
mann i wsp. 1957).

McCallan i Miller stosujgc radioaktywne izotopy metali stwier-
dzili, Ze czynne jony fungicydéw akumulujg sie na powierzchni zarodni-
kow juz po kilkuminutowym kontakeie spor z fungicydem.

Duiy rolg w adsorbowaniu i przenikaniu fungicydéw do komérki od-
grywajg skladniki $ciany komorkowej i blony cytoplazmatycznej.
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Grupy czynne fungicydéw przejawiajgce charakter zaréwno lipofilny,
jak i hydrofilny, wykazuja powinowactwo do grup hydro- i lipofilnych w
scianie komorkowej oraz blonie protoplazmatycznej (Rich i Horsfall
1952; Borecki i wsp. 1965).

Zjonizowane grupy fungicydéw, jak tez jony metali, wigzge sie z bial-
kami blony cytoplazmatycznej mogg powodowaé jej uszkodzenie i idgce
za tym zachwianie jej pélprzepuszczalnodci. Konsekwencja tego moze byé
plazmoliza lub pecznienie komorki konczgee sie czesto jej pekaniem
(Rich 1960).

Pod wplywem chlorku rteciowego nastgpuje u grzybow zahamowanie
przemian azotowych, syntezy bialek i kwaséw nukleinowych (Tréger
1958).

Enzymy sg bardzo wrazliwe na dzialanie czynnikéow grzybobdjezych.
Zahamowanie ich syntezy lub dzialalno$ci przypisuje sie toksycznemu
dzialaniu wielu fungicydéw (Grover 1964; Lukens 1971).

Zagadnienie wplywu czynnikéw chemicznych na aktywno$é celulaz
omawiaja: Siu (1951) oraz Gascoigne i Gascoigne (1960)
1 1nni.

Celulazy, podobnie jak i inne enzymy, s latwo inaktywowane przez
zwigzki chemiczne zawierajace jony metali cigzkich jako grupy czynne.

Walseth oraz Pettersson (1968) badali wplyw szeregu fungi-
cydéw na celulazy wytwarzane przez grzyby i stwierdzili, Ze wyrainie
hamujacy wplyw na te enzymy wywieral tymol, toluen i octan fenylo-
rteciowy.

Badania spektrofotometryczne wykazaly, #e ten inhibitor blokowal
reszty tryptofylowe. Natomiast Dowicide D(2-chloro-4-fenolan sodu) nie
hamowal aktywnosci celulaz. W badaniach Reese i Mandelsa (1975)
fenol nie hamowal aktywnodci celulaz u takich grzybéw, jak Trichoder-
ma viride, Myrothecium verrucaria i Penicillium westerdijkii.

Podstawione fenole hamowaly szczegélnie silnie karboksymetylocelu-
lazy. Substancje te nie wplywaly natomiast inaktywujacoe na f-glukozy-
dazy.

Celem niniejszej pracy bylo zbadanie wplywu fungicydéw dodanych
do podloia na zdolnosé kielkowania zarodnikéw, na rozwdj kolonii grzy-
béw oraz na aktywno$é enzymoéw celulolitycznych u grzybéw niszezacych
zabytkowy papier. Interesowal nas réwniez wplyw temperatury na wy-
twarzanie enzymoéw celulolityeznych.

MATERIAL | METODY

Do badan wybrano 6 szczepéw grzybéw wyodrebnionych z zapleénia-
lych starodrukéw. Izolowano je metodg punktowego przesiewania skraw-
kéw zniszczonego papieru na pozywke Martina (1950) z rézem ben-
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galskim. Byly to: Trichothecium roseum Link, Penicillium corylophilum
Diercks, Sepedonium chrysospermum Bulliard, Botrytis terrestris Jensen,
Alternaria humicola Oudemans i Mucor christianiensis Hagen.

Zbadano oddzialywanie na zdolnoéé kietkowania zarodnikéw, przyrost
$rednicy kolonii oraz aktywnosé celulaz C, nastgpujgcych fungicydow do-
danych do pozywki: — octanu fenylorteciowego (OFR) prod. RFN; — pie-
ciochlorofenolanu sodu (PCFNa) prod. RFN; — p-chloro-m-krezolanu sodu
(PCMCNa) przygotowanego w pracowni z PCMC firmy BDH. Ponadto
zbadano wplyw sublimatu (HgCl,) na aktywnosé celulaz.

Wplyw fungicydow zawartych w podlozu
na zdolnoéé kielkowania zarodnikéw

Przygotowano rozcienczenia nastepujacych fungicydow: PCMCNa
i PCFNa w wodzie oraz OFR poczatkowo w alkoholu (rozciericzenie ma-
cierzyste), a nastepnie w wodzie. Dawki 1 ml fungicydéw w rozciefcze-
niach 10-krotnie wyzszych od dodwiadezalnych mieszano w probowkach
z 9 ml rozpuszczonego agaru wodnego (woda destylowana + 2% agaru)
uzyskujae w ten sposéb podloze zawierajace odpowiednie stezenia fungi-
cydéw. Po wylaniu zawartoéci probowek do plytek Petriego z zastygnie-
tego podloza wycinano krazki o $rednicy 10 mm i po 3 takie krazki
umieszezano na 2 wyjalowionych przedmiotowych szkietkach mikrosko-
powych. Szkielka z krgzkami agarowymi umieszczano nastepnie w jalo-
wych plytkach Petriego z wilgotng bibulg, po czym zaszezepiano je zawie-
sing zarodnikow grzybow w wodzie. Liczbe zarodnikéw w inokulum do-
brano tak, by w jednym polu widzenia pod mikroskopem (pow. ok. 40X)
znajdowalo si¢ nie wiecej niz 30 zarodnikéw. Plytki z hodowlami okle-
jano szczelnie plastrem i inkubowano w temperaturze 26°C przez 1-5 dni.
Kontrole stanowily hodowle na agarze wodnym z dodatkiem 1 ml wody
zamiast roztworu fungicydow.
W badaniach naszych zastosowano nastepujace stezenia fungicydow
(w meg/ml pozywki): OFR od 0,5 do 2,00, PCFNa od 5,0 do 20,00;
PCMCNa od 5,0 do 1000,0; mieszaniny fungicydéw PCMCNa + OFR —
odpowiednio —
50,0+ 0,05
50,0+0,10
100,0-+0,05
100,0+0,10

oraz PCFNa + OFR w tych samych stezeniach.

W doswiadezeniach z mieszaninami érodkéw grzybobéjezych do bada-
nia zdolnosci kielkowania zarodnikéw zastosowano takze jako podloze
3-procentowy wyciag slodowy z agarem.

Zdolnoéci kielkowania zarodnikéw badano po 1, 2, 3, 4 i 6 dniach trwa-
nia dofwiadezenia stosujac metode opisang poprzednio (Strzelezyk
1968, 1969).
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W trakcie obserwowania zarodnikow na agarowych krazkach zwracano
takZze uwage na zmiany w morfologii zarodnikow i strz¢pek rostkowych
powstale pod wplywem fungicydow.

Wplyw fungicydow na wzrost grzybni na agarze slodowym

Badania prowadzono na plytkach z agaryzowanym 3-procentowym wy-
ciggiem slodowym malto z dodatkiem srodkow grzybobdjezych, Zastoso-
wano nastepujace stezenia fungicydéw (w meg/ml): OFR od 0,05 do 10,0;
PCFNa od 5,0 do 20,0; PCMCNa od 0,05 do 2000,0 oraz PCMCNa + OFR
— odpowiednio — 50+0,05 i 50+0,10, Pozywke takg zawierajgcy fungi-
cydy zaszczepiano zawiesing zarodnikow grzybow nanoszge jg na $rodek
plytki za pomoca ezy o Srednicy oczka 4 mm. Po 4 i 8 dniach hodowli
mierzono $rednice kolonii grzybéw wyrostych na pozywce z fungicydami
i poréwnywano jg ze $rednicg kolonii rozwijajacych sie na pozywee bez
nich. Ponadto obserwowano zmiany w wygladzie i strukturze kolonii oraz
w intensywnosci zarodnikowania grzybow.

Wplyw temperatury oraz fungicydow na biosynteze¢
enzymow celulolitycznych grzybéw niszezacych zabytkowy papier

Do badar nad aktywnoscig celulolityczna uzyto nastgpujaeych grzy-
béw: Chaetomium globosum Kunze, Penicillium corylophilum Diercks,
Trichothecium roseum Link, Sepedonium chrysospermum Bulliard, Alter-
naria humicola Oudemans, Mucor christianiensis Hagen oraz Botrytis ter-
restis Jensen.

Najpierw probowano badaé aktywnosé celulaz C; tych grzybow w tem-
peraturach 16-18°C, 23°C i 30°C przez 2 tygodnie w plynnej pozywce wg
Aschan i Norkrans (1953) z dodatkiem sproszkowanej celulozy
Whatmana nr 1, po czym okreslono aktywnoeéé celulaz C; w przesgczach
pohodowlanych postugujac sie metoda Halliwella (1965).

W trakcie tych badan okazalo sie jednak, Ze cukry redukujace, obecne
w przesgezach pohodowlanych, powodowaly tak silng redukcje dwuchro-
mianu potasu (uzytego jako akceptora jonéw wodorowych z cukréw redu-
kujgeych), Ze musiano zaniechaé¢ tej metody do oznaczania wplywu fungi-
cydow na aktywnos$é celulaz C,.

Posluzono sie wiee metoda wiskozymetryczna pozwalajacg na okresle-
nie aktywnosei celulaz C, w obecnosci fungicydow. Spadek lepkosci roz-
tworu CMC (karboksymetylocelulazy) okreslono metoda wiskozymetryczna
wg Hortona i Keena (1965).

Do trzech 100 ml kolbek z 20 ml pozywki wg Aschan i Nor-
krans (1953) ze sproszkowang celuloza wprowadzano 1 ml zawiesiny
zarodnikéw badanych grzybow i inkubowano przez 3 tygodnie w tempe-
raturze 26°C.

Do badan zastosowano nastgpujace fungicydy (w dawkach 1,0 i 4,0
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meg/ml pozywki): octan fenylorteciowy (OFR), (zastosowano tu dodatkowo
stgzenie 0.5 mcg/ml,) p-chloro-m-krezol (PCMC), p-chloro-m-krezolan sodu
(PCMCNa) i sublimat (HgCl,).

Po inkubacji hodowle sgczono, po ezym w przesgczach oznaczano ak-
tywnosé celulaz C,.

WYNIKI BADAN

Wplyw $rodkow grzybobdjezych na aktywnosé¢ kielkowania zarodnikow
i morfologie strzepek rostkowych

W tabeli 1 podano najniZsze stezenia fungicydéw calkowicie hamuja-
cych kielkowanie zarodnikéw zbadanych grzybéw. Wyniki badan nad
wplywem fungicydéw ,laczonych” na aktywnosé kietkowania zarodnikéw
w hedowlach na agarze wodnym i slodowym przedstawiono w tabeli 2.

Tabela 1—Table 1

Najnitsze steienia 3 fungicydéw w poiywce (agar wodny)
hamujgce calkowicie kietkowanie zarodnikbw grzybow
po 72 godz.

The smallest doses of three fungicides in the medium
{water agar) causing complete inhibition of fungal spore
germination after 72 hours

Stezenie fungicydow
Concentration of fungicides

Grzyb {meg/ml)
Fungus
OFR | PCMCNa | PCFNa
Penicillium corylophilum 0,5 15,0 20,0
Trichothecium roseum 1.0 20,0 10,0
Sepedonium
chrysospermum 1,0 20,0 15,0

Botrytis terrestris 0,1 200,0 10,0
Alternaria humicola 0,5 200,0 15,0
Mucor christianiensis 0.5 200,0 10,0

Zarodniki grzybow przeniesione na agar wodny wykazywaly bardzo
wysoka wrazliwo§¢ na dzialanie fungicydow. Najsilniej dzialajacym fungi-
cydem byl OFR, ktérego hamujgce i zabdjcze dzialanie na zarodniki opi-
sano juz w poprzedniej pracy Strzelczyk (1968). PCMCNa dzialal
najslabiej hamujgco na kietkowanie zarodnikow.

Zaobserwowano, 7e wraz z przediuzaniem hodowli zwigkszala sie liczba
wykietkowanych zarodnikow. Nastgpowalo to pomimo ogromnych znie-
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ksztalcen morfologicznych, jakim ulegaly zarodniki i strzepki rostkowe
w pierwszych dniach hodowli w obecnosci fungicydow.

Subletalne dawki fungicydow powodowaly tak wyraZne napecznienie
zarodnikow, ze czesto wygladaly one jak protoplasty. Tworzgce sie rostki
byly bablowate i napeczniale. Czesto tworzyly peczki drobnych odgalezien,
Te objawy wystepowaly szezegolnie wyraznie pod wplywem OFR, a takze
niekiedy w obecnoéci PCMCNa. Ten ostatni fungicyd wywolywal mniej
drastyczne objawy skracania i pecznienia zarodnikéw.

Najsilniejsze objawy deformacji stwierdzono u zarodnikéw Penicillium
corylophilum, Trichothecium roseum i Mucor christianiensis.

Badania nad aktywnoscia kielkowania zarodnikow grzybow na agarze
wodnym i slodowym z dodatkiem fungicydéw wykazaly wyrazne rdznice
w reagowaniu na Srodki grzybobojeze, Stezenia fungicydéw wynoszgce
10 meg/ml hamowaly calkowicie kielkowanie zarodnikéw na agarze wod-
nym. Wrazliwosé zarodnikéw na fungicydy wyraznie zmalala na agarze
slodowym =z dodatkiem mieszaniny fungicydéw PCMCNa + OFR oraz
PCFNa + OFR, gdzie zahamowanie kielkowania zarodnikéw wszystkich
badanych szczepow bylo stosunkowo niewielkie, odwrotnie niz na agarze
wodnym, na ktorym zahamowanie kielkowania zarodnikéw przy wszyst-
kich badanych stgzeniach mieszanin fungicydéw bylo prawie calkowite.

Na agarze slodowym najefektywniej hamujgco dzialala mieszanina
PCMCNa + OFR (100 mcg + 0,10 mcg/ml) oraz PCFNa + OFR w tym
samym stezeniu. Szczep Trichothecium rosewm byl najbardziej wrazliwy,
natomiast Mucor christianiensis nawet przy najwyiszych uzytych steze-
niach wykazywal pewne cechy adaptacji przejawiajace sie kietkowaniem
nielicznych tylko zarodnikow. Zarodniki te w obrebie naniesionej na agar
kropli tworzyly bardzo drobne, gwiazdkowate kolonie, bardzo slabo owo-
cujace.

Wplyw fungicydéw na wzrost grzybni na agarze slodowym

W poprzedniej pracy (Strzeleczyk 1968) zwrdcono uwage na pobu-
dzenie wzrostu grzybow przez bardzo male stezenia fungicydéw obecnych
w podlozu.

W obecnych badaniach pobudzenie rozwoju kolonii obserwowano u
grzybow z rodzaju Mucor, Alternaria i Botrytis w obecnosei 0,05-2,0 meg/
ml PCMCNa oraz u Altenaria i Sepedonium pod wplywem OFR o stezeniu
0.1-1,0 meg/ml.

Najsilniej hamujaco dziatat OFR, a najstabiej PCMNa (tab. 3). Za-
stosowanie mieszaniny fungicydéw, prawdopodobnie wskutek swego
wielostronnego dzialania, wplywaly hamujgco na badane grzyby juz w
nizszych stezeniach niz stosowane pojedynczo,

W wielu przypadkach przy subletalnych stezeniach fungicydow obser-
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Tabela 3—Table 3
Najnizsze dawki $rodkéw grzybobdjezych hamujice catkowicie wzrost grzybni
na agarze slodowym

The smallest doses of fungicides inhibiting completely the growth of mycelium
on malt agar

Dodane do {.l!,.;.'l;‘.il- .Hludn-‘.\'ugn dawki
Doses added to malt agar
Grazyb — Fungus =azs {_ml:gf_mi) —_—
OFR PCFNa | PCMCNa = PCMCNat
| +0OFR

Penicillium corylophilum 2 20 A 120 A I 100+4-0,10
Trichothecium roseum 3A 20 100 100+0,10
Sepedonium chrysospermum 2 A 10 A 100 A —
Botrytis terrestris 1 15 A 100 —_—
Alternaria humicola 2 20 A 130 —
Mucor christianiensis 3 20 A 200 100+0,10

Objasnienla: A = stetenle subletalne, przy ktorym rozwijaly si¢ kolonie oporne o wzrodcie
cetkowanym,

Explanation: A —sublethal concentration at which resistant colonles with o striped
type of growth developed.,

wowano wzrost bujny ale nierébwnomierny. Rosngce powoli kolonie, wy-
twarzaly w pewnych okresach szybko rosngce wachlarzowate wypustki
bujnej grzybni (fot. 1).

Fot. 1. 2-tygod
Phot. 1. 2-week colony of Penicillium corylophilum

A — w aobecnoici OFR (1.0 1
noce) gres

A — In the presence of OFF
mycel

wachlarzowatyml wypustkam! szybko ros-

ber fungleydow
n-like sutgrowth: of fast growing
fungicides

1owWYr

risible
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Whplyw temperatury oraz Srodkow grzybobojezych
na zmiany aktywnosci celulolityeznej grzybow
Temperatura wplywala w znacznym stopniu na aktywnosé celuloli-

tyczng badanych grzybow. Na ogol kultury inkubowane w nizszych tem-
peraturach (16, 23°C) wykazywaly znacznie wyzsza aktywno§é¢ enzymow

Tabela 4—Table 4

]

Wplyw temperatury na aktywno$é celulaz C; u badanych grzybow
Influence of temperature on C, cellulase activity in tested fungi

| Tlogé celulozy (%) zuiytej przez grzyb
Amount of cellulose used (%) by the fungus
Grzyb — Fungus w temperaturze — at temperature
16-18°C | 2°c | 3°C
Chaetomium globosum 87,6 53,0 22,1
Penicillium corylophilum 65,0 42,6 149
Trichothecium roseum 70,6 96,0 19,1
Sepedonium chrysospermum 97,2 709 46,8
Alternaria humicola 99,1 53,0 19,1
Mucor christianiensis 70,8 53,0 248
Mucor sp. (c) 51,3 77,0 46,8
Mucor sp. (e) 62,2 53,0 —
% zuiyeia celulozy (drednio) 75,5 62,3 27,1
% (average)

C;, niz kultury inkubowane w temperaturze 30°C, przy czym z wyjatkiem
Trichothecium roseum i grzybni Mucor sp., pozostale rozwijaly sie dobrze
i wykazywaly najwyzsza aktywnosé celulolityczng w najnizszej tempera-
turze 16-18°C.

Dane te §wiadeza o mozliwosei destrukeyjnego oddzialywania badanych
grzybow na zabytkowy papier takze w stosunkowo niskiej temperaturze
pokojowej.

W tabeli 5 przedstawiono wyniki badan nad wplywem srodkow grzy-
bobojezych na aktywnosé celulaz C.. Sublimat wplywal najsilniej hamu-
jaco na aktywno$¢ celulaz C., co przejawialo sig juz przy dawce tego
zwigzku chemicznego wynoszacej 4,0 meg/ml.

Badana reakcja poszczegolnych grzybow na obecnos¢ tego [fungicydu
w pozywce byla jednak réima. Grzyby z rodzaju Chaetomium, Alternaria
i Mucor reagowaly stosunkowo najsilniejszym, a niekiedy prawie catko-
witym zahamowaniem aktywnosci tych celulaz, natomiast u pozostalych
badanych gatunkéw grzybow aktywnosé tych enzyméw byla tylko w roz-
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Tabela 5—Table 5
Zmiany aktywnoéci celulaz C, badanych grzybow pod wplywem rdznych dawek
fungicyddéw na agarze slodowym

Changes in the cellulases Cyx activity in the examined fungi due to the effects
of various doses of fungicides on malt agar

Aktywnosé celulaz Cx (w %) w stosunku do kontroli
przy réznych dawkach (meg/ml) fungicydow
Grzyb Activity of Cy cellulases tin. %) in respect lo the activity of control
Fungus at various fungicide concentration (mcg/ml)
OFR | HgCl, PCMC PCMCNa
05 1,0 40 | 1,0 40 10 40 L0 40
Chaetomium 273 364 0 o 0 | 800 61,0 652 652
Penicillium 899 899 820 101,0 65,2 96,6 96,6 95,0 95,0
Trichothecium 121,0 753 753 70,7 70,7 94,7 94,7 97,7 97,7
Sepedonium I' 90,6 83,0 76,7 93,0 70,0 I 83,0 72,0 93,0 80,0
Botrytis | — — 580 — 380 | — €80 — 662
Alternaria | 98,0 92,0 1046 930 0 | 1436 109,2 162,7 135,0
Mueor | 51,0 433 405 81,0 15,0 i 86,4 81,0 864 595

nym stopniu i na ogol nieznacznie ograniczona, a zbadane grzyby reago-
waly zupelnie podobnie na obecnoé¢ OFR w podlozu. Stopienn zahamowa-
nia aktywnosci enzymoéw byl nieco mniejszy niz w obecnosei HgCl, ale
réinice we wrazliwosei poszezegolnych gatunkow grzybéw na zastosowane
dawki byly stosunkowo niewielkie.

Pochodne fenolowe jak p-chloro-m-krezol (PCMC) i p-chloro-m-krezo-
lan sodowy (PCMCNa) oddzialywaly tylko nieznacznie hamujgco na
aktywnoé¢ celulaz C,. W niektérych wypadkach aktywnosé enzymatyezna
szczepow hodowanych w obecnosci réznych dawek tych fungicydow byla
podobna (np. u Penicillium, Trichothecium, Alternaria i Chaetomium).

Poza tym w obecnoéci najnizszych dawek fungicydow stwierdzono nie-
kiedy wzrost aktywnosci celulaz w poréwnaniu z serig kontrolng. Szcze-
golnie wyraznie reakcja ta nastapila u grzyba z rodzaju Alternaria w
obecno$ci PCMC 1 PCMCNa (tab. 5).

DYSKUSJA

Zaobserwowano znane zjawisko obniZania sie toksyeznosei srodkow
grzybobojezych w obecnosei substancji organicznej w podlozu (tab. 2).
Przyczyng tego zjawiska mogl by¢ fakt latwego laczenia sig fungicydow
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zawierajacych jony metali z grupami tiolowymi obecnymi w $rodowisku.
Z badan Gascoigne'a i Gascoigne'a (1960), Ashwortha
i Amina (1964), Ashidy (1965) oraz Szajera i wsp. (1971) wy-
nika, ze bialka zawierajgce te grupy lacza wiedy czesé¢ fungicydéw wpro-
wadzonych do podloza, przez co maleje ich toksycznos¢ wobec komoérek
grzyba.

Nie bez znaczenia moze tu byé takze fizyczna adsorpcja fungicydow
na polaczeniach organicznych. Chacko i Lockwood (1966) podaja
np., ze PCNB (pigciochloronitrobenzen) moze znikaé¢ z plynnej pozywki,
w ktorej hoduje sie grzyby i ze moze by¢ adsorbowany przez grzybnig.
Autorzy ci podaja tez, ze nawet zabita grzybnia moze wykazywaé podob-
na wlasciwosc.

Fakt ewentualnego zmniejszania sie toksycznosci fungicydéw w obec-
nosci substancji organicznej w podlozu powinien by¢ wiee brany pod uwa-
ge przy wyznaczaniu dawek fungicydow stosowanych do odkazania zabyt-
kowego papieru. Papier taki zawiera, jak wiadomo, znaczne ilodci kleju
(zwykle zelatynowego), ktéry m. in. moze by¢ tez adsorbentem grup czyn-
nych fungicydow.

Podobnie, jak w badaniach nad wplywem par $rodkow grzybobéjezych
na kietkowanie zarodnikéw grzybow (Strzelczyk 1968, 1969), w ni-
niejszej pracy stwierdzono stymulowanie kielkowania zarodnikow przez
minimalne dawki fungicydéw. Podobne zjawisko zaobserwowano w ba-
daniach nad wplywem fungicydéw na przyrost kolonii. By¢ moze, iz
fungicydy dzialajac na przepuszezalno$¢ blony cytoplazmatycznej przy-
czyniaja sie do pobudzenia pecznienia zarodnikéw, co moze przyspieszac
ich kietkowanie i start rozwoju kolonii. Prawdopodobnie ten stan wyste-
puje takze w trakcie rozwoju grzybni, przyspieszajac pobieranie przez nig
zwiekszonych ilosci substancji pokarmowych.

W obecnoéci minimalnych dawek niektérych fungicydow (tab. 4) za-
obserwowano takze zwickszona aktywnosé celulaz C.. O stymulujgeym
wplywie niskich dawek fungicydéw na réine centra funkcjonalne komorki
donosi wielu autoréw, m. in, Jarmyn (Gascoigne i Gascoigne
1960). Nikt jednakze nie tlumaczy tego zjawiska. Gascoigne i Gas-
coigne (1960) podaja, Zze ,..wplyw kazdego zwigzku na celulaze moze
byé zmieniony z hamujgcego na stymulujgey lub odwrotnie przez tylko
nieznaczng zmiane zewnetrznych warunkow™.

Zaobserwowano rowniez, ze niektére szczepy wykazane w tab. 3 w
obecnosci subletalnych dawek fungicydéw wytwarzaly wachlarzowate wy-
pustki grzybni wegetatywnej zdolne do szybszego wzrostu, niz pozostala
cze$é kolonii. Te oznaki, §wiadezace jak gdyby o pewnym uodpornieniu sie
tych szczepow (fot. 1) moga Swiadezyé o uzdolnieniach do przystosowy-
wania si¢ do obecnoéci fungicydu w srodowisku zwlaszcza PCFNa.
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WNIOSKI

Na podstawie uzyskanych wynikéw mozna przedstawic¢ nastepujace
wnioski:

1. Kielkowanie zarodnikéw u zbadanych grzybow najsilniej hamowaly:
octan fenylorteciowy (OFR), nastepnie pieciochlorofenolan sodu
(PCFNa), a slabiej p-chloro-m-krezolan sodu. Na agarze slodowym za-
rodniki wykazywaly wiekszg odpornoidé¢ na dzialanie fungicydéow niz
na agarze wodnym.

2. Obserwowano bardzo silne znieksztalcenia strzepek rostkowych i ko-
moérek grzybni pod wplywem subletalnych dawek fungicydow.

3. Stosunkowo najintensywniejsze wytwarzanie celulaz C; przez zbadane
grzyby obserwowano w temperaturze 16-18°C. W dwdéch pozostalych
zastosowanych temperaturach (23 i 30°C) aktywnoéé¢ celulaz C; byla
slabsza. Fakt ten moze wskazywac na przystosowanie zbadanych grzy-
bow do rozwoju i dzialalnosci w temperaturze, jaka utrzymuje sie
zwykle w magazynach archiwalnych i bibliotekach.

4. Karboksymetylocelulazy (enzymy C.) zbadanych grzybow reagowaly
silnym obnizeniem aktywnosci na obecnosé sublimatu, natomiast byly
tylko nieznacznie hamowane przez organiczny fungicyd rteciowy (OFR)
i fungicydy fenolowe.

5. W trakcie badan zaobserwowano obok zjawiska hamowania rozwoju
grzybni i ich aktywnoéci enzymatycznej przez fungicydy, takze stymu-
lowanie tych proceséw przez stosunkowo najnizsze dawki tych prepa-
ratéw. Dotyczylo to szczegdlnie stymulowania kielkowania zarodnikow,
przyrostu $rednicy kolonii oraz aktywnosci celulaz C,.

SUMMARY

The present work is the continuation of studies reported earlier (Strzelczyk,
1968, 1969).

The aim of this work was to study the mechanism of fungicidal action on the
fungal cell and on the activity of fungi. In general the effect of fungicides incor-
porated into the culture medium on: 1. spore germination, 2. growth of colonies and
3. biosynthesis of cellulolytic enzymes in fungi were studied. The optimum tempe-
rature for cellulolytic enzymes synthesis was also determined.

The following fungi were used in our studies: Trichothecium roseum, Penicillium
corylophilum, Sepedonium chrysospermum, Botrytis terrestris, Alternaria humicola
and Mucor christianensis.

The effect of the following fungicides added to the medium on spore germina-
tion, growth of colonies and on synthesis of Cyx enzymes was studied: sodium penta-
chlorophenolate (PCFNa), sodium p-chloro-m-cresolate (PCMCNa) and phenylmer-
curic acetate (OFR).

Spore germination activity was studied on agar discs (water or malt agar) conta-
ining one or more fungicides. Such dises were inoculated and placed on microscopic
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slides in humid chambers. The percent of germinated spores was evaluated after
1-6 days.

Studies on the effect of fungicides on growth of colonies were carried out with
fungi grown on malt agar containing one or more fungicides. The increase in colony
diameter in comparison with contirol was recorded after 4 and 8 days of incubation.

The C, cellulases activity was studied according to Halliwell (1965). For the
determination of Cyx cellulases in the fungal culture fluids the viscosimetric method
of Horton and Keen (1966) was applied.

It was found that fungal spores incculated on mall agar were more resistant
to the fungicidal action than those inoculated on water agar (tab. 2). The most toxic
among the fungicides was phenylmercuric acetate. Less toxic were sodium penta-
chlorophenolate and sodium p-chloro-m-cresolate (tab. 1). The germ lubes produced
by spores in the presence of sublethal doses of fungicides were degenerated, shorten-
ed and swollen.

It was found that the C; enzymes were most intensively synthesized by the fungi
at 16-18°C (tab. 4).

The Cyx enzymes were sensitive to mercury containing fungicides but were only
imperceptiably inhibited by phenolic fungicides (tab. 5). Phenylmercuric acetate
exhibited a similar inhibitory effect on growth of the fungal colonies. In the pre-
sence of phenolic fungicides adaptation of fungi to these substances was observed.

Fungal spores inoculated on agar media did not produce normal colonies, their
germination was delayed and produced a flat spot adhering to the agar surface.
Sometimes however stimulation of spore germination, growth of colonies and Cy
ecellulases activity was noted.
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