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ACTA FACULTATIS RERUM NATURALIUM UNIVERSITATIS COMENIANAE
TOM. X. FASC. II. ~BOTANICA XIill. 1965

Ein Beitrag zum Studium der Verhiiltnisse zwischen der Konzentration,
der Wirkungsdauer und dem biologischen Effekt der Antifungalstoffe

M. ZEMANOVA

Die Tatsache, dass die Tiefe der Zerstérung der Mikrobenzelle die Funktion
der Konzentration des toxischen Stoffes und dessen Wirkungsdauer darstellt, ist
allgemein bekannt. In diesem Beitrag handelt es sich um die Charakteristik der
erwihnten Erscheinung bei konkreten Stoffen, die von Vertretern bekannter Fungizide
und Isothiocyansaureester dargestellt werden.

Wie es aus den Resultaten der vorhergehenden Arbeiten hervorgeht (4, 5), ver-
hindert der Grossteil der beobachteten Antifungalstoffe in relativ niedrigen Konzen-
trationen (gew6hnlich unter 0,05 %) voll das Wachstum der ausgewihlten Vertreter
der Pilze, einschliesslich der Hefen, auf den entsprechenden Kultivationsnahrbdden.
Diese Kenntnisse jedoch gelten in dem Falle, wenn der Antifungalstoff im Kulti-
vationsmedium stindig anwesend ist. Es entsteht die Frage, was fiir eine Konzen-
tration notwendig wire, um in einem verhdltnismissig kurzen Zeitraum die Mikro-
organismen zu tdten oder wenigstens deren Wachstum zu verhindern, resp. wie
lange Zeit zum Erzielen dieses Effektes bei der Konzentration eines Stoffes not-
wendig ist, dessen Anwesenheit im Boden voll das Wachstum der Pilze verhindert
(Grenzinhibitionskonzentration).

Die Losung der erwiahnten Probleme bringt nicht nur vom theoretischen Stand-
punkt aus interessante Kenntnisse, sondern sie ist auch von praktischem Wert. Vom
Standpunkt der Ausniitzung gesehen ist es manchmal sehr notwendig, dass der
Fungizid eine rasche Liquidation der Pilzschadlinge herbeifiihrt. Dies gilt z. B. fiir
die Volatilfungizide, die zum vorlaufigen Schutz fertiger Erzeugnisse geeignet sind,
sowie fiir jene Fungizide, die beim Schutz schnell und massiv schimmelnder Materia-
lien gebraucht werden, als auch fiir Fungizide, die zum Schutz der Pflanzen vor .
einigen phytopathogenen Pilzen bestimmt sind.

Materialien und Methoden

Die Versuchsorganismen. In der Arbeit wurde der Aspergillus niger beniitzt, ein wichtiger
Schidling vieler Materialien, dessen Kultur aus der Sammlung des Biologischen Instituts der
Tschechoslowakischen Akademie der Wissenschaften in Prag stammt, und der Hefeorganismus



Candida albicans Pn 10, bei dem die Beeinflussung der Vermehrung leicht kontrolierbar ist (1).
Diese Kultur stammt aus der Sammlung des Lehrstuhls fiir technische Mikrobiologie und Bio-
chemie der Slowakischen technischen Hochschule in Bratislava. Beide Mikroorganismen wurden
auf schrigem Malz—Agar geziichtet.

Die Antifungalstoffe. Aus der Gruppe der organischen Quecksilberfungizide wurde Phenyl-
mercuriacetat (benlitzte Abkiirzung FMA) beobachtet, von den kupferhaltigen Fungiziden 8-Oxy-
chinolat des Kupfers (Cu-8-OX), von den Phenolfungiziden 2,4,5-Trichlorphenylacetat (TCIFA),
Pentachlorphenol (PCIF), o-Phenylphenol (OFF), p-Nitrophenol (PNF) und 3-Naphthol (3-NAF),
und aus der Gruppe der Isothiocyansdureester Allyl- (Al), Phenyl- (FI), p-Bromphenyl- (PBFI)
und a-Naphthylisothiocyansdureester (z-NI). Die Isothiocyansdureester wurden am Lehrstuhl fiir
organische Chemic der Slowakischen technischen Hochschule in Bratislava synthgtisiert, PCIF,
OFF und B-NAF wurden in Chemikalienhandlung besorgt, die iibrigen Fungizide kommen aus
dem Forschungsinstitut fiir agrochemische Technologie in Bratislava.

Vorgehen I. In Reagenzgldser von einer Grosse von 12 x 90 mm, in denen sich je 3 ml steriler
physiologischer Ldsung befanden, wurden je 0,05 ml der in Diithylenglykol oder Athanol auf-
geldsten Antifungalstoffe (bei den Kontrollen 0,05 ml reines Losungsmittels) und 2 ml Sporen-
suspension, keimender Sporen oder Myzels des Aspergillus niger beigefiigt. Die Resultate der
Molarkonzentration der Stoffe sind in Tabelle 1 angefiihrt. Alle Antifungalstoffe wurden in der
Konzentration 7,5 . 10-* Mol/1 und einige auch in anderen Konzentrationen gepriift. Die Sporen
des A. niger wurden aus einer 8-tigigen Kultur auf Malz—Agar genommen. Nachdem sie in
physiologischer Losung durchgeschwemmt, zentrifugiert und in reiner physiologischer Ldsung
resuspendiert wurden, fiigte man sie in der Menge von 100 Millionen zu dem Inhalt der Reagenz-
gldser bei. Die keimenden Sporen wurden durch [2-stiindige Kultivation im Wickerham-Nihr-
boden (2) auf einem rotierenden Schiittelapparat bei einer Temperatur von 30 °C gewonnen. Nach
deren Durchschwemmung und Suspendierung in physiologischer Lésung wurden sie in einer Menge
von 75 Millionen auf den Inhalt eines jeden Reagenzglases (cca 12 ¢/ der Sporen waren aufgekeimt,
cca 30 9% aufgequollen) zugefiigt. Das Myzel wurde durch die in physiologischer Losung durch-
gefithrte Schwemmung und Suspendierung einer 22-stiindigen Kultur des A. niger aus der Schiittel-
kultivation auf Wickerham-Ndhrboden gewonnen. Die auf ein Reagenzglas entfallende Trocken-
substanz des Inoculums war 10 mg. Die Reagenzgliser wurden mit sterilen Gummipfropfen ver-
schlossen und in horizontaler Lage auf eine Reziprok-Schiittelmaschine gelegt, so daB der Inhalt
gut vermischt wurde. Die Temperatur bei der Pridinkubation war 30 °C. Nach 2, 10 und 24 Stunden
weiter nach 2, 3, 4, 6, 8, 10, 12 und 14 Tagen der Priinkubation des A. niger mit den Antifungal-
stoffen wurden aus den Reagenzglidsern je 0,1 ml in Erlenmeyer-Kolben von einer Grosse von
100 ml versetzt, in denen sich je 20 ml Czapek-Dox-Nihriésung befand, und es wurde beobachtet,
ob es zu einem Wachstum des A. niger (Inkubation bei 27 °C) kommt. Nach der Versetzung der
angefithrten Menge in den Nihrbo len der Kolben wurden die Antifungalstoffe cca 200-mal ver-
diinnt, in keinem Fall wurde im Nihrboden die statische Inhibitionskonzentration des Antifungal-
stoffes erreicht.

Vorgehen II. In L-formigen Reagenzgliser, die mit einem MetallverschluB geschlossen waren
und je 9 ml steriler physiologischer Losung enthielten, wurden je 0,1 ml der Losungen der Anti-
fungalstoffe in Athanol (in die Kontrollreagenzglidser kam dieselbe Menge reines Athanols) bei-
gefilgt und danach je 1 ml der suspendierten Candida albicans-Zellen. Die Zellen wurden aus
einer 48-stiindigen statischen Kultur in dem Nahrboden Vita durch Zentrifugation, Schwemmung
und Resuspendierung in physiologischer Lésung erhalten. Die resultierende Zellenkonzentration
in den Reagenzgldsern war 5,5 Mill./ml. Von den Antifungalstoffen wurde PBFI und «-NI in der
resultiecrenden Konzentration 1,5.10-2 Mol/l und 7,5.10-* Mol/1 gepriift. Die Reagenzgliser
wurden bei einer Temperatur von 30 °C auf der Reziprok-Schiittelmaschine geschiittelt. Nach
1, 5, 24 und 48 Stunden der Priinkubation der C. albicans-Zellen mit den Antifungalstoffen
wurden aus diesen Reagenzglisern je 0,05 ml in KPG-Proberohrchen ‘von einer Grosse von
9% 150 mm versetzt, in denen je 5 ml steriles Nihrbodens Vita (synthetischer Ndhrboden mit
6 Vitaminen, Quelle des Kohlistoffes ist Glucose, des Stickstoffes Ammoniumsulfat) (1) war. In
jedem Reagenzglas befanden sich BCG-Metdllkiigelchen, die zum gleichmissigen Aufschiitteln
der Sedimente der Hefen beim Messen der Triibungsintensitit dienten. Nach der Versetzung der
C. albicans-Zellen in die Niéhrboden der Reagenzgliser wurden die Antifungalstoffe hundertfach
verdiinnt. Die Kultivation fand bei 27 °C statt und die Vermehrung der C. albicans wurde mit
Hilfe Lange-Photokolorimeters, Modell VII, mit einer adaptierten Einlage fiir die KPG-Probe-
réhrchen beobachtet. Die Intensitéit der Triibung wurde mit Werten der Extinktion charakterisiert,
die zur Konstruktion der Wachstumskurven dienten.

Paralell mit diesem Versuch wurde ein anderer begonnen, bei dem die Vermehrung der C.
albicans in KPG-Proberdrchen in dem Boden Vita bei der Anwesenheit von Antifungalstoffen mit
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einer resultierenden Konzentration von 1,5.10-3%, 7,5.10-%, 7,5.10-* und 7,5.10-¢ Mol/1 fest-
gestellt wurde. Als Inoculum wurde eine Suspension von C. albicans-Zellen beniitzt, die
5,5 Millionen Zellen/ml enthielt. Die Intensitit der Triibung wurde photokolorimetrisch fest-
gestellt und die entsprechenden Wachstumskurven konstruiert.

Resultate

Die Bedeutung der Dauer der Priinkubation der Sporen, der keimenden Sporen
und des Myzels von Aspergillus niger mit Antifungalstoffen, als auch die Bedeutung
der Konzentration des zur Priinkubation beniitzten Antifungalstoffes ist aus den in
Tabelle 1 zusammengefassten Resultaten klar ersichtlich. In der letzten Kolonne
der Tabelle sind zum Vergleich auch die 1D,.,-Werte angefiihrt, d. h. die nie-
drigsten molaren Konzentrationen der Stoffe, die zur vollkommenen Inhibition
geniigen, falls sie direkt den Kultivationsboden beigefiigt werden (die fliissige
Czapek-Dox-Losung, geimpft mit einem Homogenat des Myzels und der Sporen
des A. niger; das Resultat wurde nach Ablauf von 14, resp. 7 Tagen der Kulti-
vation abgeziihlt).

Die durch die Beeinflussung des Wachstums des Hefeorganismus Candida albicans
durch Priinkubation mit Antifungalstoffen erzielten Resultate sind aus den Wachs-
tumskurven aus Abbildung 1 und 2 ersichtlich. Abbildung 1 zeigt die Wachstums-
kurven der C. albicans nach verschieden langer Priinkubation mit p-Bromphenyl-
isothiocyansaureester. In dem letzten Diagramm sind die Wachstumskurven aus dem
Versuch, in dem der Antifungalstoff direkt in den Kultivationsboden beigefiigt
wurde. Auf Abbildung 2 sind die Resultate aus dhnlichen Versuchen mit a-Naphthyl-
isothiocyansiureester.

Diskussion und Schlussfolgerungen

Aus den angefiihrten Versuchen, die auf die Demonstration der wechselseitigen
Beziehungen zwischen der Konzentration, der Wirkungszeit und dem biologischen
Effekt ausgewahlter Antifungalstoffe auf Pilze, einschliesslich der Hefeorganismen,
eingestellt waren, kann man einige zu erwartende Schlussfolgerungen ziehen. Sie
héngen hauptsichlich mit dem Vergleich der Empfindlichkeit auf die gepriiften
Stoffe zwischen den Sporen, den keimenden Sporen und dem Myzel des Aspergillus
niger. Bei einer gewissen Konzentration des Stoffes fordert die Inaktivation der
Sporen die lingste Wirkungszeit, als mittel-empfindlich erwiesen sich die keimenden
Sporen. Die keimenden Sporen sind dabei weniger empfindlich als das Myzel. Diese
Tatsache konnte auch dadurch verursacht sein, dass in dem Inoculum der keinienden
Sporen auch nichtkeimende Sporen anwesend waren.

Um eine schnelle Fungizidwirkung zu erreichen, ist beim Grossteil der gepriiften
Antifungalstoffe eine hohe Konzentration notwendig, und zwar auch eine zehn- bis
hundertfache Konzentration von jener, die beim stindigen Kontakt fiir die Unter-
driickung des Wachstums des Pilzes notwendig ist. So z. B. unterdriickt Pentachlor-
phenol und Trichlorphenylacetat das Wachstum des A. niger im Czapek-Dox-Nahr-
18sung bereits bei einer Konzentration von 7,5 . 10~® Mol/l, um jedoch einen Fungizid-
effekt zu erreichen geniigt nich einmal eine 14-tigige Prainkubation bei hundertfach
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erh8hter Konzentration. Bei 8-Oxychinolat des Kupfers blieb die zwanzigfache
Konzentration vollkommen ohne Effekt. Nur Phenylmercuriacetat, der mit seiner
Antifungalaktivitit im Nahrboden beilaufig dem Pentachlorphenol gleicht, inakti-
vierte bei hundertfacher Konzentration sehr schnell die Sporen, die keimenden
Sporen und das Myzel von A. niger. Bei einer zehnfachen Konzentration musste die
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Abbildung 1. Wachstumskurven der Candida albicans im N#hrboden Vita nach einer voraus-

gehenden 1, 5 und 24-stilndigen Prdinkubation mit p-Bromphenylisothiocyansureester. Auf dem

letzten Diagramm sind die Wachstumskurven der C. albicans im N#hrboden Vita mit beigefiigten

p-Bromphenylisothiocyansfiureester. Konzentrationen: 1...1,5. 10~ Mol/1, 2...7,5. 10~¢ Mol/1,
3...7,5.10° Mol/1, 4...7,5.10-* Mol/1.



Wirkungszeit auf 24 Stunden verldngert werden, um die Inaktivierung der Sporen zu
erreichen. Auch aus der Praxis ist der Phenylmercuriacetat als guter tilgender Anti-
fungalstoff mit rascher Wirkung bekannt. Damit hingt auch seine Beniitzung im
Obstbau beim Kampf gegen die Schidlinge der Gattung Fusicladium zusammen,
besonders dann, wenn es bereits zu einer Infektion der Biume gekommen war (3).

Die anderen gepriiften Verbindungen, die wir zu den mittelstarken Antifungal-
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Abbildung 2. Wachstumskurven der Candida albicans im Néhrboden Vita nach einet voraus-

gehenden 1, 5 und 24-stiindigen Prdinkubation mit a-Naphthyhsothlocya.nsEumester Auf dem

letzten Dlagramm sind die Wachstumskurven der C. albicans im Nihrboden Vita mit bemefﬂgtem
a-Naphthylisothiocyansiureester. Konzentrationen wie bei Abb. 1.



Tabelle 1

EinfluB verschiedener Dauer der Prdinkubation des A. niger mit Antifungalstoffen mit Konzentra-
tionen von 7,5 . 10~¢ Mol/1 und weiteren auf deren Uberleben. Die geprobten Priinkubationsdauern:
2, 10 und 24 Stunden, 2, 3, 4, 6, 8, 10, 12 und 14 Tage.

Minimale Prﬁinkub‘ationsda_uer. die zum [
Sicif Konzentration Toten des A: flger geniigend ist IDyop
(Mol/1. 10-%) | Kéimende (Mol/1.10%)*)
Sporen | Sporen Myzel
75 = 28t | zas = 28t
FMA = | 7,5 2458t | = — 0,75
0,75 > 14 Tg. — —
Cu-8-0X 75 > 14 Tg. > 14 Tg. > 14 Tg. 3,75
TCIFA 75 >14Tg. | > 14Tg > 14 Tg. 0,75
PCIF 75 > 14 Tg. > 14 Tg. > 14 Tg. 0,75
OFF 150 > 14 Tg. — — 37,5
75 > 14 Tg. > 14 Tg. > 14 Tg.
PNF 150 > 14 Tg. — — 75
75 > 14 Tg. > 14 Tg. 2Tg.
B-NAF 150 > 14 Tg. —_ — 75
75 > 14 Tg. > 14 Tg. > 14 Tg.
PBFI 150 > 14 Tg. o — — 37,5
75 > 14 Tg. > 14 Tg. > 14 Tg.
NI 300 > 14Tg. | — — 75
75 > 14 Tg. > 14 Tg. > 14 Tg.
F1 1200 6Tg. — 2Tg.
600 12 Tg. —_ 6 Tg.
300 > 14 Tg. — 12 Tg. 150 (75)
150 > 14 Tg. —_ > 14 Tg.
75 > 14 Tg. > 14 Tg. > 14 Tg.
Al . 600 10 Tg. — —
300 12 Tg. — — 300 (75)
75 14Tg. - 3Tg. 2Tg.

*) Minimale Inhibitionskonzentration des Stoffes im fliissigen Czapak-Dox-Nidhrboden nach
. einer 14-tdgigen Kultivation. Die Angaben in Klammern reprisentieren die 1D,o-Werte nach
einer 7-tigigen Kultivation. Dort, wo die Konzentration nich angefiihrt ist, ist siec mit dem Wert,
der nach 14 Tagen erreicht wurde, gleich (4, 5).

> ... auch die angefiihrte Zeit geniigt nicht,

2 ... die angefiihrte Zeit geniigt, ev. auch eine kiirzere (wurde nicht erprobt),

— ... wurde nicht erprobt.



stoffen zdhlen, inaktivierten bei den gebrauchten Konzentrationen das Wachstum
des A. niger nicht (hohere Konzentrationen konnten wegen der schlechten Loslichkeit
nicht erprobt werden). Eine Ausnahme bildet p-Nitrophenol, der nach einer 2-stiindi-
gen Priinkubation das Myzel inaktivierte, dies bei einer Konzentration, die, wenn
sie direkt im Kultivationsboden anwesend ist, der Grenzinhibitionskonzentration
gleicht. Die Sporen wurden unter diesen Bedingungen nicht inaktiviert.

Von den gepriiften Derivaten der Isothiocyansiureester wurde auch bei einer
14-tagigen Prainkubation der Sporen des A. niger bei einer 300-fachen Konzentration
des a-Naphthylisothiocyansaureesters und einer 150-fachen Konzentration des
p-Bromphenylisothiocyansaureesters keine Wirkung erreicht. Die fliissigen und mit
Wasser leicht zu vermischenden Derivate, wie Allyl- und Phenylisothiocyansaure-
ester, ermoglichten auch die Priifung der Wirkung bei sehr hohen Konzentrationen.
Allylisothiocyansaureester inaktivierte die Sporen des A. niger in 14 Tagen, die
keimenden Sporen in 3 Tagen und das Myzel in 2 Tagen, wenn zur Prédinkubation
die Konzentration 7,5. 10~* Mol/l beniitzt wurde. Diese Konzentration bremst im
Niahrboden das Wachstum des A4. niger bis zum siebenten Tag der Kultivation, am
14. Tag jedoch wird bereits ein Wachstum festgestellt. Das Wachstum entsteht
_ wahrscheinlich deshalb, weil der Allylisothiocyansiureester aus dem mit einem
Wattepfropfen verschlossenen Kultivationskolben verdampft. Bei dem Versuch mit
der Prainkubation wurde das Absinken der Konzentration auf diese Weise dadurch
verhindert, dass zum Verschliessen Gummipfropfen beniitzt wurden. Bei der Er-
hohung der Konzentration des zur Priainkubation beniitzten Allylisothiocyansiure-
esters sinkt dic Wirkungszeit ab, die zur Inaktivation der Sporen notwendig ist. Der
Phenylisothiocyansiureester erwies sich in diesen Versuchen als weniger wirksam
als der Allylisothiocyansaureester.

Die bei den einzelnen Antifungalstoffen erzielten Resultate miissen auch mit der
relativ niedrigen Loslichkeit mancher Stoffe im Wasser in Zusammenhang gebracht
werden. Ferner konnen die Resultate der langdauernden Versuche durch die niedrige
Stabilitat in dem Wassermilieu oder durch das Ausdampfen mancher Antifungalstoffe
beeinflusst werden, was ein Absinken der Konzentration in der Umgebung zur
Folge hat.

Aus unseren Versuchen geht hervor, dass die ID,q-Werte, mit denen wir
gewohnlich die Antifungalwirkung der Stoffe charakterisieren, die niedrigsten
Konzentrationen darstellen, die unter den-gegebenen Bedingungen zum fungistati-
schen Effekt geniigen. Ein fungizider Effekt binnen kurzer Zeit kann nur mit wesent-
lich hoheren Konzentrationen erreicht werden. Zur genaueren Charakterisation
der Antifungalstoffe wire es daher notwendig, den Angaben iiber die ID,q,-Werte
noch Angaben iiber die fungizide Wirkung des Stoffes beizufiigen.

Die Versuche mit dem Hefeorganismus Candida albicans erméglichen nicht nur
die Feststellung der zur 100%-igen Inaktivation notwendigen Konzentration und
der Prainkubationszeit, sondern ermdglichen auch die Beobachtung des Verlaufs
der Vermehrung nach einer Prainkubation, bei der es nicht zur Tétung aller Zellen
kam. Die teilweise Beschiadigung der Zellen des Inoculums oder das Absinken der
Zahl der vermehrungsfahigen Zellen wird am Verlauf der Vermehrung sichtbar, was
mit Hilfe von Wachstumskurven leicht zu beobachten ist.

In den Versuchen mit p-Bromphenylisothiocyanséareester sehen wir, dass die
Wachstumskurve der C. albicans nach einer einstiindigen Priinkubation mit diesem
Stoff bei der Konzentration 7,5. 104 Mol/l fast gleich mit der Wachstumskurve
jener Kultur ist, die bei der Anwesenheit des p-Bromphenylisothiocyansiureesters
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von einer Konzentration von 7,5. 10-¢ Mol/l wichst, d. h. bei einer hundertfach
niedrigeren Konzentration. Es kann angenommen werden, dass auch die Beschadi-
gung beider Kulturen dhnlich sein wird. Eine einstiindige Prainkubation bei der
Konzentration 1,5.10-2 Mol/l verursachte nur eine deutliche Verlingerung der
lag — Phase, sonst jedoch anderte sich der Charakter der Vermehrung nicht: es
verinderte sich weder die exponentielle Wachstumsgeschwindigkeit, noch die
resulticrende Zellenanzahl. Nach einer 5-stiindigen Prainkubation bei einer Kon-
zentration von 1,5.10-2 Mol/l entstand kein Wachstum mehr und nach einer
24-stiindigen Prainkubation auch bei der Konzentration 7,5 . 10— Mol/l beobachteten
wir keine Vermehrung.

Bei dem a-Naphthylisothiocyansdureester wurde auch bei einer 48-stiindigen
Priinkubation mit der Konzentration 1,5 . 10-® Mol/l keine volle Inhibition erreicht.
Die Konzentration 7,5 . 10~* Mol/l beeinflusste die Vermehrung der C. albicans nur
sehr schwach. Dieser Derivat ist weniger wirksam als der p-Bromphenylisothiocy-
anséureester, was sich sowohl bei einem langdauernden Kontakt, als auch bei der
Préinkutation erweist. - .

Die Resultate aus den Vesuchen mit der Candida albicans zeigen, dass die Hefe-
organismen ein sehr vorteilhaftes Objekt zur tieferen Ldsung dieser Problematik sein
kdnnen.
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Prispevok k. itiin vefalie: medzi koncentriciou, dobou pdsobenia a biologick§m efektom
antifangélnych Hitok .

Zhrnutie

Skiumal sa vplyv-réznej doby predinkubdcie spér, nakliSenych spér a mycélia Aspergillus niger
» 8 jedendstimi antifungdlnymi latkami v rznej koncentrécii na dosiahnutie cidneho efektu. Vysledky
sa porovnévaju 8 vysledkami, ziskanymi v inhibi¢nych pokusoch, v ktorych sa antifungéine latky
priddvali do kultivainej pody.
ej sa skumal vplyv rdznej doby predinkubédcie buniek Candida albicans s dvoma anti-
fungdlnymi ldtkami na priebeh rozmnoZovania sledovaného pomocou rastovych kriviek.



K m8yueHHIO OTHOmMCHHil Mey KOHUeHTpaumeli, BpemeHN BO3RelCTBAA'H GHOIOrAYCCKEM
apperToM aHTRPYHRTANLHEBLIX BENECTB

M. 3emaHoBa

Pe3ome

Ha6moaanocs BIASHKE Pa3IHYHO JUTHHHON NMPEHHKYOALMH CIIOp, MPO3AGAIOUIMX CIIOP K MHLUEISA
Aspergillus niger ¢ 11 aHTHOYHra/IbHbIMM BElLECTBAMHM Pa3IMYHOM KOHLICHTPALMH Ha NOCTIDKCHHMO
MHAKTHBALMH. Pe3ynbTaThl ObUTM CpaBHEHBI C Pe3yNbTATAMH HHIHOMLIMOHHBLIX 3KCIIEPHMEHTOB,
BO BpeMsl KOTOpbIX NMpubaBieHo aHTHGYHra/IbHble BELIECTBA OO NMHTATEJIBHOM Cpeabl.

Jlanee HaGniomanoch BAMSHME pPa3IMYHO MTMHHOM npeuHkybGaimu knerox Candida albicans
ABYMS aHTHOYH/IbHLIMH BELIECTBAMH HA XOI YMHOXEHHS, MPH MOMOILLUM KPHBBIX pOCTa.

Zusammenfassung

Es wurde der EinfluB einer verschieden langen Prdinkubation der Sporen, der keimenden Sporen
und des Myzels des Aspergillus niger mit elf Antifungalstoffe verschiedener Konzentration auf die
Erreichung der Inaktivation beobachtet. Die Resultate werden mit Resultaten aus den Inhibitions-
versuchen verglichen, in denen die Antifungalstoffe in den Kultivationsndhrboden beigefiigt wurden.

Ferner wurde der EinfluB einer verschieden langen Prilinkubation der Zellen der Candida
albicans mit zwei Antifungalstoffen auf den Verlauf der Vermehrung mit Hilfe von Wachstums-
kurven beobachtet.
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ACTA FACULTATIS RERUM NATURALIUM UNIVERSITATIS COMENIANAE
TOM. X. FASC. II. BOTANICA XIIl. 1965

Eine mikrobiologische Methode zur Beurteilung der Stabilitiit
der Antifungalstoffe im Wassermilieu

M. ZEMANOVA

Eines der wichtigsten Kriterien fiir die Brauchbarkeit der Antifungalstoffe in der
Praxis, z. B. beim Schutz der Materialien von Schimmelpilzbefall, ist ihre Bestdndig-
keit im Wassermilieu. Die Zerlegung der Stoffe im Wasser kann selbstverstindlich
auch mit Hilfe chemischer analytischer Methoden beobachtet werden. In unserem
Fall, da wir diese Eigenschaft bei einer ganzen Serie von Antifungalstoffen bewerteten,
wire diese Aufgabe schwer zu bewiltigen gewesen, und deswegen haben wir uns
eine einfache Methode, die auf mikrobiologischem Prinzip beruht, ausgearbeitet.
Der Vorteil dieser anderen Weise der Beurteilung der Stabilitiat der Antifungalstoffe
besteht auch darin, dass die alternativen Zerlegungsprodukte, die eine antifungale
Wirkung haben, mit chemischen Methoden nicht festgestellt werden.

Als Wassermilieu wurde direkt Czapek-Dox-Nihrlésung beniitzt, die & 20 ml
in Erlenmeyer-Kolben von einem Inhalt von 100 ml gefiillt und sterilisiert wurde.
Von den beobachteten Antifungalstoffen wurden ,,Grundlosungen‘ von mehreren
Konzentrationen zubereitet (als Losungsmittel wurde Diathylenglykol, resp. Athanol
beniitzt), und im Verhiltnis von 1 : 100 in den Nihrboden beigefiigt, d. h. 0,2 ml
auf einen Kolben. Die Stoffe wurden in diesem Wassermilieu eine gewisse Zeit
exponiert (3, 14, 21, und 40 Tage). Da uns auch der Einfluss der Expositionstempe-
ratur auf die Stabilitit der Stoffe interessierte, liessen wir die eine Serie der so vor-
bereiteten Kolben bei der Temperatur im Laboratorium (18—20 °C) exponieren,
und die andere Serie bei 37 °C. Nach der Exposition wurde der Nahrboden in den
Kolben mit einem Homogenat der aussporulierten Haut des Aspergillus niger geimpft
(14-tagige Kultur aus der statischen Kultivation auf Czapek-Dox-Nahrlosung, mit
Hilfe des Turmix in physiologischer Lésung homogenisiert, Trockensubstanz des
Inoculums 2,8 mg pro Kolben). Die Kontrollkolben wurden ohne der voraus-
gehenden Exposition (in Tabelle | mit 0-Expositionstagen gekennzeichnet) geimpft.
Alle geimpften Kolben wurden bei einer Temperatur von 27 °C inkubiert und in
einigen Intervallen (5, 10 und 14 Tage) wurde das Wachstum des A. niger in den
einzelnen Kolben bewertet.

Auf die beschriebene Weise bewerteten wir die Stablhtat einer grosseren Anzahl
bekannter als auch neuer Antifungalstoffe (1). An dieser Stelle werden als Beispiel
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Tabelle 1

Die Stabilitit der Antifungalstofie im Wassermilieu (Czapek-Dox-Ndhrboden), die nach der
derung der Grenzinhibitionskonzentration fiir Aspergillus niger beurteilt wurde.*)

Antifungalstoff

Resultierende

Konzentration

im Néhrboden
Mol/1 . 10-®

Expositionszeit
in Tagen

Exposition bei der Temperatur

im Laboratorium |

37°C

Wachstum von A. niger in Tagen

5

10 14 ] s | 10 ]

Phenylmer-
curiacetat

3,75

14
21

1
i
!

Frrtl
FErnd
LT
LT
P

0,75

X X X
X X X

X X X
X X X

X X X
X X X

o
X
x
X
X
X
x

0,375

X

X
X
X
X
X
X
X

8-Oxychinolat
des Kupfers

3,75

L
P
N
LT
P

0,75

X
X
X
X
X
X
X

2, 4, 5-Trichlor-
phenylacetat

7,5

i
L
L
Frrn
FETd

3,75

FHit
FEET
x| 11|
|11
Pl

0,75

X
X
X
X
X
X

X X X
X X X
X X X

X X X
X X X
X X X

X X X
X X X
X X X

FETn
T

0,375

I

X
X
X
X
X
X
X

p-Nitrophenol

75

31,5

X X X

X
X
X

XXX[XXX|XXX
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Fortsetzung d.Tab. 1

. Exposition bei der Temperatur !
Raultlenn_de . = -
Antifungalstoff :r(norlllz;;::?::iz: Exli)nos_;_t;:::zelt im Laboratorium I .37 C
Mol/l. 10~ | Wachstum vorf’ A. niger in Tagen
5 | 10| 14 ] 5 10 | 14
Tetramethyl- 300 0 —_ — — — -— —
thiuram- 3 — —_ — — — —
disulfid 14 —_ _— —_ — — —_
21 - - — — _— —
40 — = o — — —
150 0 — e s — — —
3 — _ — — —_ —
14 —_ — — — — —
21 — —_ — XX [ XX X|XXX
40 — —_ — XX X|XXX|XXX
.15 0 — X X X —_ X X
2-Mercapto- 300 0 —_ — —_ —_ — —
-benzthiazol 3 — — — — — —
14 — —_ —_ — — —
21 —_— — — — — —_
40 — S . — - —
150 0 — — —_— — - —_
3 — — —_ — — —
14 — —_ — XX | XX | xx
21 — — = XX | XX [XXX
40 — X XX | XX | XXX]|XXX
75 _ 0 —_ —_ X —_ — X
"Phenylisothic- =600 0 —_ —_ —_ —_ — —_
cyansdureester 3 X X X X X X X X X X
14 XX [ XX | XX XX | XX | XX
21 XX | XX | XX [XXX[XXX[|XXX
40 XX XX XX|IXXX[XXX[XXX[|XXX
300 0 — = — — — —_
3 XX XXX X[XXX[XXX|XXX|XXX
14 XX X[XXXIXXX[XXX[XXX]|XXX
21 XX XXX XIXXX|XXX[XXX[XXX
40 XX X|IXXX|XXX[XXX[XXX|XXX
150 0 — = oa = — e
3 XX X|IXXXIXXX|XXX[XXX|XXX
14 XX XXX X[XXX[XXX|XXX|XXX
21 XX XX XX[XXX[XXX|XXX|XXX
40 XX XXX X[XXX[XXX|XXX|XXX
75 0 — XX [ XXX| — XX | XXX

Die Bewertung des Wachstums:
— ... kein Wachstum,
X ... schwaches Wachstum,
X X ... mittelstarkes Wachstum, -
X X X ...starkes Wachstum.
*) Als Grenzinhibitionskonzentration bezeichnen wir die niedrigste der gepriiften Konzentra-
tionen des Antifungalstoffes, die noch die volle Inhibition des Wachstums von A. niger hervorruft.
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nur die Resultate der Untersuchungen von manchen Stoffen angefiihrt und diese
sind in Tabelle 1 zusammengefasst.

Aus den Resultaten in Tabelle 1 geht hervor, dass die Grenzinhibitionskonzentra-
tion bei manchen Antifungalstoffen nach deren Exposition in Wasserldsungen
dieselbe wie in frischen Wasserlosungen ist, d. h. dass sie unter den beobachteten
Verhaltnissen geniigend stabil sind (resp. dass die alternativen Zerlegungsprodukte
beilaufig dieselbe Antifungalaktivitat aufweisen). Zu diesen Stoffen gehdren z. B.
p-Nitrophenol und 8-Oxychinolat des Kupfers, und bei der Exposition bei Labor-
temperatur auch Phenylmercuriacetat und Tetramethylthiuramdisulfid.

Bei anderen Antifungalstoffen wird infolge der Exposition im Wassermilieu die
Grenzinhibitionskonzentration erhoht, dies grésstenteils rascher bei héherer Expo-
sitionstemperatur. Héchstwahrscheinlich geht es hier um die Zerlegung der Stoffe
auf nichtwirkende Produkte, es kann jedoch auch das Ausdampfen in Frage kommen
(dies konnten wir z. B. dadurch verhindern, daB wir auBer Wattepfropfen noch
Cellophan oder Gummipfropfen zum Schliessen der Kolben verwenden). Von den
beobachteten Antifungalstoffen bemerken wir diese Erscheinung schon bei der
Exposition bei Labortemperatur z. B. bei Phenylisothiocyansiureester und
Mercapto-benzthiazol, und bei der Exposition bei 37 °C auch bei Trichlorphenyl-
acetat, Phenylmercuriacetat und Tetramethylthiuramdisulfid. Die Anderung der
Grenzinhibitionskonzentration ermdoglicht es die Stuffe der Zerlegung des Stoffes
abzuschatzen. Z. B. bei Trichlorphenylacetat wurde nach einer 40-tigigen Expo-
sition bei 37 °C die Erhéhung der Grenzinhibitionskonzentration von dem Wert
7,5.10-¢ Mol/1 auf 7,5.10-5 Mol/l festgestellt. Im Kolben mit Trichlorphenyl-
acetat mit einer Konzentration von 7,5. 103 Mol/l muBten wenigstens 10 % des
Stoffes in seiner wirksamen Form erhalten geblieben sein. Zerlegen konnten sich
also hdchstens 90 9 der beigefiigten Menge. Im Kolben mit der Anfangskonzen-
tration des Trichlorphenylacetats 3,75. 10~ Mol/l, der 40 Tage lang bei 37 °C
exponiert wurde, kam es zu keiner Unterdriickung des Wachstums des eingeimpften
Testorganismus. In diesem Falle muBte sich mehr als 80 9/ des Stoffes zerlegt haben.
Wenn wir die Intensitit des Wachstums des Aspergillus niger in diesem Kolben und
in dem Kontrollkolben mit 3,75.10-¢ Mol/l Trichlorphenylacetat vergleichen,
kdnnen wir annehmen, daB es mehr als 90 9, waren.

Literaturverzeichnis

1. Zemanovd M., Antifungdlne lidtky a ich vyuZitie na ochranu materidlov (tropikaliz4cia),
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Mikrobiologische Abteilung,
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Mikrobiologickd metéda pre posidenie stability antifungdlnych litok vo vodnom prostredi
M. Zemanova

Sahrn

" Opisuje sa jednoduchd metéda vhodna pre orientatné posudenie stability antifungdlnych litok
vo vodnom prostredi. Metdda je zaloZend na sledovani zmeny prahovej inhibi¢nej koncentricie
antifungélnej latky pre Aspergillus niger nasledkom expozicie latky vo vodnom prostredi.

MaxpoGno:iornyecknii MeTOR O.peeiIcHHA cTabHAbHOCTH AHTHYHIAILHBIX BCUICCTH
B BOAHOIi cpene

M. 3emaHoOBa

Pe3ome

OnNHKCHIBAETCA HECJIOXHBIH METOM, MOAXOAALMA /1A OPHEHTHPOBOYHOM OLIEHKH CTAOMIBHOCTH
aHTH(YHranbHBIX BEWECTB B BOAHOM cpene. MeTon 3aknioyaeTcs B HabmoneHUM nepeMeHbl KOHLIEH-
TPauUMM rpaHHYHOR MHrMOMLMM aHTUGhYHranbHOTrO BellecTBA Y Aspergillus niger BCeACTBHE 3KCIO-
3HLMM BEIECTBA B BOAHOH cpene.

Zusammenfassung

Eine einfache Methode wird beschrieben, die sich zur orientativen Bewertung der Stabilitit
der Antifungalstoffe im Wassermilieu eignet. Die Methode beruht auf der Beobachtung der
Verdnderung der Grenzinhibitionskonzentration des Antifungalstoffes fiir Aspergillus niger infolge
der Exposition des Stoffes im Wassermilieu.
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ACTA FACULTATIS RERUM NATURALIUM UNIVERSITATIS COMENIANAE
TOM. X. FASC. II. BOTANICA XIIl. 1965

Study of New Protective Fungicides for Use in Cellulose-nitrate Lacquers

M. ZEMANOVA

For the protection and decoration of the surface of some wooden articles, e. g.
furniture, we apply lacquers. This term refers to coatings in which the essential
ingredient is cellulose-nitrate or cellulose-acetate. For that purpose we use in our
country cellulose-nitrate lacquer C 1008 which is prepared in such a way, that its
coatings can be brought by means of sharp burnishing and varnishing to a high
lustre. It is used for lacquering of furniture, pianos, wireless-cabinets and similar
articles. For ofiice, laboratory and second-class furniture, for the interiors of furniture
etc. one can apply cellulose-nitrate lacquer C 1010 which contains a large propor-
tion of rosins, its coatings are lustrous indeed, but they cannot be further polished.
It is also more brittle than the first one. The lacquer C 1015 is used for lacquering
parqueted floors, linoleum, ski etc. It contains slowly volatile solvents and may be
applicated with a brush.

When wooden articles protected by means of the above mentioned lacquers are
brought into such temperature and humidity conditions which foster the growth
of fungi, a deterioration of the lacquers may take place, as since a long time it is
a well-known fact that cellulose-nitrate lacquers are not fungi resistant (5, 6, 7). Those
defects often happen on our articles exported to tropical and subtropical regions
and even occur frequently already during the transport or storing. It seems that of
the two conditions: high temperature and humidity, the latter plays the more im-
portant role, as mildew has been noticed even in cold-storage rooms. The greatest
effect of fungi is to ruin the decorative appearance of the coatings, although the
defacement of surfaces is not the only ruinous result: of the attack by these organisms.:
Impairmant of physical properties or even destruction of organic coatings has been
known to occur, but this is not the general rule. The number of different genera of
fungi which might produce defacement of coatings is very high. These organisms
are capable of utilizing certain ingredients of coatings as food. It may be the nitro-
cellulose itself and also plasticizers and rosins from which many are susceptible to
biological attack (2, 5). In the same way dust, grease and several impurities caught
on the surface of the coating may offer suitable nutrients to fungi. The fungi can
be removed from the mildewed surfaces e. g. with a damp rag indeed, but on the
surface of the film there persists a permanent damage in the form of a microscopic
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defect caused by the secretions of fungi (Fig. 1 a, b) and the result of which is the
loss of lustre. ' ,

The protection of organic coatings against the attack of fungi may be attained by
the incorporation of the proper fungicides. Much work has been done abroad in the
study of several hundred candidate fungicides for this purpose (e. g. 1, 3, 4, 6, 7, 8,
10, 11, 12, 13, 14). Practice indicates that the most suitable of these fungicides are the
chlorinated phenols, copper-8-quinolinolate, salicylanilide and phenylmercuric
compounds such as phenylmercuric-salicylate, -acetate, -oleate, -stearate etc. (2, 5).
Chlorinated phenols and salicylanilide are usually employed in the proportion of 5
to 10 percent, copper-8-quinolinolate approximately 1 percent, and phenylmercurics
between 0.05 and 1.5 percent. The choice of fungicide is dependent, among other
things, on the future destination of the coating. For instance, for lacquers on furniture
the mercurics are not recommended because of their high toxicity to man. Some do
not approve either the application of pentachlorophenol which is not quite hermless to
human health where the coatings for furniture, parqueted floors, interiors of wooden
huts etc. are concerned. The use of coloured fungicides is also limited. For white
and transparent films copper-8-quinolinolate cannot be used because of its un-
pleasant yellowish-greenish colour. Some fungicides are too expensive or difficult to
procure. For these and further reasons the search for new and more proper
fungicides is still actual.

Experimental

In this paper are summed up the results of laboratory experiments on the protection
of the cellulose-nitrate lacquer C 1008 by means of six fungicides. Three of them are
well-known and already used for the protection of materials chemicals, another
three are the derivates of isothiocyanates that presented in our earlier experiments
a very good antifungal activity against harmful fungi by their addition directly into
the liquid medium where the fungi were cultivated (9, 15, 16). o

Materials and methods

Lacquer. In our experiments we used the cellulose-nitrate lacquer C 1008 and, for its thinning
the suitable thinner C 6000, both prepared in Chemolak n. p. at Horné Oresany.

Fungicides. We obtained phenalmercuric-acetate and copper-8-quinolinolate from the Research
Institute of Agricultural Chemistry at Bratislava, pentachlorophenol from the Research Institute
of Wood at Bratislava and the derivates of isothiocyanates from the Chair of Organic Chemistry
of the Faculty of Chemistry, Slovak Polytechnical University at Bratislava.

Fungi. For the infection of specimens were used 23 species of fungi which are known to take
part in the deterioration of coatings and other materials. It was Aspergillus niger, A. flavus, A. oryzae,
A. fumigatus, A. amstelodami, A. versicolor, Penicillium cyclopium, P. brevi-compactum, P. chryso-
genum, P. rugulosum, Alternaria tenuis, Stachybotrys atra, Myrothecium verrucaria, Cladosporium
herbarum, Trichoderma viride, Neurospora sitophila, Curvularia palescens, Pullularia sp., Chaetomium
globosum, Paecilomyces varioti, Memnoniella echinata, Stemphylium sp. and Sporotrichum sp. They
come from the culture collection of the Biological Institute of the Czechoslovak Academy of Sciences
at Pralgue and were isolated from the mildewed materials. They were cultivated on malt extract
agar slants. g

Preparation' of the specimens. Tested fungicides were dissolved in the thinner C 6000 which the
lacquer was thinned with. p-Bromophenyl-, p-dimethylaminophenyl- and 1-naphthyl-isothio-
cyanate and also pentachlorophenol were tested at the concentrations of 3 and 10 percent, copper-8-
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-quinolinolate at 0.5 and 2.0 percent and phenylmercuric-acetate at 0.01, 0.1 and 0.5 percent on
the content of filmproducing constituents, i. e. dried weight.- The lacquer with the addition of fungi-
cides, as well as the control without them were laid on the microscopic base slides by soaking. Then
the slides with the lacquer were dried at laboratory temperature for three weeks. The specimens
were prepared in triplicate.

Test of tropicalisation. The fungi from the malt extract agar slants were scraped down into 500 ml
of malt extract (3° Bahling) which contained 0.2 percent agar. Spore and mycelium suspension was
homogenized (turmix, 3 minutes) and then sprayed by means of a fine atomizer on the surface of the
specimens and that in the quantity of 1.5—2.0 ml on the area of 1.0 square decimetre. The specimens
were immediately placed in Petri dishes on glass supports, closed with covers and glued up with
an adhesive paper. On the bottom of Petri dishes there was water to ensure sufficient relative humidity
of the air. The dishes were put into an incubator at the temperature of 30 °C and 90—100 percent
relative air-humidity. After 20 and 60 days the specimens were observed with regard to possible
mouldiness and other accidental changes of the lacquer. Besides after 60 days the dishes were opened,
the fungi removed with a damp rag from the surface of the specimens and the films of laquer were
examined under the microscope.

Results

The results of our experiments on the protection of the lacquer C 1008 with
chosen fungicides and isothiocyanates are summarized in Table 1.

The controls of non-protected lacquer were clearly overgrown with fungi both
on the20™ and on the 60t day of the test. A rather thick mycelium was formed and
some species slightly sporulated. After removing them we could see on the film of
the lacquer, under the microscope, a clear corrosion, as is presented in Figure 1 a, b.

Figure 1 a,b. Corrosion of the surface of the non-protected lacquer C 1008 caused by fungi
(enlarged about 100 times)

.

.

Figure 2 represents the specimens protected by means of p-dimethylamino-
phenyl-isothiocyanate. While the control, under the conditions of test, mildewed
quite well, the lacquer protected with 3 or 10 percent of this antifungal substance
remained completely free of fungal vegetation. In the case of p-bromophenyl-iso-
thiocyanate only the concentration at 10 percent was effective, but there developed
the crystallisation of the p-bromgphenyl-isothiocyanate in the lacquer during the
drying period, as we can see on the third specimen in Figure 3.
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Table 1.
Protection of cellulose-nitrate lacquer C 1008 with fungicides (incorporation by means of thinner)

F— !
Intensity of growth Corrosion of
- Content in of fungi after*) the surface
Fungicide percent of the film Remarks
20 days | 60 days after 60 days
p-Bromophenyl- 10.0 0 ’ 0 — orange colour,
-isothiocyanate | crystals
3.0 2 2 = —
p-Dimethalamino- dark-brownish
phenyl-isothio- 10.0 0 0 — colour
cyanate 30 » 0 0 — very pale
brownish colour
1-Naphthyl-iso- brown-reddish
thiocyanate 10.0 2 2 — colour
3.0 2 2 4 very pale
reddish colour
Pentachloiophenol 10.0 0 1 — yellowish colour
3.0 1 2 — —
Copper-8-quino- pale greenish
linolate 2.0 2 ! 2 — colour
0.5 2 i 2 — -
Phenylmercuric-
-acetate 0 0 — —
0.1 (0] 1 — —
0.01 0 2 - —

*) 0 — no growth
1 — slight growth
2 — growth the same as in the control

Figure 2. Prctection of the lacquer C 1008 with  Figure 3. Protection of the lacquer C 1008 with

p-dimethylaminophenyl-isothiocyanate (contrel, p-bromophenyl-isothiocyanate (control,
p-dimethylaminophenyl-isothiocyanate at 3 and- p-bromophenyl-isothiocvarate at 3 and farther
farther at 10 percent) at 10 percent)
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Discussion and conclusions

We know from practice that the protection of lacquers and other coatings, relatively
high concentrations of protective fungicides are necessary. This knowledge was also
confirmed by the results of our experiments. According to the evaluation, after
60 days of duration of the test, the growth of fungi was completely inhibited only
on the specimens of lacquer protected with 10 percent p-bromophenyl-isothiocyanate,
3 and 10 percent p-dimethylaminophenyl-isothiocyanate and 0.5 percent phenyl-
mercuric-acetate. Pentachlorophenol in the concentration of 10 percent and phenyl-
mercuric-acetate in the concentration of 0.1 percent protected lacquer coatings
against fungi only pertially. Other fungicides in the tested concentrations were not
effective. ’

The intensity of growth of fungi on the lacquer surface was on the 60t test day
generally the same as on the 20t day. In some cases it sligtly increased. The con-
centration of fungicides was there evidently not sufficient or gradually dwindled
and after a transitory time of inhibition the growth of fungi became stronger.
According to our experience with testing the lacquers and other materials, we
consider that the correct orientation about the protective effectiveness of a fungicide
for lacquers by means of our test-method is obtained by taking into consideration
the state found after 60 days of the test.

Besides the controls, the corrosive effects of fungi on the lacquer surface were
registered only in the lacquer with 3 percent p-bromophenyl-isothiocyanate and
further 1-naphthyl-isothiocyanate. In several instances the corrosion didn’t take
place even in the case where the specimens were strongly overgrown with fungi.
There, the protective fungicides presented in the lacquer coating prevented the fungi
from corroding the lacquer and thus from utilizing its ingredients for their nutrition.

In some cases the inoculum didn’t grow at all on the specimens. It is possible
that some fungicides may get partly, by means of diffusion, or in volatile form, from
the lacquer into the thin layer of malt extract suspension of spores and homogenized
mycelium which was sprayed on the specimens surfaces, and cause there the in-
hibition of fungi growth.

Besides the suspesion of spores and mycelium in malt extract, we also used for
infection of specimens in our earlier experiments the suspension prepared in water.
However the control specimens of cellulose-nitrate lacquer sprayed with water
suspension of fungi mildewed very slightly and slowly and we were not able to
appreciate correctly the protective effectiveness of the tested fungicides. The spray
of specimens with inoculum prepared in diluted malt extract is further nearer to the
conditions in practice where the lacquer coatings are always soiled with some organic
impurities.

We observed in the case of several from the tested fungicides, either just after
their incorporation, or later, the colour changes of the lacquer, e. g. the ingredient
of 10 percent p-bromophenyl-isothiocyanate caused the orange colouring of the
lacquer, of 2.0 percent copper-8-quinolinolate the greenish colouring etc. At
copper-8-quinolinolate and pentachlorophenol the fungicide itself is coloured, at
tested isothiocyanates some of their decomposition products are coloured. A very
weak brownish colouring of the lacquer with 3.0 percent p-dimteliylaminophenyl-iso-
thiocyanate is not considered by us as a defect, if the lacquer is to be used for surface
preparation of brown furniture.

As to the antifungal effectiveness phenylmercuric-acetate seems to be the best
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fungicide, as in the concentration of 0.5 percent it fully inhibited the growth of
harmful fungi. Concentration of 0.1 percent was also quite strongly effective and
the corrosion of the lacquer film didn’t take place. The disadvantageous property
of this fungicide, as it was already mentioned, is its toxicity to man. Pentachlorophenol
was effective in our experiments in a concentration above 10.0 percent. It added to
the lacquer a pale yellowish colouring. Copper-8-quinolinolate in the quantity of
2.0 percent didn’t inhibit the growth of fungi, but we observed no corrosive deterior-
ation of the film surface. Its greenish colouring is not desirable. We should certainly
obtain better results with the soluble form of this fungicide which is now successfully
used abroad (e. g. the commercial preparations Cunilate, Quindex etc. (4, 10)).

From the group of isothiocyanates which were for the first time tested as protective
antifungal agents for the cellulose-nitrate lacquer, p-dimethylaminophenyl-iso-
thiocyanate was the best, as it fully inhibited the fungi and prevented the corrosion
of the lacquer surface at the concentration of 3.0 percent. It seems to be a very
promising substance for the protection of cellulose-nitrate lacquers and has to be
examined in further experiments. p-Bromophenyl-isothiocyanate was effective at the
concentration of 10.0 percent, but crystals developed in the lacquer. The concentration
of 3.0 percent was without clear antifungal effect, but also without crystallisation.
May be that a concentration might be found halfway between the two which would
fully inhibit fungi without crystallising. 1-Naphthyl-isothiocyanate was still less
effective than p-bromophenyl-isothiocyanate.
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Summary

In this paper are summarized the results of laboratory experiments on the protection of cellu-
lose-nitrate lacquer C 1008 against fungal deterioration with six fungicides. Three of them are .
well-known and already used for protection of materials chemicals and we tested them for the reason
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of possible comparison. Another three are the derivates of isothiocyanates with a very good antifungal
activity against harmful fungi. They were tested as protective fungicides for lacquers for the first
time. The results obtained with pentachlorophenol, copper-8-quinolinolate and phenylmercuric-
-acetate were similar to data found in literature. From the tested derivates of isothiocyanates the
best was p-dimethylaminophenyl-isothiocyanate which at the concentration of 3.0 percent on the
content of filmproducing substituents protected completely the lacquer against mildewing and
corrosive surface changes during 60 days of tropicalisation test. p-Bromophenyl-isothiocyanate
iseems to be less suitable for the protection of tested lacquer and 1-naphthyl-isothiocyanate appeared
ittle effective. .

Stidium novych ochrannych fungicidov pre poutitie do nitrolakov
Sthrn

Prica zhrnuje vysledky laboratérnych pokusov s ochranou nitrolaku C 1008 proti znehodnoteniu
hubami pomocou $iestich fungicidov. Tri z nich si zndme a Sre ochranu materidlov uZ pouZivané
chemikélie a skusali sa z dovodov moZného porovnania. Dal3ie tri si derivaty izotiokyanatov
s velmi dobrou antifungilnou uéinnosfou proti $kodlivym hubdm. Testovali sa prvykrat ako
ochranné fungicidy pre laky. Vysledky ziskané s pentachlérfenolom, 8-hydroxychinolindtom med-
natym a fenylmerkuriacetitom si podobné tdajom v literatiire. Zo skamanych derivitov izotio-
kyanatov najlepsi bol p-dimetylaminofenyl-izotiokyanat, ktory v koncentricii 3,0 9% na obsah
filmotvornych zloziek chranil lak uplne pred plesnivenim a korozivnymi povrchovymi zmenami
pocas 60 dni tropikalizatného testu. p-BrOmfenyl-izotiokyandt sa zdd byt menej vhodnym pre
ochranu skimaného laku a 1-naftyl-izotiokyanat sa ukézal ako malc ucinny.

N3yueHne HOBBIX OXpaHHBIX (IyHrHUUJAOB AR MX NPUMEHEHUA HUTPOTAKA

M. 3emaHoBa

PoswoMme

B pa6ore npHBOAATCH pe3ybTAThl JaGOPaTOPHBIX 3K3INEPHMEHTOB C OXPaHOH HHTPOJIAKA
C 1008 nporme obecneHeHMI0 rpmGaME NpM NOMONM Hlectd Qydaramumos. M3 AWx Tpm
E3BeCTHLIE M JJIA OXPaHeHAS MAaTepHajioB IpHUMeHAeMbie XeMHKalMM ObUIM NOABCPTHYTHI
HCIHTAHUIO JJIA 3BEHTYajbHOIO cpaBHeHMA. TpH mociefyiolne — 3TO JlepHBATHI M30THO-
KHAHATOB C OYeHb XOpOWIOi aBTHYHralbHOH JeficTBEHHOCTHIO TPOTHB Bpe/HLIM IpubaM.
OHHE GLUIE TecTHPOBAaHLI BOEPBHE KAaK OXpaHHBE (QyHrANMIEL JaKOB. Pe3ysipTaThl mMOJIyveH-
Hele ¢ meATaxiopdeHosieM, 8-rEAPOKCAXMHOIMHATOM MEJHBIM M (eHHIMEePKYpPHAleTATOM IO~
XOAAT HA [aHHBle, NPUBOJMMEIe B juTepartype. M3 obcieqyeMbIX [iepHBATOB M3 OTHOKHa-
HATOB CaMbIM JIYYOIAM OKA3a/ICA P-AAMETHJAMHHOQEHH/I-N30THOKHAHAT, KOTOPLIM B KOHIEH-
rpamun 3,0% Ha coiepaEme (HIBEMOTBODHBIX 3JIEMEHTOB OXPAHMAJ JIAK. BIOJHE Ipex
IJIecHeil M KOpPO3Hell NpOABIIAEMOll M3MeHeHMAMH HOBepXHOCTH B TeyeHHe 60 aueir Tponm-
KaJIM3aIMOHHOr0 TecTa. Pp-BpoMdeHmI- H30TMOKHAHAT KaMKeTCA MeHee YMECTHBIMA JUIA
oxpaHeHHs 06ciie[lyeMoro JaKa M 1-HaTHI-M30THOKAAHAT OKa3ascA cj1abo jielicTBATE bHLIM.
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Influence of colchicine on nucleolar structures

R. HERICH

We have observed already in our earlier papers dealing with the effect of colchicine
on the nucleolus (Herich 1963), that as a result of prolonged treatment (48—76 hours)
by higher concentrations of colchicine (0.1—0.5 per cent) a deformation and frag-
mentation of the nucleoli takes place while at the same time on the cell nuclei often
no morphological changes are to be observed.

In more detailed observations on the effect of colchicine on nucleolar structures
an interersting relationship between the nucleolar structures and cell division was
discovered.

In the present paper the results which have been obtained are described.

Material and methods

Our experiments were carried out with seedlings of Cannabis sativa L. After
reaching a length of 2 cm the roots of the seedlings were immersed in 0.01, 0.1
and 0.5 9 solutions of colchicine of a temperature of 25 °C. The solutions were
permanently aerated. The controls grew under the same conditions in distilled
water. Every twelve hours 1.5 mm long roots tips were taken for cytological analysis.
Lewitzky’s solution was used for fixation. Some of this material was prepared
as sections by the paraffin method and some as squashes. For the staining of nucleolar
structures Heidenhains’ iron hematoxylin was used (Herich 1965).

<

Results and discussion

In our studies of the structure of the interphase nucleolus (Hetich 1963a, 1964,
1965, 1965a) we succeeded in obtaining a more detailed picture on its structure as
Estable and Sotelo (1951, 1954). We have shown, that in the amorphous matter
of the nucleolus not only one structure “the nucleolonema” as it was described by
Estable and Sotelo (1951, 1954) is to be found, but two clearly distinguishable
structures of different biochemical and probably also of different genetical singi-
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ficance can be observed. A brief description of the structures observed by us, which
were preliminarily designed as structures A, B and C, was presented in our previous
papers.

In young nucleoli, soon after their differentiation, structure A, as well as structure B
can observed. In this initial stage of the nucleolus structure A filling out the greater
part of the nucleolus, structure B has either a thread-like shape or it resembles the
shape of a small chromosome. During the interphase the primarily differentiated
substance of structure B grows considerably. Structure C does not occure in young
nucleoli immediately after differentiation, but is formed only during the interphase.
The volume of this structure gradually increases so that immediately before cell
division the nucleoli are nearly completly filled out by it. Under the action of factors
inhibiting cell division the growth of substance of this structure i slowed down
(Herich 1964a, 1965a).

After shorter treatment (12—24 hours) with lower doses of-colchicine (0.01 per
cent) when the cells are still dividing but deffects of cell division are already to be
observed, structure C is differentiated but to a lesser extent as in the nucleoli of the
controls, In the nucleoli of cells treated in this manner the volume of the surface
structure A increases and the growth of the volume of structure B is somewhat
slowed down.

When cells are treated for longer periods of time with higher concentrations of
colchicine i.e. after treatment which causes the germs to stop growth and the division

' of cells is also stopped
altogether, in the nucleoli
structure C cannot be
found (Fig. 1—4). After
treatment of this kind the
nucleoli are often highly
deformed and fragmented.
The greater part of their
volume is occupied by the
structure A. Structure B
although present, occu-
pies only a smaller volu-
me as under normal con-
ditions and by the treat-
ment with colchicine the
growth of substance of
thisstructureisalsoslowed
down.

The inhibitory influence
of colchicine on the
growth of germs is reflec-
ted by deffects or even
complete suppression of
cell division on one hand
and on the other hand by
a gradual decrease or even

Fig. 1. Nucleolar structures in the nucleoli of untreated control

germs, Cannabis sativa, cca 3800% ; 1 di
Fig. 2—4. The influence of colchicine on the nucleolus and its CcOMplete  disappearance
structures, Cannabis sativa, cca 3800x; for details see text. of structure C.
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Based on the behaviour and on the process of growth of structure C in permanent
and dividing tissues as well as on observations of the effect of treatment by factors
inhibiting the division of cells (Herich 1964a) we presume the structure C to
play an important role in the initiation of mitosis. It is possible that the duration
of the interphase of meristematic cells is in some connection or even conditioned
by the intensity of growth of this structure.

We are yet unable to tell anything more concrete about the relation of this structure
to cell division. But the question arises whether the decrease of the volume of this
structure taking place after a short application of lower concentrations of colchicine
is not in connection with, or does not conditionate, the destruction of the spindle
which also takes place after treatment by colchicine. According to our oppinion
this connection is very probabla. Némec has pointed to the probable connection
between the nucleolus and the spindle as early as in 1910.

Concerning the relation of the rest of the nucleolar structures. i.e. of structures A
and B to cell division we do not exclude the possibility of them having a certain
influence on this process. This is valid mainly for structure B which could be in
a certain relation to-the chromosomes. Although structure A is rather 1mportant
from the metabolical point of view, it is probable that it is in no essential connection
with cell division. As soon as a cell is subjected to unfavourable life conditions
and cells division is stopped altogether, (high doses of X — rays, treatment with
viarous growth inhibiting substances) an increase of the size of structure A going
hand in hand with a decrease of size of the rest of the nucleolar structures takes
place. It is clear that these morphological changes are the result of the changed
metabolism of the nucleolus. Work on these lines is in progress.

Summary

The paper deals with the influence of colchicine on nucleolar structures of the
nucleoli of the root tips of Cannabis sativa. It was observed that as a result of
prolonged treatment by higher concentrations of colchiciné, when cells division
is stopped altogether, a deformation of the differentiation of the nucleolar structures
takes place. The influence of colchicine is reflected by deffects or even complete
. stopage of cell division on one hand and on the other hand by a gradual decrease
or even complete disappearance of structure C.
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Pdsobenie kolchicinu na nukleoldrne $truktiry
R. Herich .
Suhrn

Préca sa zaoberd vplyvom kolchicinu na nukleolarne $truktury jadierok z korefiovych vrcholkov
Cannabis sativa.

V jadierku boli popisané tri nukleoldrne Struktury, predbezne cznatené, ako truktura A, B'a C.
V mladych jadierkach, tesne po ich diferencidcii nachddza sa Struktura A a §truktara B. Struk-
tura A zaujima prevaini &ast objemu jadierka. Struktira B md vlaknity tvar, alebo tvar malého
chromozému. Pdvodne diferencovand hmota $truktiry B polas interfAzy postupne narastd. Struk-
tira C sa v mladych jadierkach nevyskytuje. Diferencuje sa aZz podas interfdzy. Jej hmota sa
v priebehu interfdzy postupne zmnoZuje, takZe jadierka, tesne pred delenim jadra, st touto Struk-
turou takmer celkom vyplnené. Struktura A, ktord v mladych jadierkach zaujimala prevaznu &ast
objemu jadierka, vytvara v tychto jadierkach iba pomerne tenku, povrchovu vrstvu.

Bolo pozorované, Ze pdsobenie kolchicinu prejavuje sa na jednej strane poruchami buneéného
delenia aZ jeho uplnym zabrzdenim (pri dlhom pdsobeni vysSich koncentracii kolchicinu) na.
druhej strane postupnym ubudanim hmoty $truktiry C aZ jej dplnym vymiznutim z jadierok (pri
2abrzdeni bune¢ného delenia).

Vychédzajuc z doterajdich udajov o nevyhnutnosti jadierka pre bune¢né delenie, predpokladdme
Ze pritomnost, mnoZstvo hmoty, ako i intenzita narastania hmoty $truktury C uzko suvisi, respektive
podmietiuje delenie buniek, ako i intenzitu tohto delenia.

JlelicTBHe KONBXHUHHA HA HYKICOTAPHBIC CTPYKRTYPBI
P.Tepux

Pe3ome

B pa6o1e roBOpUTCH O BIIMAHHH KOMbXHLIHHA HA HYKJICOIAPHbIE CTPYKTYPbI U3 KOPHEBBLIX BEPXY-
wek Cannabis sativa.

Orm1canbl TPH HYKJIEONAPHBIE CTPYKTYPbI B AAPBILIKE, MEYEHHbIE MPEABAPUTENBLHO KaK CTPYKTypa
A, B u C. B Monoabix sapbiuikax, cpa3y nocie ux auddepeHuMauMm HaXOOAMUTCA CTPYKTypa A M
ctpykrypa B. Ctpyktypa A 3aHumaer Gonbuiyio yacth o6vema saapsiwika. Ctpyktypa B umeer
BOJIOKHHCTYIO QOPMY MAH B 1 Mloi XpoMocoMmsl. TlepBoHavanbho auddepeHUMPOBaHHA MaTEPUS
CTpYKTYpsl B B Teuenune nurerda3nl noctenenHo Hapactaetr. Ctpyktypa C B MoJIoAbIX SiApbILIKAX
He BCTpevaeTcs, oHa nupderenuupyeTcs TONBKO BO Bpemsi MHTepdasbl. Ee BeliecTBo B TeueHue
HHTep(da3bl MOCTENEHHO YMHOXAETCH, TaK YTO AAPBILIKA MEpen CaMbiM [E/IEHHEM siapa MOYTH
BIOJIHE BbINOJIHEHB! 3TOR CTpyKTypo. CTpykTypa A, 3aHMMaBUIas y MOI0AbIX AApPbiliek 60bLyO
yacTh 06beMa AApBILIKA, COIHAAET B ITUX AAPBILIKAX JIHIUL CPABHUTENBHO TOHKHH MOBEPXHOCTHBIN
cnofi.

Ha6nionanneM 6Gbino yCTaHOBIIEHO, YTO NeHCTBME KOJBXMLMHA NPOABAAETCA C OAHON CTOPOHBI
NMOMEXaMH KJIETOYHOTO MEJIEHMA BIUIOTh /IO €r0 IOJHOTO 3aTOpMOXeHMs (npu Gosee AMMHHOM
BO3eACTBHH BBICLUMX KOHLEHTpauUMH KOJbXHHMUA), a8 C APYTOH CTOPOHBI TOCTENEHHOK YOLLIbIO
BeecTBa CTpykTyphl C 10 €€ NOJIHOro OTCYTCTBHA B AApbIlIKaX (IPH 3aTOPMOXKEHHH KJIETOYHOTO
DelIeHHs).

Hcxons w3 HhIHEIHMX JAHHBIX O HEOOGXOMMMOCTH AAPBIILKA AJISI KIIETOYHOTO A€IEHHS MPeanosia-
TAETCA, YTO HAIHYME, KOJIMYECTBO MAaTePH M MHTEHCHBHOCTbL HApacTaHMA BellecTBa CTPYKTypni C
TECHO BSXKETCS, PECNEKTHBHO OGYC/IOB/IMBAET KJICTOYHOE AE/ICHHE H €r0 MHTEHCHBHOCTD.
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The significance of nucleolar structures for cells division

R. HERICH

The relation of the nucleolus to cell division is now in the center of interest of
numerous cytologists and biochemists. Although the studies of this relationship
are only in a more or less elementary stage most of the accumulated data indicate
that the nucleolus is essential for the normal course of the mitosis and cell division
(Mazia 1961, McLeish 1954, Philip and Haskins 1931 and others).

Mazia (1961) compiling the recent results of studies the relation of the nucleolus
to cell division states: “The nucleolus is essential to the preparation for division,
but its contributions have been completed by some point in prophase”. Discussing
the significance of the nucleolus for the prophase he mentiones the following three
possibilities: “1) The nucleolar substance moves on to the chromosome threads,
participates in their mitotic behavior, and is carried by them into the daughter
nuclei; 2) part or all of the nucleolar substance makes a contribution to the forming
spindle; 3) there is an interchange of ribonucleoproteins and possibly other materials
between nucleus and cytoplasm during mitosis”.

The oppinion, that for the normal course of cell division the presence of certain
substances produced by the nucleolus is essential express many papers (Kiknadze
1961, Fujii 1954, 1955 and others). For instance Fujii (1955) concludet, that upon
the initiation of mitosis, zinc or some zinc compound passes from the nucleolus
into the chromosomes and possibly also into the spindle, and is acting by controlling
the physical changes of these structures during the course of the mitosis.

This statement is valid for the nucleolus as an entity. When studying various
nucleolar structures the question arises which of them is so closely related to cell
division. No data on the importance or on the influence of “the nucleolonema”
described by Estable and Sotelo (1951, 1954) on cell division are known to us.

In our former papers (Herich 1963, 1964) we have pointed to the existence of
three clearly distinguishable nucleolar structures and have preliminarily designed
these structures as structures A, B and C. -

In this paper the singificance of these nucleolar structures for cell division is
discussed. :
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Material and methods

We have studied the structure of the nucleolus in cells of root tips of Phaseolus
Julgaris, Cannabis sativa, Lupinus polyphyllus, Vicia faba, Lilium candidum and on
cells of Ehrlishs’ ascites carcinoma. For fixation was used alcohol—chloroform
(2:1 by volume), Lewitzkis’ fixative and alcohol—formol—acetic (30 : 15 : 1
by volume). Some of this material was prepared as sections by the paraffin method
and some squashes. Staining was done with Heidenhain’s iron hematoxylin, Feulgen
reaction, methyl green—pyronin and basic fuchsin—picro—indigocarmin. Nucleic
acids were removed from the sectioned tissue by hydrolysis in 5 per cent perchloric
acid at 60 °C for 10 minutes.

Results and discussion

I. The differenciation and morphological build-up of nucleolar
structures of meristematic plant cells

According to our recent observations in the first place structure B, than struc-
ture A and in the last phase structure C is differentiated.

Soon after the formation of young nucleoli the structure A filling out the greater
part of the nucleolus, as well as structure B can be observed. In this initial stage
structure B has either a thread-like shape or it resembles the shape of a small

e

Fig. 1—6. Various initial shapes of nucleolar structures, Cannabis sativa, cca 4300 ;
For details see text.
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chromosome (Fig. 1—6). The differences in the differentiation of structure B
according to our opinion depends on or is conditioned by the different physiolo-
gical determination of the nucleoli. Structure B contain a certain ammount of DNA.

It can be seen in both cases that the substance of this structure is not homogenous
but contains one or more heterogenous segments preliminarily desinged as seg-
ments D.

The volume of the substance of structure B increases during the interphase
(Fig. 8—10). We are of the opinion that the observed growth of the substance of
structure B taking place during the interphase is in connection with the increase
of DNA in the nucleus which also takes place during the interphase and conditionates
the transition of the cell into the stage of mitosis. During mitosis the substance of
structure B is evenly spread out on the surface of the chromosomes and is evenly
distributed into both daughter cells. As this structure was observed in the pollen
mother.cells, both in the pollen grains and in the pollen tubes we are of the opinion
that this structure have a certain genetical significance, probably in connection with
plasmatic heredity. It is possible, that this structure is even the direct carrier of this
heredity. In our older investigations (Herich 1964) we have observed an interesting
relation between the nucleoli and cytoplasmic male sterility. Deffects in the
formation of nucleoli of pollen grains of maize with cytoplasmic male sterility
were observed.

Among all nucleolar structures structure C is differentiated last. The differentia-
tion takes place in the near vicinity of the segments D (Fig. 7). During the inter-
phase a gradual growth of structure C takes place so that in meristematic cells this
structure can fill out the greater part of the nucleolus (Flg 8—10). In such a case
structure A forms only a very thin layer and structure B is spread out in various
ways (sometimes in the form of a coil) on the surface of structure C.

When we are dealing with the thread-like type of structure B with several seg-
ments D the substance of structure C can be differentiated into several formations
of various size. During the growth of the thread-like structures B its substance can
be coiled in various ways thus forming various irregula formations.

In various types of tissues different ammounts of substance of structure C are
present. When comparing nucleolar structures of permanent and dividing tissues
a very intensive growth of structure C can be observed, this structure, as has been
already mentioned occupying the greater part of the volume of the nucleolus,
structure A forming only a very thin surface layer. In nucleoli of permanent tissues
structure C is presend only in a much smaller ammount. The greatest part of the
volume of the nucleolus is occupied by structure A.

As we have already mentioned, structure C is the last to be differentiated. It
does not occure in young nucleoli after cell division and is differentiated close to
the segments D of structure B only during the interphase. The substance of this
structure gradually grows during the interphase (Fig. 7—10). It is possible that
the duration of the mterphase of meristematic cells is in some connection (or even
conditioned) by the intensity of growth of this structure.

When cells are acted upon by inhibitory substances and slowing down of the
growth (cell division) takes place an increase of the size of structure A going on
account of the sizes of structures B and C is observed. The increase of the size
of structure B and C is substantially slowed down by inhibitory factors.

In our studies of influence of X-radiation on the cell (Herich 1964) we have
observed, that radiation exhibits an influence not only wpon chromosomes but its
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influence can be clearly observed also in the differentiation and development of
various nucleolar structures. 24 hours after the irradiation of germs of hemp by.
a dose of 10.000 r we have observed a striking decrease of the substance of struc

Fig. 7. The beginning of differentiation of structure C, Vicia faba, cca 3500 x ;
Fig. 8—10. The process of growth of the substance of structures B and C, Cannabis sativa, cca 3800 ;
Fig. 11—12. Nucleolar structures of nucleoli of Cannabis sativa germs 24 hours after irradiation by
a dose of 10000 r, cca 3500 .

ture B and even more striking decrease of the substance of structure C which was
completly absent in many nucleoli. The substantial part of the volume of the
nucleolus was filled out by structure A (Fig. 11—12).

According to our studies carried out up to now it can be said that the presence
of structure C is indispensable for cell division. When this structure disappears
or if it is present only in a substantially smaller ammount the cell is not able
to divide.

I1. The diffefenciation and morphological build-up of nucleolar
structures of Ehrlichs’ ascites carcinoma cells

It can be said that the differentiation and build-up of nucleolar structures of
Ehrlichs’ ascites carcinoma cells is in general analogous to that of meristematic
plant cells (Fig. 13—16). Structure B is differentiated in the form resambling a chromo-
some and contains one, or several segments D. Structure C also starts to differentiate
in the near vicinity of these segments of structure B. The volume of structure C
succesively increases during the interphase and gradualy fills out nearly the whole
nucleolus. .
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Our data on the intensive growth of the substance of structure C in the nucleolus
of Ehrlichs’ ascites carcinoma cells are confirmed by the findings of Bernhard
at al. (1955) who have studied the structure of nucleoli of normal and cancer cells

L
Al

bl | Y

Fig. 13—16. Nucleolar structures in Ehrlich ascites carcinoma cells, cca 2300 X .
L

with an electron microscope. These authors have also observed that in some
carcinoma cells e. g. in Ehrlichs’ carcinoma the amorphous substance (which is
identical with our structure C) can occure in a highly increased ammount. They
concludet: “Si la taille du nucléole de la cellule maligne est presque toujours trds
augmentée, sa structure fine reste la meme. Elle a un aspect réticulé, avec ou sans
‘masse homeogne. Il y a des exceptions & cette regle: dans la tumeur d’Ehrlich, par
exemple, la “pars amorpha” prédomine et souvent existe seule. Nous ne savons
pas encore si un nucléole purement filamenteux peut élaborer entre ses mailles la
substance homogene, s’il peut s’homogénéiser entiérement pendant certaines phases
de son activité, ou s’il est, dans certains cas, homogene d’emblée”.

In our studies the basic substance of the nucleolus was, as has been already
mentioned, preliminarily designed as structure A and we presume the thread-or
net-like structure and the amorphous structure to be identical with our structures B
and C, respectively. When comparing the results of our studies with the results
of Bernhard et al. (1955) we may state that these results are in good agreement
and practically identical with ours. It was prooved by electronmicroscopic studies
that in the basic substance of the nucleolus beside thread-like or net-like structures
also the existence of a certain ammount of an amorphous substance can be clearly
distinguished.

33



On the other hand our studies already indicate that the shape of nucleolar struc-
tures can vary, probably depending on the physiological function of the cell and
nucleus. Beside this depending on their stage of evolution the form of the nucleolar
structures can vary even in individual nucleoli. This is the reason why we do not
consider it correct to anticipate a single constant, universal build-up of nucleolar
structures for all organisms and their various tissues in all the cells at all times.

Summary

In the paper three fundamental nucleolar structures preliminarily designed as
structure A, B and C are described. A brief description of their differentiation,
morphological build-up and relation to cell division is presented.

It was observed, that the differentiation and morphrological build-up of nucleolar
structures of Ehrlichs’ ascites carcinoma cells is in general analogous to that of
meristematic plant cells.
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Vyznam nukleolirnych $truktir pre delenie buniek !
R. Herich
Sthrn

V préci sa opisuju tri zdkladné nukleoldrne $truktiry, predbezne oznacené ako $truktira A, Ba C.
Podéava sa struénd charakteristika tychto §truktir, ich diferencidcia, morfologickd stavba a vzfah
k deleniu buniek. : p

Bolo pozorované, Ze diferencidcia a morfologickad stavba nukleolarnach $truktir buniek Ehrli-
chovho ascitického carcinému je analogickd ako v meristematickych bunkéch rastlin.

JHaYeHHe HYKICONAPHBIX CTPYKTYP AJTH KIETOYHOTO JleleHnA
P.Tepux

Pe3ome

B pab0Te ONUCHBaIOTCA TPH OCHOBHBIE HYKJIEOJSIPHBIE CTPYKTYDBI, IPEABAPUTEILHO O3HAYEHHEIS
xak A, B u C. IlpuBoauTcs cxkaTas XapaKTepMCTHKA TeX CTPYKTYp, X muddeperimsuus, Mopdo-
JIOTM4ECKOE CTPOEHHE M MX OTHOLICHHE K HEJICHHIO KIETOK.

Ha6monenus noxa3am, 4ro auddeperumsums ¥ MOpdoIOruYeckoe CTpPOeHHEe HYKIEONAPHBIX
CTPYKTYP KJIETOK aCLIMTH4€CKOTrO KapIMHOMa DpJixa sABJISIETCA aHAJIOTHYECKO! KaK ¥ B MEPHCTEMa-
THYECKHMX KJIETKaX pacTeHMH.
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Specific staining of nucleolar structures with iron hematoxylin

R. HERICH

According to Estable and Sotelo (1951) the nucleolus consists of two com-
ponents, the nonstructural amorphus substance ‘“‘pars amorpha”, in which the
second component, the thread-like *‘nucleolonema’ is located. Estable and Sotelo
(1952) have described several methods for the identification of the nucleolonema.
By these methods certain structures of the nucleolus can be observed, but not clearly
enough, to make the details of these structures. In our studies of nucleolar struc-
tures we have used hematoxylin for the staining of the nucleoli. The result was
astonishing. Not only that we have obtained detailed pictures of the structure of
the nucleolus, but it became clear, that the nucleolus consists of three fundamental
structures. .

According to our observations, the so called “nucleolonema” is not homogenous
structure, but consists of two biochemicall different components. On grounds of
these findings we do not consider the expression ‘“‘nucleolonema’ as a correct name
for both of the components mentioned. To avoid misunderstandings and possible
interchanges of the various structures described in our paper, we preliminarly
designate them as structures A, B and C. The location of these structures in the
nucleolus can be seen in the photographs presented.

The staining procedure evolved is as follows:- ,

1. The material is fixed either in Lewitzki’s fixative, or in fixing fluid consisted
of three parts of 95 % alcohol to one part chloroform, or in some other fixing
fluid for the fixing of nucleoli. Depending on the kind of fixation employed and
on the kind of material, the specimens are fixed a duration from 12 to 24 hours.
The material is dehydrated in tertiary butyl alcohol and embedded in paraffin wax.
Sections are cut at 5 u and attached to albumenized slides.

2. Mordanting is done in a 4 9 solution of ferric ammonium sulphate for
2—S5 hours. The sections are thoroughly washed for 5 min in running tap-water
and than rinsed with distilled water.

3. Stained in 0.5 %, aqueous hematoxylin. 30—36 hours is the optimum time.
The excess of stain is washed off with water.

4. The sections are destained in 1.5 % ferric ammqnium sulphate. The nucleoli
are intensely stained by hematoxylin, their destaining proceeds slowly from the
beginning and has to be followed microscopically. As soon as structures start to
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emerge in the nucleoli, the destaining procedure has to be broken off as the destaining
of these structures proceeds fairly rapidly. Especially rapid is the destaining of
the structure A.

5. The sections are washed for 1 hour in running tap-water and dehydrated in
alcohol, cleared with xylene and mounted in Canada balsam or synthetic resin
by the usual techniques.

6. Permanent squashes are prepared according to the method of Murin (1960).

[ .

Fig. 1—4. Various formations of the nucleolar structures in an advanced stage of development.
For details see text.

By the described method of staining we succeeded in studying also the course
of the differentiation of the various nucleolar structures as well as their morpho-
logical composition. The technic appears to be highly specific for the study nucleolar
structures and for the study of the cyclic behavior of the nucleolar structures durihg
cell division.

We will discuss the differentiation, the morphological build-up and the signi-
ficance of various nucleolar structures in more detail in separate papers.

The described method has benn applied to a number of different species and
tissues and seems to be universally applicable.

Summary

A simple method for the staining of nucleolar structures is described. The ma-
terial is fixed in Lewitzki’s fluid or in some other fixing fluid for the fixing of nucleoli
and stained with Heidenhain’s iron hematoxylin. The differentiation is carried out
in a 1.5 % solution of ferric ammonium sulphate.
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By this method three different structures can be clearly distinguished in the
nucleolus. As a detailed picture of the structure of the nucleolus can be obtained
with this method, it is especially suitable for studies of nucleolar structures, their
differentiation and morphological build-up.
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Specifické farbenie nukleolérych Struktir Zelezitym hematoxylinom
R. Herich

Suhrn

Opisuje sa jednoduchd met6da farbenia nukleoldrnych 3truktir. Material sa fixuje Lewitzkého
fixatnou tekutinou, priﬁadne inou fixanou tekutinou fixujiicou jadierka. Na farbenie sa pouZiva
Heidenhainov Zelezity hematoxylin. Optimalna doba farbenia je 30—36 hodin. Diferencidcia sa
robi v 1,5 9% roztoku siranu Zelezito-amo6nneho.

Pomocou tejto metédy moZno v jadierku jasne rozlisit tri Struktiry. Metéda je obzvld3f vhodnd
pre $tidium $truktury jadierka, kedZe pri jej pouZiti ziskava sa detailny obraz o nukledrnych Struk-
tirach. Uvedenou metédou sa ndm podarilo prestudovat taktieZ priebeh diferencidcie jednotlivych
nukleoldrnych Struktir, ako aj ich morfologicku stavbu.

Cnemadaveckoe KpameHHe HYKICOIAPHHIX CTPYKTYP NpPH NOMOIIH
eJIe3HCTOr0 NeMATOKCHIHEA

P.Tepux

PesoMme

OmECHBAETCA HECJIOXHBEL METOA KPALUEHHS HYKJICONAPHBIX CTPYKTYp. MaTtepnan ¢puKCHpyeTcs
NPH OOMOILH XHOKOCTA JIEBHTLIKOTO, 3BEHTYaJIbHO APYTo# XHIAKOCTH, QHKCHpYome#t saphimKa.
IlpH XpameHMH NPUMEHSAETCH XeJE3HCThIM remMatoxcwiMH no Xe#neuxatiny (Heidenhain). Onta-
MaTbHBIR CPOK KpaueHHs coctabiser 30—36 yacos. [uddeperumaimms nposoaurca B 1,59, pac-
TBOpE XEJIE3ACTO-AMOHHOTO CyJibdara. )

C NOMOMIBIO TOr0O METOAA MOXHO Pa3/IMYMTh B AApBIUIKE TPH CTPYKTYphl. MeTox ocoGenHo
yAOOHRIA IS H3YYEeHHs] CTPYKTYPbI SAPHIIKA, TAK KK ITPH €ro NPAMEHEHHHA NOJTyYAeTCA A TATbHBIN
obpa3 HyKIeOJApHBIX CTPYKTYp. IIpHMEHeHHEM MNpPHBEAEHHOTO METOA3 HaM YAANOCh HM3YYHTh
Taxxe npouecc AH¢dpepeHIHAIMH OTACIbHBX HYKICONAPHBIX CTPYKTYp H HX Mopdonormiecxoe
CTPOEHHE.
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Exist a nucleolar membrane ?

R. HERICH

It is generally believed that nucleoli do not have a surface membrane. Very few
data on the existence of a nucleolar membrane were published up to now (Cajal
1903, Callan 1952, Pfeiffer 1955, Rieger und Michaelis 1958). For instance
Rieger and Michaelis (1958) in the definition of the nucleolus about the existence
of nucleolar membrane says: ,,Der Nukleolus ist ein dichter, abgerundeter, mit
einer elastischen Membran versehener, in der Regel optisch homogener, endo-
nukledrer Korper, der pro Zelle in Ein- oder Mehrzahl auftrit.*

According to Pfeiffer (1955) the surface layers of nucleoli of the leucocytes
“are built up by a foil consisting of protein leptones parallel with the surface and
of enclosed lipid molecules, that is to say, the surface layer of the nucleolus appears
as a spherical skin with constant expansions in all tangential directions”.

) -
]
t&
- Fig. 1—2. "Accumulation of the stain in the
surface layer of nucleoli, Cannabis sativa,
L . s cca 4000 % .

We have studied the existence of a nucleolar surface membrane in cell of root
tips of Cannabis sativa. For fixation was used Lewitzki’s fixative. Staining was done
with Heidenhain’s iron hematoxylin. Differentiation was carried out very carefully
in a 1,5 % solution of ferric ammonium sulphate. .

The nucleoli are intensely stained by hematoxylin. Hematoxylin stains the whole
nucleolus intense black. When the nucleoli are precisely differentiated an ihtense
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accumulation of the stain was observed in the surface layer indicating the possible
existence of a surfdice membrane.

Summary
In surface layer of the nucleoli of root tips of Cannabis sativa some evidence

for the existence of a nucleolar membrane was observed.
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Existuje nukleoldrna membréna ?
R. Herich

Suhrn

V povrchovej vrstve jadierok z koretiovych vrcholov Cannabis sativa pozorovali sa urtité naznaky
existencie nukleoldrnej membrény.
CymeeTByeT Jm HyRIeoasipHaA MemGpana?
P.Tepnx

Pe3iome

B noBepXBEOCTHOM CJIOC AApLIIIEK H3 KOPHEBLIX Bepxymiek Cannabis sativa Ha6monaHcs onpene-
JICHHBIE OPH3HAKH HANHYMA HYKJICONAPHOH MeMOpaHhl.
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Mnoistvo a velkost prieduchov — ich vplyv na transpirdciu

A. BENCATOVA

Uvod a problematika

Préca, ktorti uvddzame, nadvizuje na &ldnok ,,Prispevok k §tudiu vodného rezimu
konopi*, Ben&atovd (1963) a dopliiuje charakter vodného reZimu konopi z hla-
diska anatomického. Pozorované si v nej prieduchy a ich vplyv na transpirdciu.
Maksimov (1952) a ini autori pripisuji prieduchom schopnost transpirdciu re-

lovat. Sledovali sme mnoZstvo a velkost prieduchov opaf u dvoch odrdd konopi

umperskych a Rastislavickych, na dvoch stanovistiach Bratislava (Botanickd
zahrada) a Mlyiany.

Materidl a metodika

Za U&lom pozorovania prieduchov, ich mnoZstva a velkosti sme listy odoberali
v tom istom &ase, ako bola sledovand intenzita transpirdcie, I., IV., VI, IX. list.
Listy sme fixovali priamo na poli¢ku do fixaéného roztoku:

1 % kyselina chrémovad 3 ml,

10 9% formaldehyd 17 ml.

Dva dni sme ich nechali vo fixatnom roztoku, potom premyli destilovanou vodou
a dal3ie dva dni ostali v destilovanej vode. Po ddkladnom premyti boli konzervované
do 6 % formaldehydu, pretoZe pre nedostatok ¢asu mohli byt spracované aZ v zimnom
obdobi. Ked?e sme prieduchy pri beZnych metédach (Wollfova — odtlatkovd,
pri jednoduchom reze Ziletkou atd.) pre velké mnoZstvo trichémov nemohli po-
zorovaf, pouzili sme &erstvo pripraveny Javelov roztok, kde boli listy pozbavené
chlorofylu. Pre dokladnejsiu prehradnosf listu boli dané do nezriedeného glycerolu
na 30 minit.

Cast prepardtov sme vyhodnotili priamo v glycerole. Pre moZnosf kontroly sme
pripravili u vSetkych odberov trvalé prepardty, zalievané do glycerol-Zelatiny. Pre
pozorovanie sme odoberali vrchol, stred a bdzu u I. listu. U dalich dlanito S——72seé-
nych listov tieZ vrchol, stred a bdzu stredného listku.

Velkost prieduchov sme merali okuldrovym mikrometrom a prepocitali na
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objektivne hodnoty. Na vyhodnocovanie sme brali priemer z 50 merani. Priemer
mnoZstva prieduchov sme potitali z 20 zornych poli.

Vysledky

A— s‘tanoviété Bratislava (Botanickd zdhrada)

a) Sumperské konope

Prieduchy sme pozorovali u I., IV., VI. a IX. listu. MnoZstvo a velkost prie-
duchov u konopi gumpersk)'/ch s uvedené v tabulke 1. Znaéne je odlideny I. list,
ktory md nizky pocet prieduchov, no v porovnani so IV., VI. a IX. listom st ovela
. vadsie. Postupne k mlad$im listom velkost prieduchov klesd a stiipa pocet.

Tabulka 1

Velkos{ prieduchov : Mnoistvo prieduchov na 39,3 u?

i vrchol stred béza vrichol | stred | . biza

b x x X | x i X

I 38,4 42,4 42,4 67 | 62 5.8
1v 30,8 31,6 31,2 12,5 11,9 10,8
A% 22,8 22,8 23,2 14,1 14,3 11,5
IX 21,6 22,4 23,2 16,1 17,0 16,3

b) Rastislavické konope

U rastislavickych- konopi sme pozorovali o nie¢o nizsie mnoZstvo prieduchov,
velkost je tieZ mensia ako u konopi Sumperskych. IX. list md najvyssi podet prie-
duchov, zdroveii si najmensie. U I. listu je zdvislost opa&nd.

Tabulka 2

Velkost prieduchov MnoiZstvo prieduchov na 39,3 u?
List vrchol stred baza vrchol stred baza

x x X x X X
I 35,6 38,4 41,6 7,9 7,5 6,5
v 30,0 30,8 31,6 11,2 11,0 10,3
VI 22,4 22,8 23,6 13,9 13,0 11,4
X 21,2 22,4 23,2 15,4 15,0 14,8

B — stanoviste Mlyiiany

a) Sumperské konope
Prieduchy sme pozorovali u I., VI, VII. a IX. listu. Medzi jednotlivymi listami
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st rozdiely v mnoZstve a velkosti prieduchov vadSie ako v predoslych pripadoch.
Prieduchy I. listu si tieZ v porovnani s ostatnymi najvac3ie. Vysledky uvddzame
v tabulke 3.

Tabulka 3
Velkos( prieduchov Mnoistvo prieduchov na 39,3 ut
List vrechol stred baza vrchol stred baza
S|
x x X x x x

I 34,8 34,8 37,6 7,0 6,6 6,6
VI 26,8 27,6 28,0 15,0 14,0’ 11,0
Vi 26,0 26,8 27,6 17,0 15,0 13,0
IX 23,6 24,0 25,6 19,0 18,0 15,0

b) Rastislavické konope

Prieduchy sme sledovali u tych istych listov ako u Sumperskych konopi. V rdmci
danej odrody sa zdvislost medzi jednotlivymi listami javi rovnakd, ale celkové hod-
noty mnoZstva a velkosti st niZsie ako u Sumperskych konopi.

Tabulka 4

Velkosf prieduchov MnoZstvo prieduchov na 39,3 u?

- vrchol |  stred béza vrchol stred béza
i |

* | * x x * %
I 31,6 ! 35,2 36,4 6,8 6,6 6,3
VI 24,4 ] 24,0 24,8 13,0 10,0 9,0
VII 24,0 24,8 25,2 15,0 13,0 11,0
IX 22,8 i 244 25,2 18,0 16,0 14,0

|

Pri porovndvani vysledkov dvoch uvedenych odréd dosahuju vyssie hodnoty
velkosti aj mnoZstva prieduchov Sumperské konope. Hodnoty v rdmci uvedenych
stanovist si priblizne rovnaké.

Diskusia

Pretoe prieduchy si jednym z hlavnych vnutornych faktorov transpirdcie
Slavik (1958), Maksimov (1952), Hartel (1947) a ini, sme sledovali ich velkost
.a mnoZstvo u niektorych fenofdz sidasne s transpirdciou. Na to, aby sme mohli
ddvaf intenzitu transpirdcie do priameho vzfahu s prieduchmi, je potrebné siasne
pozorovat stupefi otvorenosti zatvdravych buniek. NajvhodnejSia metéda pre
$tudium otvorenosti zatvdranych buniek prieduchu v teréne je Wolfova odtlatkovd
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Wolf (1954). Tdto metédda by danej vilohe vyhovovala. No tito met6du ani ostatné
sme pouZif nemohli pre velké mnoZstvo trichémov, ktoré uplne zabrafiovali
zvliekaniu pokozZky z listu. Pri pouZiti dosf drastického roztoku (Javelov roztok)
sme nemohli pozorovaf len velkosf a mnoZstvo prieduchov.

To, Ze prieduchy vystupuji ako jeden z ddleZitych vnitornych faktorov tran-
spirdcie, by sme na zdklade nagich vysledkov tiez mohli potvrdif. Nasved&uji tomu
vys§ie hodnoty velkosti a mnoZstva prieduchov u odrody Sumperské konope,
a prdve u tejto odrody bola aj vysiia intenzita transpirdcie, Ben&afov4d (1963).

Maksimov (1952) sledoval intenzitu transpirdcie v zdvislosti od mnoZstva
prieduchov. Do uvahy bral len stomatdrnu transpirdciu, pretoZze kutikuldrna tran-
spirdcia je vraj len mali¢ké percento stomatdrnej. Podobne Slavik (1954) v opisane;j
Ivanovovej metédde uvddza prepodet intenzity transpirdcie na jednotku plochy,
zdOraziiujic pritom, Ze znadne vy$Sie percento zastupuje prdve stomatdrna tran-
spirdcia. Predpokladdme preto, Ze zvySenu intenzitu transpirdcie Sumperskych
konopi mohli zvysit aj prieduchy, ich zvy$end velkost a mnoZstvo.

Znadné rozdiely v mnoZstve a velkosti prieduchov medzi I. aZ IX. listom vyplyvaji
zo zdkona Zalenského, Nemec, Pastyrik (1956).

Zaver

Prdca se zaoberd velkosfou a mnoZstvom prieduchov na listoch niektorych inter-
nédil u Cannabis sativa a ich vplyvu na intenzitu transpirdcie.

Z prdce vyvodzujeme tieto uzdvery:

1. Odroda Sumperskych konopi dosahuje vysSie hodnoty velkosti a mnoiZstva
prieduchov ako odroda Rastislavickych konopi a aj vy$§ie hodnoty intenzity
transpirdcie, Bencatovd (1963).

2. Velkost prieduchov klesd od najniZiie inzerovaného listu na osi k najvysgie
inzerovanému a stipa ich mnoZstvo.
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Ymeao B BeIHYHEA YCTHHI — HX BIHAHEE HA TPAHCHHDAIMIO
(y Cannabis sativa L.)

A.BeHyaTboOBa

Pe3ome

B pa6ote obCyxnaeTca BeJIMYMHA M MHOXECTBO YCTHHI| HA JIACTBAX HEKOTODHIX MHTEDHOMMH
y Cannabis sativa H X BIMAHME Ha MHTEHCHBHOCTb TPAHCIMPALMH.

M3 paboThl BHITEKAIOT CNEAYIOMMKE BLIBOABI:

1. INopona 1yMnepcKHX KOHOMNENb AOCTUraeT Gosee BHICOKMX CTOMMOCTe# M Gonbmoro xomm-
YeCTBa YCTHHL Y€M MNOpPOAA PACTHC/IABHLIKHX KOHOMNENb, NMPHYEM MpOSBIAETCA Takxe Gosee
BBICOKa MHTEHCHMBHOCTL TpaHcnMpauuH. (beHuaTtsoBa 1963.)

2. Be/IMYMHA YCTBHI B HANPABJIEHHH OT CaMOrO HW3KONOMELIEHHOrO JIUCTKA Ha OCH K CAMOMY
BBHICOKOMY YMEHbILAETCH, IPHYEM HX KOJIMYECTBO MOBBHINAETCH.

Die Zahl und Grisse der Durchliiftungsorgane (Atmungswurzeln) und ihr Einfluss
auf die Transpiration (bei Cannabis sativa L.)

A. Benlafova

Zusammenfassung

Die Arbeit berichtet iiber die Grosse und Zahl der Blitterstomata bei manchen Internodien der
Cannabis sativa und iiber ihren Einfluss auf die Transpirationsintesitit.

Aus der Arbeit gehen folgende Schliisse hervor:

1. Schumberger Hanfsorte erreicht in ihrer Grésse, wie auch in der Zahl der Blitterstomata
hohere Werte als Rastislavitzer Sorte. Sie erreicht hohere Werte auch in der Transpirationsintensitit
(Bentafova 1963).

2. In der Richtung von dem auf der Achse niedrigstinserierten zum hochstinserierten Blatt
vermindert sich die Grosse der Blitterstomata, vergrossert sich aber ihre Zahl.
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