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19485,
Low doses of DNOC (1 - 10 mcg/ml) caused morphological and anatomical

changes of vegetative hyphae and conidiophores of some soil fungi. These
changes in hyphae were connected with changes in structure of fungi colonies.
Sporulation of fungi was stopped in the presence of low DNOC concentra-
tions — approached to field doses.

WSTEP

Wiele pestycyddéw o roinej budowie i mechanizmie dzialania wywo-
luje zmiany w morfologii grzybow — czesto o podobnym charakterze
(Verdcourt 1952; Imszeniecki, Piotrowa 1837, Brian
1960; Sharples 1963; Bent, Moor 1966; Barathova i wsp.
1969; Sherald i wsp. 1973; Jakubowska, Nowak 1973;
Strzelczyk 1968; 1975; 1976; Gorska-Poczopko 1977; Kor-
niltowicz iwsp. 1979, Kornittowicz 1982¢). W indukcji zmian
morfologicznych 1 cytologicznych grzybow znaczng aktywnoscia odzna-
czaja sie polaczenia fenolowe, zwlaszcza z grupy chlorofenoli (Verd-
court 1952: Imszeniecki, Piotrowa 197: Bent, Moor
1966; Strzelczyk 1968, 1975, 1976). Z badan zamieszczonych w po-
przedniej czesci pracy (Kornillowicz 1982¢) wynika, ze rowniez
nitropochodne fenolu takie jak dwunitro-orto-krezol wywoluja znieksztal-
cenie kielkujacych zarodnikoéw i strzepek rostkowych grzybow.
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W niniejszej pracy opisano charakter morfologicznych i anatomicz-
nych zmian kolonii oraz strzepek dojrzewajacej grzybni, odznaczajacych
sie redukeja przyrostu biomasy grzybni w obecnosci niskich dawek DNOC
(Kornittowicz 1982a).

MATERIAL I METODY

Do badan uzyto 19 szczepow grzybow glebowych wybranych sposrod
o0 wrazliwych na dwunitro-orto-krezol (Kornittowicz 1982a).
W wyborze materialu szczepowego zastosowano kryteria selekeji przy-
jete w poprzedniej pracy (Kornillowicz 1982¢). Uzyto szczepy na-
stepujacych grzybow: Rhizopus nigricans, Penicillium purpurogenum,
Aspergillus niger, Mucor mucedo, M. griseo-cyanus, Mucor sp. i Peni-
cillium sp.

Rozcienczenia DNOC, tak jak i poprzednio (Kornillowicz 1982c)
wykonywano pur:z.atkuv;rﬂ w 0,1 n NaOH, a nastepnie w wodzie (roztwory
wyjsciowe). Zastosowano dawki DNOC (w meg/ml): 1; 5; 10; 25; 50 oraz
dodatkowo 75 1 100.

Hodowle grzybow z rodziny Mucoraceae prowadzono na zmodyfiko-
wanej pozywce Saundersa, a pozostale grzyby hodowano na zmodyfiko-
wanej pozywce Czapek-Dox (Korniltlowicz 1982c). We wszystkich
przypadkach stosowano stala objetos¢ pozywki (10 ml) z odpowiednig
iloscia DNOC. Kontrole stanowila pozywka bez preparatu. Jako inckulum
uzywano zawiesiny zarodnikow.

Do obserwacji morfologii strzepek przygotowywano mikrokultury na
krazkach agarowych (Strzelczyk 1968). Badania cytologiczne grzyb-
ni prowadzono w hodowlach na platkach celofanowych (Strzelczyk
1976). Spostrzezenia dotyczace struktury kolonii wykonywano bezposred-
nio na piytkach. Wszystkie hodowle inkubowano w 26°C przez 1-3 dni
na celofanie i 14 dni — na agarze. Czas hodowli grzybow byl zaleiny
od tempa rozwoju grzyba, stezenia preparatu oraz charakteru prowadzo-
nych obserwacji.

W czasie hodowli grzybow prowadzono makroskopowe i mikroskopo-
we obserwacje morfologii kolonii, strzepek wegetatywnych 1 sporoforow
(hodowle na agarze) oraz wykonywano preparaty mikroskopowe z hodowli
na celofanie, barwigc grzybnie na obecnosé jader metods Piekarskiego-
-Robinowa (Gurr 1956). Wplyw DNOC na budowe jader przesledzono
tylko na jednym szczepie (Mucor mucedo), co wynikalo z duzych trud-
nosci w wybarwianiu jader grzybni rosngcej w obecnosci dwunitro-orto
-krezolu. Wybrany do badan szczep charakteryzowal sie wyraznymi
zmianami morfologicznymi juz w obecnosci niskich stezen DNOC.

Uwzgledniono nastepujgce cechy grzybow: wielkosé¢ i barwe kolonii,
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wynioslose nad podloze, obecnost i strukture powietrznej grzybni zarod-
nikujgcej, morfologie strzepek wegetatywnych 1 sporotwaorczych, inten-
sywnos¢ zarodnikowania, rozmieszezenie 1 wielkosc jader.

Fotogralie wykonywano przy stalym powiekszeniu mikroskopu wy-
noszgcym 2010 (morfologia komorek) lub bezposrednio z plytek (mor-
fologia kolonii).

WYNIKI BADAN

Stwierdzono, ze zastosowany pestycyd nitrofenclowy (DNOC) wywo-
tywal zmiany morfologiczne rozwijajacych sie strzepek wegetatywnych.
Podobnie jak to zanotowano wczesniej (Kornillowicz 1982c), cha-
rakter tych zmian byl zaleiny od stezenia preparatu i przynaleinosci
gatunkowe) szczepu (tab. 1, ryc. 1 - 4).

Wrysokie steizenia DNOC przekraczajace 30 meg/ml wykluczaly na
ogol rozwo] strzepek po skielkowaniu zarodnikow.

Pod wplywem najnizszych dawek dwunitro-orto-krezolu (1 i 5 meg/
/ml) wiekszos¢ badanych grzybow nie przejawiala wyrainej deformacji
strzepek wegetatywnych. Jedynie 2 szczepy Rhizopus nigricans (nr 1 i 3)
juz w obecnosci 5 meg DNOC/ml odznaczaly sie nadmiernym rozgalezie-
niem, a niekiedy obrzmieniem strzepek (ryc. 1).

Natomiast koncentracje od 10 do 50 mecg DNOC/ml wywolywaly
wyrazng, poglebiajgceg sie ze wzrostem steZzenia, deformacje strzepek
wegetatywnych przewazajacej liczby badanych mikrogrzybow. Objawiala
sie ona rozgalezieniem strzepek oraz ich skroceniem, co szczegolnie wy-
raznie - zaznaczylo sie w obrebie Mucoraceae (ryec. 1, 2). Tworzgca sie
w obecnosci DNOC grzybnia wegetatywna byla zlozona z nabrzmialych,
wielokrotnie rozgaleziajgcych sie skroconych strzepek. Ponadto zauwa-
zono, ze¢ Mucor mucedo w obecnoscei DNOC obok strzepek wytwarzal
komorki morfologicznie zblizone do paczkow. Stwierdzono przy tym, ze
zjawisko to ograniczalo sie do grzybni stykajacej sie bezposrednio z aga-
rem (ryc. 2B).

Slabiej zaznaczyly sie zmiany morfologiczne strzepek wegetatywnych
Penicillium purpurogenum, Aspergillus niger i1 Penicillium sp. hodowa-
nych z DNOC (10- 50 meg/ml). Grzyby te nie wykazywaly obrzmiewania
strzepek w obecnosci tego preparatu, jednakze niektore z nich (Aspergi-
llus niger) wytwarzaly skrocone i silnie rozgalezione strzepki. Szczepy
badanych gatunkow Penicillium w obecnosci ww. dawek DNOC rowniez
przejawialy zahamowanie wzrostu strzepek, nie wykazujac jednak wi-
doczne] ich deformacii.

W tabeli 1 podano najnizsze stezenia DNOC calkowicie hamujace za-
rodnikowanie wybranych do tych badan grzybow. Obserwacje wykazaly,
ze dawka 5 meg DNOC/ml powodowala kilkudniowe opoznienie sporulaciji
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Tabela | = Table 1
Najnizsze stgienia DNOC calkowicie hamujace sporulace
nicktorych gatunkow grzybow*
The lowest DNOC concentration wholly totally inhibits
sporulation in some fungal species*

Gatunek grzyba zczep No
Species. Strain No. [PHOS, Geg/ma)
Riizopus i3 io
‘nigricans. 4,3 25
wcor mucedo ) 10
Mucor grisco-cyams | 1 10
Mucor 5 I 25
Ponictin L2346
urpurogenun 78 25
s 100
Pesicllun . 1 10
Aspergillus 1,2 25
3 10

ption_of Rnizo ricans strain no. 1) which showed
a destinet inhibition of blomass growth in the presence of
g DNOC megmi)

W poréwnaniu z kontrola. Natomiast 2-krotnic wysze stezenie tego pre-
paratu nie tylko opoznialo, lecz réwniez oslabialo lub eliminowalo zarod-
nikowanie grzybow. Szczepy Rhizopus nigricans i Mucor sp. (nr 1) wy-
twarzaly sporangiofory i sporangia o podobnym wygladzie jak w kontroli,
jednak ich liczba byla mniejsza. To samo sigzenie dwunitro-orto-krezolu
takze ilosé niger, ktore ponadto
byly , Jamliwe”, o wyrainic zmniejszonych glowkach zarodnikow (ryc. 3)
Rowniez izolaty Penicillium purpurogenum, mimo braku wyrainych
zmian w liczebnosci trzonkéw zarodnikonosnych, przejawialy znaczng re-
dukeje liezby sterygm i konidiow (rye. 4), a liczba zarodnikow zazwyczaj
wynosila 1 -2 komorek.
Prawne wszystkic zbadane grzyby (18 szezepow) wykazywaly calko-
cial ych w obecnosci 25 meg
DNOC/ml (tab. 1). Wskazuje to na silny zungnoksycmy wplyw tego pre-
paratu. Powyzsze fakty éwiadeza rowniez o tym, ze proces sporulacji
jest znacznie silniej hamowany przez DNOC niz Kietkowanie zarodnikow
i przyrost biomasy (Kornillowicz 1982c).
Zebrane obserwacje wykazaly rowniez, ze kolonie badanych grzybow




Wplyw DNOC na grzyby glebowe., IV T

wyrastajgce w obecnosel niskich dawek DNOC (5 i 10 meg/ml) cechowaly
sie zmieniong morfologia w porownaniu z ich wygladem w kontroli. Byly
one mniejsze, o brzegach nierownych oraz cechowaly sie utrata typowe]
pigmentacji, wywolana zahamowaniem zarodnikowania.

Obserwowano rowniez zmiany w strukturze grzjrbm pod wpl:,rwem
niskich dawek DNOC. Grzybnia Mucor sp. (nr 1) i Mucor mucedo (nr 1)
byla niska i zwarta, a szczepow Rhizopus nigricans wyrainie krzaczko-
wata (ryc. 4), podczas gdy kolonie kontrolne ww. gatunkéw byly wy-
sokie 1 welniste lub welnisto-pajeczynowate (ryc. 4). Badany szczep Mucor
griseo-cyanus (nr 1) reagowal wytworzeniem mniejszych kolonii o nie-
zmienionej strukturze grzybni.

Drastyczne zmiany morfologii i struktury kolonii wystgpily u szcze-
pow Aspergillus niger hodowanych z DNOC w dawce 10 mcg/ml. Obja-
wialo sie to charakterystycznym ,sfilcowaniem” murawki, tj. zmiang
struktury grzybni z puszystej i luznej na zbita i aksamitng (ryc. 3). Po-
nadto pod wplywem ww. dawki zarodnikujace kolonie przybieraly barwe
zolta, natomiast kolonie kontrolne mialy charakterystyczne czarne za-
barwienie.

Kolonie szczepow Penicillium purpurogenum i Penicillium sp. w obec-
nosci 10 meg DNOC/ml byly plaskie o maczystej powierzechni (rye. 4),
podczas gdy kolonie kontrolne charakteryzowaly sie grzybnia wypukla
1 aksamitng (ryc. 4).

W obecnosci DNOC w stezeniach 25 i 50 mecg/ml kolonie wszystkich
badanych grzybow (z wyjatkiem Penicillium purpurogenum nr 35) byly
bardzo male, zbudowane przewaiznie tylko ze zredukowanej, przylegajacej
do podioza hialinowej grzybni wegetatywnej.

Stosujgc wyzszego rzedu stezenia dwunitro-orto-krezolu obserwowa-
no powstawanie gwiazdkowatyeh drobnyeh , mikrokolonii”, wyrastajacych
prawdopodobnie z bardziej opornych zarodnikow.

Przezyciowe obserwacje cytologiczne komoirek grzybow potwierdzily
zanotowane wezesniej (Kornillowiecz 1982¢) nagromadzenie ziarni-
stosei w cytoplazmie strzepek wegetatywnych rosngeych z DNOC —
szezegolnie w przypadku badanych przedstawicieli Mucoraceae (ryc. 1 - 2).

Obserwacje cytologiczne w hodowlach na platkach celofanowych, wy-
konane na szczepie Mucor mucedo wykazaly, Ze w strzepkach kontrol-
nych jadra byly liczne, drobne, pecherzykowate i pojedynezo rozmiesz-
czone (ryc. 4), natomiast w strzepkach grzybow hodowanych z DNOC
w stezeniu hamujgcym sporulacje (10 mcg/ml) byly one wyraznie po-
wiekszone i skupione.

Powyizsze spostrzezenia wskazywalyby na zaklocenie mitozy 1 tlu-
maczylyby hamowanie wszrostu i1 rozmnazania grzybow hodowanych
w srodowisku z dwunitro-orto-krezolem.
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DYSRUSJA

W niniejszej pracy stwierdzono, ze dwunitro-orto-krezol odznaczal
sie wysoka aktywnosciga fungitoksyczna. Dowodem na to byle bardzo
silne ograniczenie sporulacji grzybow przez DNOC uizyty w dawce zbli-
zonej do ilosci polowych tego pestycydu (10 meg/ml). Jak to wykazano
wezeéniej (Kornillowicz 1982a), uzyty nitrofenol cechowal sie row-
niez silnym dzialaniem mikostatycznym, co objawialo sie zahamowaniem
przyrostu biomasy przez niskie stezenia DNOC (5 - 10 meg/ml). O wrazli-
wosci badanych grzybow na DNOC swiadezyly takie zmiany w inten-
sywnoscl rozwoju kolonii. W obecnosci stosowanego preparatu nitrofeno-
lowego powstajace kolonie byly mniejsze niz w kontroli, mialy zmienio-
ny wyglad i strukture grzybni. Zblizony charakter zmian kolonii grzybow
obserwowali Verdcourt (1952) oraz Strzelczyk (1976) w do-
swiadczeniach z Penicillium corylophilum 1 Mucor christianiensis. Wedlug
opisu wyzej cytowanych autorow kolonie tych grzybow wyrastajace
w obecnoscl pieciochlorofenolanu sedu byly zbite, slabo zarodnikujgce
lub pozbawione cial owocowych.

Z nielicznych doswiadezen wynika, ze pestycydy z grupy pechodnych
fenolu moga ograniczac sporulacje grzybow, co objawia sie redukcja
liczby sporoforow i mniejsza iloscig zarodnikow. Wskazujg na to badania
Strzelczyk (1976), ktora zanotowala zmniejszenie sie wielkosci spo-
rangiow Mucor i liczby konidiow Penicillium w obecnosci pieciochloro-
fenolanu sodu i1 p-chloro-m-krezolanu sodu. Z doswiadczen wlasnych wy-
nika, ze rowniez nitrowa pochodna fenolu wywolywala oslabienie lub
zahamowanie zarodnikowania badanych grzybow przez redukeje liczby
cial owocowych 1 konidiow.

Prezentowane wyzej wyniki badan pozwalaja przypuszczac, ie ogra-
niczenie rozmnaiania grzybow w obecnosci dwunitro-orto-krezolu (niskie
dawki) moze mie¢ znaczenie ekologiczne utrudniajge, a nawet uniemozli-
wiajgc rozprzestrzenienie grzybow przez zarodniki. Ze wzgledu na wy-
datny udzial mikrogrzybow w procesach zachodzacych w glebie, wyzej
opisane zjawisko byloby niekorzystne.

Zebrane obserwacje wskazuja, ze ujemne dzialanie niskich koncen-
tracji badanego pestycydu (5 - 10 mcg/ml) na rozwdj grzybow zaznaczylo
sie glownie w fazie narastania i roznicowania materialu komorkowego
(strzepki). Natomiast (Kornillowicz 1982c) efekt sporostatycznego
i sporobojczego dzialania DNOC wystapil przy stezeniach kilkakrotnie
wyzszych (25 - 200 meg/ml) od dawek hamujacych sporulacje (10 meg/mil).

Z powyzszych spostrzezen wynika, ze grzyby w okresie sporogenezy
83 znacznie bardziej wrazliwe na DNOC niz w stadium kietkowania spor.
Potwierdza to zanotowana wcezesniej (Kornillowicz 1982a,c) sil-
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niejszg aktywnosé mikostatyezng DNOC w stosunku do aktywnosci spo-
rostatycznej i1 sporobojcze) tego preparatu. Jest to zgodne z ogolnie zna-
nym faktem wyisze] opornosci na substancje toksyczne zarodnikow
anizeli strzepek.

Z przeprowadzonych obserwacji wynika, ze DNOC powodowal nie
tylko niedorozwo) strzepek zarodnikonosnych, lecz rowniez deformacje
strzcpek wegetatywnych dojrzewajacej grzybni. Zmiany morfologiczne
strzepek wegetatywnych najczescie) objawialy sie rozgalezieniem 1 skro-
ceniem, a w przypadku badanych przedstawicieli Mucoraceae rowniez
obrzmieniem (ryc. 1-2). Ten ostatni efekt wskazywal na zaburzenia
w gospodarce wodnej grzybow pod wplywem DNOC. Ponadto rozwija-
jaca sie w srodowisku z DNOC (10 meg/ml) grzybnia wegetatywna Mucor
mucedo obok strzepek zlozona byla z komorek paczkujacych (ryc. 2).
Zmiane formy wzrostu Mucor mucedo ze strzgpkowej na drozdiopodobng
obserwowano takize podczas kielkowania spor tego grzyba w obecnosci
DNOC (Kornillowicz 1982c). Wyjasnienie aktywnosci moriogene-
tyeznej dwunitro-orto-krezolu — zjawiska nie spotykanego w dotych-
czasowym pismiennictwie — przedstawiono w poprzedniej — ww. pracy.

Znieksztalcenie strzepek wegetatywnych grzybni rosnacej w obecno-
sci DNOC powodowalo zmiany struktury kolonii. Obserwowane ,sfilco-
wanie” murawek, tj. tworzenie gestej i zbitej grzybni, przewaznie bylo
zwigzane z wytworzeniem licznych, skroconyeh, czesto obrzmialych od-
galezien bocznych. Podobne deformacje zmian morfologicznych strzepek
i kolonit w obecnosci dwunitrofenclu zaobserwowali Bent i Moor
(1966), a Verdcourt (1952) i Strzelczyk (1976) obserwowali
podobne zmiany w hodowlach grzybow z chloropochodnymi fenolu.

Zgodnie z wcezesniejszym pogladem (Kornillowicz 1982¢) na-
lezy uwazac¢, ze przyczyna opisanych zmian morfologicznych grzybow
hodowanych z DNOC byly zmiany w strukturze sciany komorkowe]
1 przepuszezalnosci blony cytoplazmatyczne].

W poprzednie] czescl pracy stwierdzono, ze zmianom morfologicznym
strzepek rostkowych pod wplywem DNOC towarzyszyly zmiany anato-
miczne (Kornillowicz 1982¢). Podobne spostrzeienie poczyniono
rowniez w niniejszej pracy. Zanotowano bowiem, ze deformacja strzepek
wegetatywnych 1 zaburzenia sporulacji badanych grzybow w srodowisku
z DNOC sprzezone byly ze zmianami rozmiarow i rozmieszczenia jader
komorkowych (ryc. 4).

Informacje te wskazywalyby, ze przyczyna hamowania zarodnikowa-
nia grzybow w obecnosci uzytego nitrofenolu mogly byc¢ zaburzenia mi-
tozy 1 syntezy skladnikow odpowiedzialnych za wzrost komorek, bowiem
w grzybni o stlumionej sporulacji wystepowalo nagromadzenie i po-
wiekszenie jagder komorkowych przy rownoczesnym zahamowaniu wzro-
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stu strzepek (ryc. 4). Zjawisko to opisali wczesnie] Imszeniecki
i Piotrowa (1957) oraz Strzelczyk (1976) w pracach nad od-
dzialywaniem fenolu i jego chloropochodnych na cytologie roznych grzy-
bow. Mozna wice sadzic, ze pestyeydy nitrofenolowe, podobnie do chloro-
fenoli, wywoluja zaklocenia w syntezie i podziale materialu jadrowego.
Jest to zgodne z pogladem Horsfall'a (eyt. za Byrde 1963), ktory uwa-
Zza, #Ze podstawione fenole, reagujac ze skladnikami chromosomow, sa
silnymi inhibitorami mitozy w komorkach grzybow.

Dotychezasowe badania wlasne dotyczace oddzialywania DNOC na
mikrogrzyby pozwalaja sadzi¢, ze zmiany morfologiczne i anatomiczne
komorek i1 kolonii grzybow w obecnosci tego pestycydu spowodowane
byly nie tylko jego bezposrednim dzialaniem na struktury powierzchnio-
we (blona i Sciana) oraz wewnatrzkomorkowe (jgdra) komorek grzybow,
lecz rowniez interferencjg DNOC z metabolizmem komoérek (wplyw po-
sredni). Ten ostatni efekt byl zwiazany z zakléceniem rdéwnowagi pro-
cesow syntezy w komorkach badanych grzybow (Kornillowicz
1982a, b), ktore — zgodnie z podstawowym mechanizmem dzialania nitro-
fenoli (Simon 1953) — bylo wtéornym efektem rnzkujarzenm fosfory-
lacji oksydacyjnej przez DNOC. .

Jakkolwiek powszechnie uwaza sie, ze pestycydy nitrofenolowe wy-
wolujg przede wszystkim zaburzenia bilansu energetycznego komorek,
to wezesniejsze (Korniltltowicz 1982a-c¢) oraz prezentowane w ni-
niejsze) pracy wyniki badan wlasnych wskazuja na wielokierunkowy
mechanizm oddzialywania uzytego pestycydu nitrofenolowego — dwu-
nitro-orto-krezolu na mikrogrzyby.
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SUMMARY

Determination of the influence of dinitroorthoceresol (DNOC) on morphology and
anatomy of colonies and hyphae generally sensitive to this pesticide was the aim of
investigation,

The following [fungi were used in the experiments (19 strains) Rhizopus nigricans
Ehrenberg, Mucor mucedo [.. ex Fries, Mucor griseo-cyanus (Hagem) Schipper-{,
Penicillum purpurogenum Stoll, Aspergillus niger van Tieghem, Mwucor sp. and
Penicillium sp.

Fungi cultures were grown on Czapek-Dox and Saunders mediums of own
modification (Kornillowicz 1082).

The following doses of DNOC (in mcg/ml) were used: 1, 5, 10, 25, 50 and
additionally 75 and 100,

Observations of hyphae morphology were done on agar discs (Strzelczyk
18968). Cytological investigation was carried out in cultures on cellophane dises
(Strzelczyk 1968). Cytological investigation was carried out in cultures on
cellophane discs (Strzelczyk 1976) colouring mycelium for nuclei presence by
Pickarski-Rubinow method. Observations of colony morphology were carried out
directly on Pelri plates.

High fungitoxic activity of DNOC was noted, evidenced by sporulation stop of
fungi caused by low concentrated DNOC (10 meg/ml).

It was shown that DNOC caused morphological changes of vegetative hyphae.
The changes were generally revealed by branching and shortening of hyphae, some-
times by swelling. Mucor mucedo in these conditions besides hyphae also developed
budding cells,

Noted morphological changes in hyphae caused morphological and anatomical
changes of fungi colonies. Colonies growing in the presence of DNOC were white
and smaller then in control with low and compact mycelia.

In mycelium with sporulation stopped by DNOC, enlargement and accumulation
of cells nuclei was observed.
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