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WSTEP

Najezestszg postacia wystepowania grzybow niszezgeych drewno jest
ich stadium wegetatywne, gléwnie grzybnia. Grzyby moga rozwijaé sie
na powierzchni drewna lub w drewnie nie tworzac przez dlugi okres
czasu owocnikéw., W takich przypadkach oznaczenie rodzaju i gatunku
grzyba napotyka czesto Powazne trudnosci. Caly bowiem szereg gatun-
kéw grzybéw niszezacyech drewno wytwarza grzybnie o malo zréznico-
~wanych cechach morfologicznych, szezegélnie we wcezesnym  okresie
rozwoju.,

Dla ulatwienia oznaczania grzybéw niektérzy badacze Proponujs zasto-
sowanie metody barwnej reakeji polegajacej na barwieniu preparatow.

Pierwsze wzmianki o wykorzystaniu tej metody do oznaczania grzy-
béw niszezacych drewno znajduja sie u Millera (2). Zastosowal on
do barwienia grzybni blekit toluidenowy i uzyskal doskonale rezultaty
przy rozréznianiu grzybéw Merulius lacrymans (Wulf.) Fr. i Poria vapo-
raria Pers, we wezesnych stadiach ich rozwoju.

Starfinger (10) podaje opis metody barwienia mikroskopowych
preparatéw sznuréw za pomocy brylantowego blekitu Kongo i bru-
natu bawelnianego, pozwalajacej na odréznienie grzybéw Merulius lacry-
mans (Wulf.) Fr., Merulius silvester Falck, Pazxillus panoides Fr., Poria
Vaillantii (D. C.) Fr. i Coniophora cerebellq Pers.

Zurawlow (12) zastosowal z dobrymi wynikami czerwien Kongo,
lakmoid, czerwien metylowa i ich mieszaniny do barwienia i Trozpozna-
Wania grzybni bardzo zblizonych wygladem gatunkéw grzybéw domo-
wych,
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Metode cytochemiczna zastosowali rowniez Ford i Ravlius (4)
uzywajac blekitu bromofenolowego do odrézniania Cronartium ribicola
Fisch. od Cronartium occidentale Hedgc.

Zastosowane przez wymienionych autorow metody pozwalaly na szyb-
kie oznaczenie gatunku za pomocg barwnych reakcji, nie uwzglednialy
jednak pewnych czynnikéw mogacych mie¢ ‘wplyw na przebieg i rezul-
taty badan.

Niniejsza praca miala na celu w miare mozliwosci wszechstronne zba-
danie metody barwnych reakcji w zastosowaniu do oznaczania najczescie]
wystepujacych w Polsce grzybéw niszczacych drewno przy uzyciu do-
stepnych w kraju barwnikéw oraz ustalenie zakresu i warunkéw pozwa-
lajacych na jej zastosowanie w praktyce.

1. CHEMIZM GRZYBNI JAKO PODSTAWA OZNACZANIA GRZYBOW
7A POMOCA BARWNYCH REAKCJI

Zwigzki chemiczne wchodzace w sklad grzybow maja rézna zdolnosc
barwienia sie pod dzialaniem barwnikoéw. Pochlanianie barwnikéw przez
komorki grzybni jest zlozonym procesem tizyko-chemicznym, w ktérym
odgrywajg role takie zjawiska i czynniki, jak powinowactwo moleku-
larne, energia dyfuzji, napiecie powierzchniowe, absorpcja, ladunek elek-
tryczny, pH i szereg innych, nie calkowicie poznanych.

Roéznice w zabarwieniu moga by¢ spowodowane:

1) ewentualng roéznica W Jkladzie chemicznym grzybni poszczegol-
nych gatunkéw grzybow;

2) roézna wartosciag pH substancji komérkowej grzybni zwigzang z jej
skladem chemicznym.

Mikrochemiczna metoda oznaczania grzybow moze wykorzystywac
pierwsza lub druga z wymienionych réznic w chemicznej charaktery-
styce grzybni. Sklad chemiczny grzybni grzybow niszezgeych drewnc
nie jest dotychczas szczegbtowo zbadany. Istniejace wyniki analiz Swiad-
cza o stosunkowo duzym zréinicowaniu jakosciowym i iloSciowym sklad-
nikéw w grzybni réznych gatunkéw grzybow. Ogélnie biorac grzybnia
zawiera duzg ilosé wody, ktéra stanowi okolo 90% ciezaru. Na przyklad
mloda grzybnia Merulius lacrymans (Wulf)) Fr. zawiera 91 % wody (9).
Pozostala czeéé grzybni, czyli tzw. sucha masa, zlozona jest gléwnie ze
zwiazkow organicznych wchodzacych w sktad blony komoérkowej i pro-
toplazmy. Blona komérkowa grzybow niszezacych drewno zawiera 3—5 %
chityny w stosunku do cigzaru suchej masy grzybni. Te ilos¢ wydzielit
Proskuriakow (6) z grzybni Armillaria mellea Quel.,, Lactarius
volemus Fr. i Psaliota campestris Fr. gdy tymczasem grzybnia Polyporus
betulinus (Bull) Fr. nie zawierala w ogole chityny w stanie niezmie-
nionym. Przypuszcza sig, ze W grzybni tego gatunku grzyba, a prawdo-
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podobnie takze i innych gatunkéw wystepuje substancja zblizona do
chityny, ale prawie pozbawiona azotu, zwana mycetyna. Przy hydrolizie
tego zwiazku uzyskuje sie jako produkt koncowy nie chitoze, jak przy
chitynie, ale mikoze, Ilos¢ chityny w blonie komorkowej jednego ga-
tunku grzyba nie jest wartoscia stals. Behr (b) stwierdzil, ze zawar-
tos¢ chityny zmienia sie z wiekiem kultury grzyba; najczesciej zawar-
tos¢ ta zmniejsza sie wskutek autolizy. pH podloza wywiera tu rowniez
duzy wplyw; na podlozu kwasnym grzybnia zawiera wiecej chityny niz
na pedlozu zasadowym. Jak podaje Schmidt (5), na zawartosé chi-
tyny w grzybni wplywa rowniez temperatura otoczenia w czasie rozwoju;
nawet niewielkie jej podwyzszenie zmniejsza ilo§¢ chityny. W blonie
komorkowej obok chityny wystepujg zwigzki inkrustujgce, gléwnie hemi-
celulozy i pektyny. Jaczewski (6) podaje nastepujacg zawartosé
zwigzkéw hemicelulozowych w % suchej masy grzybni: Coniophora cere-
bella Pers. — 4,2, Poria vaporaria Pers. — 4,01, Paxillus acheruntius
Schrot. — 2,61, Deadalea quercina (Pers.) — 2,93 i Schisophyllum com-
mune Fr. — 3,01. W grzybni grzybéw niszezacych drewno stwierdzono
rowniez obecno§é zwigzkéw podobnych do ligniny, ale nie zawierajacych
grup metoksylowych i nie dajacych zwyklych reakeji na lignine. Substan-
cje te otrzymano przez hydrolize grzybni stezonymi kwasami, przy czym
u Fomes fomentarius Fr. stanowily one 25% suchej masy, u Polyporus
sulphureus Fr. — 3,40%, u Fomes igniarius Fr. — 36,95% i u Trametes
pini Fr. — 54,08% (5). W blonach komoérkowych grzybni Daedalea
quercing Pers. oprocz zwiagzkow ligninopodobnych wystepuje réowniez
suberyna (6).

Sklad chemiczny protoplazmy komoérek grzybni jest bardziej zlozony.
Analizy wykazuja przede wszystkim obecnosé produktéw hydrolitycznego
rozpadu bialek; sg to aminokwasy, jak histydyna, arginina, lyzyna, tryp-
tofan, isoleucyna, walina, fenyloalanina (9). Ogolna iloéé bialek w %
cigzaru suchej masy grzybni wynosi ma przyklad u Polyporus ovinus
Fr. — 12,5, u Hydnum repandum Fr. — 14,3 (6). Tluszcze i kwasy tlu-
szczowe wystepuja w protoplazmie zwykle w formie oddzielnych sku-
pien i kropli, przewaznie w ilosci kilku procent. W grzybni Merulius
lacrymans (Wulf.) Fr..stwierdzono 13,08% tluszezu, natomiast w owocni-
kach Pholiota squarrosa Karst. 3,5%, Trametes suaveolens Fr. 0,8%,
Fomes igniarius Fr. — 1,08% (6). Protoplazma zawiera znaczne ilosci
glikogenu, stanowigcego w grzybach podstawows substancje zapasowa.
Klotrio (6) podaje ilo§é glikogenu w stosunku do ciezaru suchej masy
grzybni dla Boletus crassus Mass. 20% i dla Amanita muscaria Fr. 14%.
Krawkow (6) stwierdzil obecnoéé glikogenu w grzybach rodzajéow Poly-
porus, Agaricus, Boletus i in. W malej iloSci wystepuja w grzybach:
skrobia rozpuszczalna, wyzsze dekstryny oraz cukry proste, jak glikoza,
fruktoza, mannoza i in. Margewicz (6) stwierdzil w grzybni Boletus
scaber Bull. 11,46Y% mannozy i 1,90% glikozy. Obecnosci sacharozy
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w grzybach nie stwierdzono. Zastepuje ja trenaloza, czyli mikoza, zwana
cukrem grzybowym. Wedlug Bourguelota () zawartosc mikozy
wynosi u Lentinus tigrinus Bull. 0,28 %, a u Lentinus cochleatus Pers.
— 1,2%. Mikoza przy dzialaniu nieco podwyzszonej temperatury latwo
przemienia sie w INannoze. ‘

Grzyby zawieraja znaczne ilosci réznych kwaséw organicznych. Nie-
licme wyniki analiz podaja nastepujace kwasy: szezawiowy, WInowy,
jabtkowy (Coniophora cerebella Pers.), fumarowy (Lenzites betulina Fr.,
Polyporus squamosus Fr.), mréwkowy, mastowy, palmitynowy, rycynowy
i szereg innych (5, 6).

Stosunkowo znaczny udzial w suchej masie grzybni maja zwigzki nie-
organiczne. Na przyklad grzybnia Merulius lacrymans (Wulf) Fr. za-
wiera w stosunku do suchej masy 6,33—9,66 9% soli, Polyporus officina-
lis Fr. — 1,08%, Armillaria mellea Quel. — 7,5%. Stosunek iloéci soli
rozpuszezalnych do nierozpuszczalnych zalezny jest od czesci grzyba (6).
Owocnik Merulius lacrymans zawiera soli nierozpuszczalnych 11,4 %,
a rozpuszczalnych — 88,6%. W grzybni tego gatunku stosunek jest od-
wrotny: 82,6% soli nierozpuszczalnych 1 17,4% rozpuszczalnych. Ilos¢
réznych pierwiastkéw w popiele grzybni waha sie w szerokich granicach,
od dziesiatych procenta do kilkudziesigeiu procent. Grzybnia Merulius
lacrymans zewiera na przyklad potasu 9,8 %, sodu 0,24 %, wapnia 14,71%,
selaza 7z aluminium 26,85%, manganu 1,48%, fosforu 36,23%, krzemu
3,5%, chloru 1,21% (13).

Sklad chemiczny grzybni nie jest jednak wartoscig stalg dla gatunku
grzyba, zaréwno pod wzgledem jakoSciowym, jak i ilosciowym. Rozne
warunki rozwoju, a przede wszystkim rézne rodzaje podioza wywieraig
wplyw na przebieg przemiany materii, a tym samym decyduja o zawar-
tosci réznych skladnikéw (5).

Ze skladem chemicznym blony i substancji komérkowej, a w szczegol-
nosci z zawartoscia skladnikow kwasnych i zasadowych w komorce zwig-
zana jest koncentracja jonéw wodorowych, czyli pH. Wplyw pH podloza
na rozwoj grzybéw byl tematem licznych prac, natomiast wartosé pH
substancji komorkowej grzybni byla przedmiotem tylko nielicznych ba-
dan. Odezyn substancji komérkowe]j po raz pierwszy oznaczyl Robbins
(5), ktéry stwierdzil dla Rhizopus nigricans Ehrenb. pH 5,0 i dla Fusa-
rium dycopersici B. pH = 5,5. Armstirong (7) okreslil pH soku wy-
ciénietego z owocnikow grzybow kapeluszowych na 5,9 do 6,2. Mahdi-
hassan (8) oznaczyl wartos¢ pH substancji komorkowe] Fusarium sp.
na 6,1. Biinnig (3) poslugujac sig indykatorami ustalil, ze pH sub-
stancji komoérkowej Aspergillus niger V. Tiegh. waha sie w granicach
4950 i zalezy od kwasowosci §rodowiska, w ktérym grzyb sie rozwija.

W literaturze naukowej brak danych dotyczacych wartosei pH substan-
cji komérkowej grzybow niszczacych drewno. Badania nad tym zagad-
nieniem przeprowadzil autor niniejszego opracowania (11).
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2. MATERIALY BADAWCZE

Badania nad zastosowaniem metody barwnych reakcji do oznaczania
grzybéw niszczaeych drewno przeprowadzono na czystych kulturach
14 gatunk6w, a mianowicie: Merulius lacrymans (Wulf.) Fr., Poria vapo-
raria Fr., (Coriolus vaporarius (Fr.) Bond. et Sing.), Poria Vaillantii DC.
(Fibuloporia Vaillantii (DC.) Bond. et Sing.), Poria medulla — panis
Bres., Poria callosa Fr., (Coriolellus serialis (Fr.) Murr.), Peniophora
gigantea (Fr.) Mass., Polystictus versicolor Fr., Daedalea quercina Pers.,
Lentinus lepideus Fr., Schisophyllum commune Fr., Coniophora cerebella
Pers., Paxillus acheruntius Schrét., Merulius pinastri Fr., Lenzites se-
piaria Fr. (Gloeophyllum sepiarium (Wulf.) Karst). Wymienione gatunki
wytwarzaja grzybnie koloru bialego lub zottokremowego, trudna w wielu
przypadkach do odréznienia. Grzyby hodowane byly na pozywee agarowo-
-brzeczkowej o skladzie: agaru 7,5 8, brzeczki piwnej 150 g, wody desty-
lowanej 350 g.

Préby barwienia przeprowadzono nastepujacymi barwnikami: czerwien
metylowa, czerwien Kongo, chryzoidyna, erytrozyna, lakmus, oranz me-
tylowy, karmin, blekit bromofenolowy, treopeolina 00, czerwierr obojetna,
indygokarmin, fiolet krystaliczny, blekit metylenowy, zieledi metylowa,
zielen melachitowa, zielen brylantowa, zielen bromokrezolowa, blekit
trypanowy, zielen Janusa, zielen $wietlana, fiolet metylenowy, fiolet
Gencjana, anilina, eozyna, brunat Bismarcka, alizaryna czerwona, oranz G.

i lakmoid. Barwniki stosowano w ich powszechnie uzywanych roztwo-
rach,

3. PROBA OZNACZANIA GRZYBOW
PRZY ZASTOSOWANIU ROZNYCH BARWNIKOW

Do badan uzyto grzybnie Po 15 dniach od chwili zaszczepienia w plyt-
kach Petriego, Z brzegu kultury pobierano kawalki grzybni o wielkosci
zblizonej do objetosci kropli roztwornu barwnika, umieszczano na szkietku
przedmiotowym i zalewano kropla roztworu barwnika. Tak przygoto-
Wwane preparaty poddawano badaniom mikroskopowym.

Sposréd zastosowanych do badan 28 barwnikéw réznych typéw pozy-
tywne rezultaty daty tylko nieliczne. Poszczegolne barwniki, tak zwane
strukturalne powodowaly prawie identyczne zmiany zabarwienia grzybni
réznych gatunkéw. Jedynie byly nieco odmienne szybkosci wnikania,
Nalezy przypuszczaé, ze réznice w skladzie chemicznym substancji ko-
morkowej réznych gatunkéw grzyb6w nie s3 na tyle duze, by mogly
spowodowaé¢ wystgpienie réznego jej zabarwienia. Dobre rezultaty daty
natomiast barwniki majace charakter wskaznikéw wartoéei pH. Zaleznie
od kwasowosci wywolujg one zmiane zabarwienia substancji w pewnych

5%
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okreslonych i statych dla kazdego z nich przedzialach pH. Do celéw
okreglania grzybéow przydatne okazaly sig tylko te indykatory, ktérych
sakres dzialania odpowiada zakresowi pH grzybni. Poniewaz roztwory
barwnikéw wnikaja do komérek grzybni stosunkowo wolno, w dalszych
badaniach zastosowano pewne zabiegi, majace na celu przyspieszenie
reakeji. W tym celu grzybnig zalang roztworem barwnika miazdzono na

szkielku przedmiotowym paleczka

Tabela 1 szklang. Ewentualna zmiana zabar-

Wykaz barw

in N ;i:::i_ Z. tego .pcm?odu w -de_llsz:,.mh bada-
wa niach nie uzywano juz mikroskopu.
Zmieniono réwniez szkielko przed-
1 Zlocisto-zélty (aureus) X117 miotowe na zegarkowe, €O Znacz-
2 Szaro-zolty (sulphureus) IX—1 nie ulatwialo i przyspieszal-o prze-
3 0(:2;:;0::::;31528) o bieg fba:dania. Barwle, jaka przybrala
4 Pomaraficzowy zmiazdzona grzybnia pod wplywem
(qurantiacus) XIV—3 barwnika, okre$lano za pomoca skali
5 Ciemno-pomaranczowy barw Bondarcewa (1). Ze wzgledow
; é?;’;:;g“r"f’f;i‘;fus) BV technicznych pionowe wspélrzedne
1 -TOZ P . . . . . .
(incarnatoroseus) XIV—5 skali, zamiast literami rosyjskimi,
7 Rézowo-liliowy . oznaczono cyframi. Nazwy barw wy-
(roseololiliacinus) VIii—3 stepujacych w przeprowadzonych ba-
8 CYﬂBmgWO-CZEI'W(mY daniach i ich oznaczenia podano
(cinnabarinus) XvV—1 : 12 -
9 Czerwony (ruber) XI5 w :tabe,h 1. Wtk ba(,i?n z 5 po-
10 Ciemno-czerwony wtérzen uzyskane dla roznych grzy-
(astro-purpureus) v—1 bow podaje tabela 2. Nazwy barw
11 Rdzawy (ferrugineus) VII—1 zastapiono w niej, jak i w nastep-
12 Kasztanowy (castameus) ~X—4 nych tabelach oznaczeniami z tabe-
13 Clemno-FeasknOWy i 1. W tabelach podano réwniez .
(atro-castaneus) XIV—T1 .. = .
14 Zélto-zielony wartoé¢ pH badanej grzybni, ozna-
(flavo-virens) 11—3 czang metoda kolorymetryczna (11).
15 Blekitno-zielony Stwierdzono, ze blekit bromofeno-
(caerulescenti-viridis) IX—5 lowy, czerwien Kongo, oranz mety-
16 Blekitny (caeruleus) X113 lowy, lakmoid, czerwien metylowa
17 TFioletowy (violaceus) — : 2 b .
18 Szaro-fioletowy i zielen _brm}'l:dk_:rezolowa powo_du]_a
(Hividus) XIII—2 wprawdzie zréznicowane zabarwicnie
19 Sliwkowy (prunicolor) XIV—1 grzybni, ale czesto barwnik nadaje

tunkéw grzybow. Fakt te

Oznaczenie

wienia zachodzila natychmiast i byla
doskonale widoczna golym okiem.

identycmma barwe grzybni kilku ga-

n uniemozliwia dokonanie ostatecznego ozna-

czenia, pozwalajac jedynie ma eliminacje. W niektérych przypadkach za-

stosowanie kilku wymienionych barwnikéw po kolei moze diagnoze
bardziej uscislié. 7aden ze zbadanych barwnikéw nie okazal sie wiec
uniwersalnym dla diagnostyki grzybow.
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Tabela 2
Zabarwienie grzybni pod wplywem réipnych barwnikéw
Barwa grzyboi

% e pH bigkit orand czer- zielefi

" sk grrie graybui| Dromo- | €erWioR || oy, liapmoig] WieR | bromo-

fenolo- | Kongo metylo-| krezolo-

wy wy wa lowa
1 Merulius lacrymans 4,0 17 10 5 10 7 14
2 Poria vaperaria 4.0 17 10 5 10 7 14
3 Poria Vaillantii 3.8 19 10 11 10 7 14
4  Poria medullepanis 4,0 17 10 5 10 7 14
5 Poria callosa 3,6 19 13 11 10 ki 14
6 Peniophora gigantea 5,2 17 9 5 19 4 16
T Polystictus versicolor 5,0 17 12 5 19 6 15
8 Daedalea quercina 5,2 17 9 5 19 5 16
9 Lentinus lepideus 44 17 12 5 10 i 15
10 Schisophyllum commune 5,4 17 9 5 19 5 18
11 Coniophora cerebella 3,6 19 13 11 10 7 14
12 Paxillus acheruntius 42 17 10 5 10 7 14
13 Merulius pinastri 2.6 19 13 11 10 7 14
14 Lenczites sepiaria 4.2 17 10 11 10 i 14

4. WPLYW ROZNYCH CZYNNIKOW NA WYNIKI
OZNACZANIA GRZYBOW ZA POMOCA BARWNYCH REAKCJI

Wplyw roznych szeczepow grzybdéw. Aby stwierdzié, czy
barwa, jaka przybiera grzybnia jednego gatunku grzyba pod wplywem
okreglonego barwnika, jest zawsze taka sama, przeprowadzono uzupel-
niajgce do$wiadczenie. Do badan wzieto 5 szczepdw Merulius lacrymans,
w tym trzy szczepy formy domesticus: standard (Eberswalde), Warsza-
wa I, Warszawa II i dwa szczepy formy silvester: Warszawa III i War-
szawa IV oraz 5 szczepdw Coniophora cerebella: standard (Eberswalde),
Warszawa I, Warszawa IT, Warszawa IV i Moskwa. Kultury tych szczepow
hodowano na pozywee agarowo-brzeczkowej w temperaturze 22°C i wil-
gotnosci wzglednej powietrza 75%. Oznaczenie prowadzono w 5 powté-
rzeniach na 15-dniowej grzybni pobranej z brzegu kultury, stosujac
barwniki: blekit bromofenolowy, czerwien Kongo, oranz metylowy, lak-
moid, czerwien metylowa i zielei bromokrezolowa. Uzyskane wyniki
zebrane w tabeli 3 wykazuja, ze grzybnia roznych szczepoéw tego samego
gatunku przybiera réine zabarwienia pod wplywem okre§lonego barw-
nika,

Wplyw wieku Z grzybni grzybéw Merulius lacrymans, Poria va-
poraria i Coniophora cerebella zaszczepionej na pozywce agarowo-brzecz-
kowej pobierano po 5 prébek dla kazdego z nich w odstepach 5-dniowych
poczynajac od 5 dnia po zaszczepieniu i kohczac na 60 dniu. Prébki



70 J. Wazny 81

Tabela 3
Zabarwienie grzybni réznych szczepow
Barwa grzybni
H + czer- =
s: i blekit : P zieleh
ZCZeD grzybni | bromofe- c«;;rwmﬁ orainz lakmoid w:elil bromokre-
nolowy ougy: [wetylowy wetylo- lowa
wa

Merulius lacrymans
Standard 4,0 17 10 5 10 7 14
Warszawa I 4,8 17 12 5 18 4 15
Warszawa II 4.8 17 12 b 18 4 15
Warszawa III 3,6 19 13 11 10 7 14
Warszawa IV 3,2 12 i3 8 10 7 2

Coniophora cerebella
Standard 3,8 19 10 11 10 7 14
Moskwa 4.8 17 12 a4 18 4 15
Warszawa T 3,8 19 10 11 10 7 14
Warszawa II 3,8 19 10 11 10 7 14
Warszawa IV 3.8 19 10 11 10 T 14

barwiono barwnikami: blekit fenolowy, czerwien Kongo, oranz metylowy
oraz zieleh bromokrezolowa. Wyniki zebrane w tabeli 4 wykazuja, ze
barwa grzybni traktowanej odpowiednim barwnikiem zmienia sie za-
leznie od jej wieku.

Wplyw réznych pozywek. Grzybnie Merulius lacrymans, Poria
vaporaria i Coniophora cerebella zaszczepiono na 4 rodzajach pozywek:

1) pozywka agarowo-brzeczkowa (agaru 7 g, brzeczki piwnej 150 g,
wody destylowanej 350 g);

2) pozywka agarowo-sacharozowa (agaru 3 g, sacharozy 3 g, wody
destylowanej 150 g);

3) pozywka trocinowo-brzeczkowa (trocin sosnowych 10 g, brzeczki
piwnej 5 g);

4) pozywka syntetyczna Tubeufa (NH;NO; 1 g, KH,PO,; 0,5 g, MgSO,
0,1 g, kwasu mlekowego 0,2 g, wody destylowanej 100 g, bibula filtra-
cyjna).

Po 15 dniach wzrostu grzybnie poddawano oznaczeniom za pomocg
4 poprzednio stosowanych barwnikéw stosujac 5 powtérzen. Rezultaty
badan zebrane w tabeli 5, wykazaly wplyw typu pozywki na zabarwie-
nie grzybni powodowane przez wymienione barwniki.

Wplyw zawartosci cukru w pozywce. Przygotowano po-
zywki agarowe z réinym dodatkiem glikozy w granicach od 0 do 10%
(tab. 6). Na pozywkach zaszczepiono grzybnie Merulius lacrymans, Poria
vaporarig i Coniophora cerebella, Pc 15 dniach grzybnie barwiono wy-
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Tabela 4
Zabarwienie grzybni w zaleznosSci od wieku
Barwa grzybni
Wlekdgn;zybm pH grzybni blekit ezerwiefi oranz i zielen
bromofenolowy Kongo metylowy bromokrezolowa
Merulius lacrymans
5 4,2 17 16 5 14
10 4,0 17 10 5 14
15 3,8 19 10 11 14
20 3,8 19 10 11 14
25 3,8 19 10 11 14
30 3.8 19 10 i1 14
35 3,6 19 13 11 14
40 3,6 19 13 11 14
45 3,6 19 13 11 14
50 34 19 13 11 2
55 3,4 19 13 11 ' 2
60 3.4 19 13 11 2
Poria vaporaria
5 4.0 17 10 5 14
10 3,8 19 10 11 14
15 3,6 19 13 11 14
20 34 19 13 11 2
25 3,2 12 13 8 2
30 3,0 12 19 8 1
35 3,0 12 19 8 1
40 3,0 12 19 8 1
45 3,0 12 19 8 1
50 3,0 12 19 8 1
55 3,0 12 19 8 1
60 3,0 12 19 8 1
Coniophora cerebella
5 40 17 10 5 14
10 3,8 19 10 11 14
15 3,6 19 13 11 14
20 3,6 19 13 11 14
25 3,6 19 13 11 14
30 3,4 19 13 11 2
35 3,4 19 13 11 2
40 3.4 19 13 11 2
45 3:2 12 13 8 2
50 3,2 12 13 8 2
55 3,2 12 13 8 2
60 3,2 12 13 8 2
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Tabela 5
Zabarwienie grzybni na réZnych pozywkach

Barwa grzybni

i 2 5 H 3 _
Rodzaj pozywki grzpybni ble;nt b?_ czerwien oranz | zieleft bromo-
— :::D o ; Kongo metylowy krezolowa
Merulius lacrymans
Agarowo-brzeczkowa 3,8 19 10 il 14
Sacharozowa 4,0 17 10 5 14
Trocinowa 42 17 10 5 14
Syntetyczna 4.6 17 12 5 15
Porig waporaric
Agarowo-brzeczkowa 3,8 19 10 11 14
Sacharozowa 34 19 13 11 2
Trocinowa 3,8 19 10 11 14
Syntetyczna 4.0 17 10 5 14
Coniophora cerebella
Agarowo-brzeczkowa 3.6 19 10 11 14
Sacharozowa 44 17 12 5 15
Trocinowa 42 17 10 5 14
Syntetfyczna 4,0 17 10 5 14

mienionymi 4 barwnikami, stosujac po 5 powtoérzen. Stwierdzono, ze
zabarwienie grzybni pod wplywem barwnikéw zmienia sie w pewnym
stopniu, zaleznie od stezenia glikozy w pozywce.

Wplyw pH pozywki. Grzybnie 3 wymienionych gatunkow grzy-
bow zaszczepiono na pozywce agarowo-brzeczkowej o wartosciach pH:
3, 4, 5, 6, 7, 8, 9. Odczyn pozywek regulowano przez dodawanie kwasu
mlekowego albo NaOH. Po 15 dniach pobierano grzybnie powietrzna,
nie majaca bezposredniego kontaktu z podlozem, i oznaczono za pomoca
4 barwnikéw, stosujac po 5 oznaczen. Stwierdzono (tab. 7), ze zabar-
wienie grzybni przy tym samym barwniku zmienia sig¢ w pewnych gra-
nicach w zaleznoéci od pH podloza.

Wplyw gatunku drewna. Szereg grzybow niszczacych drewno
moze rozwijaé sie na réznych gatunkach drewna, czesto zaréwno liscia-
stych, jak i iglastych. Aby stwierdzi¢ wplyw drewna (jako podloza dla
rozwoju grzybow) na zabarwienie pod wplywem barwnikéow, przepro-
wadzono nastepujace doswiadezenie. Probki czterech gatunkéw drewna,
tj. sosny, $wierka, buka i debu, poddano dzialaniu grzybéw Merulius
lacrymans, Coniophora cerebella i Poria vaporaria w oddzielnych kolbach
Erlenmayera, Po trzech tygodniach prébki wyjeto, oczyszczono z grzybni



[11] Badaniac nad zastosowanizm barwnych reakcji 73

Tabela 6
Zabarwienie grzybni w zaleznosci od zawartosci cukru w pozywce

Barwa grzybni
Zawartodd £

. [
Elikosy gr:;ibui blekit czerwien oranz l zielen
W proeentach bromokrezolowy Kongo metylowy ] bromokrezolowa
Merulius lacrymans
0 3,8 19 10 11 14
0,5 3.6 19 13 11 14
1,0 3,6 19 13 11 14
3,0 4,0 17 10 5 14
5,0 4.2 17 10 5 14
8,0 4,2 17 10 5 14
10,0 4.2 17 10 5 14
Poria vaporaria
1] 4,0 17 10 5 14
0,5 44 17 12 5 15
1,0 4,6 17 12 5 15
3,0 4,8 17 12 5 15
5,0 5,0 17 i2 5 15
8,0 5,2 17 9 5 16
10,0 5,2 17 g 5 16
Coniophora cerebella
0 3,8 19 10 11 14
0,5 4,2 17 10 5 14
1,0 42 17 10 5 14
3.0 - 4.0 17 10 5 14
5,0 4,0 17 10 5 14
8,0 3,8 19 10 11 14
10,0 3,8 19 10 11 14

i umieszezono w wilgotnych kamerach. Na powierzchni probek rozwi-
nela sie bujnie grzybnia powierzchniowa, ktérej prébki poddawanoc na-
stepnie dzialaniu 4 barwnikéw stosujac po 5 powtdrzen. Uzyskane wy-
niki zebrano w tabeli 8. Stwierdzono, ze grzybnia pochodzaca z réznych
gatunkéw drewna zabarwia si¢ pod wplywem tego samego barwnika
w rozmaity sposob. ;

Wplyw Srodkéw grzybobdjeczych W praktyce majg miej-
sce przypadki rozwoju grzybéw na drewnie nasyconym stabymi roztwo-
rami $rodkéw grzybobéjczych.

W celu zbadania wplywu réinych koncentracji srodka grzybobéjezego
na zabarwienie grzybni réznymi barwnikami przygotowano serie préobek
z pozywka agarowo-brzeczkows, do ktérej dodano rézne ilogci fluorku
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Tabela 7
Zabarwienie grzybni w zaleznosci od pH pozywki
Barwa grzybni

pH pH

potywlki grzybni blekit bromo- czerwien oranz zielefi

krezolowy Kongo ' metylowy bromokrezolowa
Merulius lacrymaens
2 - s — == ——
3 3.4 19 13 11 2
4 3,6 19 13 11 14
5 3,8 19 13 11 14
6 4,0 17 10 5 14
7 4,0 17 10 5 14
8 4,0 17 10 5 14
9 = — P — —
Poria vaporaria
2 P —_ = . s
3 3,6 19 13 11 14
4 3,6 19 13 11 14
5 3,8 19 10 11 14
6 4,0 17 10 5 14
ki 4.2 17 10 5 14
8 4,2 17 10 5 14
9 — — S — —
Coniophora cerebella

2 St —_— R R 75
3 3,6 19 13 11 14
4 3,6 19 13 11 14
5 3.8 19 10 11 14
6 3,8 T 19 10 11 . 14
7 4.0 17 10 5 14
8 4,0 17 10 5 14
9 4,0 Co1T 10 5 14

sodu (NaF). Uzyskano w fen. sposob nastepujace stezenia fluorku sodu
w pozywece: 0 (stezenie kontrolne) — 0,02 — 0,04 — 0,06 — 0,08 —
— 0,00 — 0,12 — 0,14, Na pozywce zaszezepiono grzybnie Merulius
lacrymans, Poria vaporaria i Coniophora cerebella. Po 15 dniach wzrostu
przeprowadzono barwienie prébek pobranych z grzybni 4 barwnikami,
stosujge po 5 powtorzen. W tabeli 9 przedstawiono wyniki tylko dla tych
stezer fluorku sodu, przy ktorych wzrost grzybni jeszcze zachodzil. Wy-
niki wskazuja, ze grzybnia rozwijajaca sie na podlozu o roznej zawartosci
srodka grzybobojezego zabarwia sie pod wplywem tego samego barwnika
w rozmaity sposob.
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Tabela 8
Zabarwienie grzybni z réinych gatunkéw drewna
Barwa grzybni
Gatunek pH
drewna grzybni blekit bromo- czerwien orani zielef
Ekrezolowy Kongo metylowy bromokrezolowa
Merulius laerymans
Scsna 4.0 17 10 5 14
Swierk 4,2 17 10 5 14
Buk 3,8 19 10 11 14
Dab 3.4 19 13 11 2
Poria vaporaria
Sosna 3.4 19 13 11 2
Swierk 3.6 19 13 11 14
Buk 3.4 19 13 11 2
Dahk 3,2 12 13 8 2
Coniophora cerebella
Sosna 48 17 12 5 15
Swierk 4,4 17 12 5 15
Buk 3,6 19 13 11 14
Dab 34 19 13 11 2
Tabela 9

Zabarwienie grzybni w zaleinosci od stezenia Srodka grzybebéjezego w pozywee

Barwa grzybni
Stezenie fluorkn H
sodu w pozywee grzpy'bni blgkit bromo- czerwier oranz zielen
procent Lrezolowy Kongo metylowy bromokrezolowa
Merulius lacrymans
0 3,8 19 10 11 14
0,02 3.8 19 10 11 14
0,04 4,0 17 10 o 14
0,06 4,2 17 10 5 14
0,08 44 17 12 5 15
) Poria vaporaria
0 4,0 17 10 5 14
0,02 4,2 17 10 5 14
0,04 4,0 17 iz 5 15
Coniophora cerebella
0 3,6 19 13 11 14
0,02 3,8 19 10 11 14
0,04 3,8 19 10 11 14
0,06 4,0 17 10 5 14
0,08 4,2 17 10 5 14

0,10 44 17 12 5 15
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Wplyw temperatury wzrostu grzybni. Grzybnie Meru-

 lius lacrymans, Poria vaporaria i Coniophora cerebella hodowano w trzech

temperaturach 5, 20 i 30°C. Po 15 dniach przeprowadzono barwienie
probek czterema barwnikami, stosujac po 5 powtérzen.

Wyniki przedstawia tabela 10. Stwierdzono, ze temperatura wzrostu '
grzybni wywiera wplyw na jej zabarwienie wywolane tym samym
barwnikiem.

Tabela 10
Zabarwienie grzybni w zaleinoici od temperatury wzrostu
Barwa grzybni
Temperatura pH
wzrostn w °C grzybni blekit bromo- czerwief oranz nieled
krezolowy Kongo metylowy bromokrezolowa
Merulius lacrymans
5 5,2 17 9 b 16
20 4,8 17 12 5 15
30 3,8 19 10 11 14
Poria vaporaria
5 5,2 17 9 5 16
20 4.6 17 12 5 15
30 3,6 19 13 11 14
Coniophora cerebella
5 4.6 17 12 5 15
20 3,6 19 13 11 14
30 3.4 19 13 11 9

WYNIKI T WNIOSKI

Stwierdzono, ze barwniki strukturalne nie dajg zréznicowanego zabar-
‘wienia grzybni réznych gatunkéw, przydatnego do oznaczania.

Barwa, jakg przybierala grzybnia pod wplywem danego barwnika, za-
lezna byla od wartosci pH substancji komoérkowej i zmieniala sig zaleZnie
od szczepu grzyba, wieku grzybni, rodzaju pozywki, zawartosci cukru
w pozywee, pH pozywki, gatunku drewna, stezenie srodka grzybobodj-
czego W pozywcee oraz temperatury wzrostu. Opierajac si¢ na przepro-
wadzonych doéwiadczeniach mozna stwierdzi¢, ze metoda oznaczania
grzybéw niszezacych drewno przy pomocy barwnych reakcji nie daje
pewnych wynikéw. Moze ona znalezé zastosowanie jako metoda uzupel-
niajgca przy innych sposcbach oznaczania gatunkéw grzybow.

Z Zalkladu Fitopatologii Leénej i Konserwacji Drewna Szkoly Glownej Gospo-
darstwa Wiejskiego w Warszawie.

Praeq wplynela do Komitetu Redakeyjnego 8 wrzesnia 1960 .
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HCCJIEDOBAHUS T10 [TPUMEHEHMUIO LIBETHBIX PEAKLIMI
I ONPEAEJEHMSA HEPEBOPA3PVIIAIOIIUX TPHUBOB

Kpartkoe conepxanne

Bblau npoBenieisl uccnegosanus mo BO3MOJKHOCTH IDHMEHEHHs] MeToja
UBCTHLIX DEAaKUHH 1N ONpeJeJeHHs BEreTATHBHON CcTajuu lepesopaspyina-
10IHAX rpHOOB, PEKOMEHAYEMOr0 HEKOTOPLIMHU y4enbIMH. Koncratuposaro, uto
CTPYKTYPHBLIE KDACHTeJH He Aal0T LH(QepeHnupoBaHHOMR OKDACKH MHIIEJIHS
Pa3IHYHEIX BHAOB MPHFOAHOH IS HX ONpeje/cHHS.

[Tonoxutenbusle pesyabTaThl GbLTH NOy9eHbl NPH HPHMEHEHHWH KpacH-
Teel-MHAHKATOPOB pH, HO IHIIb B Mpefenax ix nedcreus. Okpacka, KoTo-
PYIO mpHOGPETaN MHUENHH NOA BIHSHHEM IAHHOrO KpacuTensd, 3aBHCeIa OT
BCIHYHHBI PH KJICTOYHOTO BElNecTBA M M3MEHSJIACh B 3ABHCHMOCTH OT mTam-
Ma rpuba, Bo3pacTa MULeJHS, POAA MHTATENBHOMN Cpe/ibl, coflepKaHus caxapa
8 cpefe, pH cpeibl, BHIa [PEBECHHHI, KOHIEHTpauuH (yHrucuza B cpege
H TeMIepaTypsl pocra.

OGocHOBBIBARCE HA NPOBEJEHHBIX OMBITAX MOXKHO KOHCT4ATHPOBATh, 4TO
CHpeaeJ/ienyue JepeBOpas3pyllalHX TPHOGOB METONOM IBETHBIX peakuuii He
A4ET HANEKHBIX pesyJbTaToB. OH MOXET HAHTH NPHMEHEHHe KaK IONOJHH-
TEJIBHEIH METOZ NPH ADYTHX COCOGAaX ONpeseNeHHs BHIOB rpHOOB,
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UNTERSUCHUNGEN UBER DIE ANWENDUNG FARBIGER
REAKTIONEN ZUR BESTIMMUNG HOLZZERSTORENDER PILZE

Zusammenfassung

Es wurden Untersuchungen durchgefihrt, ob die Methode farbiger
Reaktionen, die von manchen Forschern empfohlen wird, sich zur Be-
stimmung vegetativen Stadiums holzzerstérender Pilze anwenden lasst.
Man hat festgestellt, dass Struktur-Farbstoffe keine unterschiedliche Far-
bung dem Myzel verschiedener Pilzarten geben, die zu ihrer Bestim-
mung brauchbar wére.

Positive Ergebnisse hat man bei Verwendung von Farbstoff-Anzeigern
des pH-Wertes erzielt, aber nur im Bereich ihrer Wirkung. Farbe, die
das Myzel unter dem Einfluss gegebenen Farbstoffes annahm, war also
vom pH-Wert der Zellsubstanz abhingig und verénderte sich je nach
dem Pilzstamme, dem Myzelalter, der Art des Nihrsubstrats, dem
Zuckergehalt im Substrat, dem ph-Wert des Substrats, der Holzart, der
Fungizid-Konzentration im Substrat und der Wuchstemperatur.

Auf Grund der durchgefilhrten Versuche kann man feststellen, dass
die Methode zur Bestimmung holzzerstérender Pilze mittels farbiger
Reaktionen keine zuverlissigen Ergebnisse gibt. Sie kann nur als eine
erginzende Methode bei Bestimmung von Pilzarten nach anderen Ver-
fahren verwendet werden.



