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Izvledek:
Na podrodju zaidite lesa se v zadnjem dasu pojavljajo nabakerodpomi sevi gliv, kar v praksi predstavlja velikproblem. Tolerantne glive ogroZajo za5diten ies v uporabi z obidajno trqino-stjo nuo fb r.t, ,qi lrr, oluz"n ,tolerantnimi sevi gliv,.lahko g1o.qa!e Ze v nekaj letih.'Mehanizmi toieranh;sti s" niro pous"nr polasnjeni. velikpomen se pripisuje oksalni kislini, ki jo intenzivno tvorijo tolerantne glive. Z laboiatorlstimi poskusi smougotovili, da je poleg tega mehanizma pomemben tudi aklivni transport-bakra v micelij gliv. pri gtirut, ti n.izlodajo oksalne kisline, je translokacija bakra povzrodena z difuzijo.
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Antrodia vaillantii

COPPER TMNSLOCATION FROM PRESERVED WOOD EXPOSED
TO WOOD DECAY FUNGI

Abstract:
Copper tolerance by wood decay fungi is one of the most signfrcant problems in the feld of wood presenation.These fungi are a potential danger for preserved wood in -use, wogd with an eryected tifespan of 30 years.Howe.ve.r, the nature of the fungal tolerance is still no! completely undertrcoa. rn"'riiiitonce of some species of
y3od decal fu-ngi to copper has been connected to thiir pioduction of copioi amounts of omlic acid.However, oxalic acid production.is not the only factor responsible-for'this p,h"no^"non. Laboratoryexperiments have shown that one other important michanism is active coppbr tanspirt ofcopper nterantTtnfiand dffision of copper by intolerant onei.

Key words: wood pres,ervation, copper based preservatives, copper torerance,
oxalic qcid, Antrodia vaillantii



160
Zbornik gozdarstva in lesarstva, 67

f,

6

VSEBINA
CONTENTS

UVOD
INTRODUCTION ... 161
MATERIAL IN METODE
MATERIAL AND METHODS ...................162
REZULTATI IN RAZPRAVA
RESULTS AND DISCUSSION... ............... 164
SKLEPI
CONCLUSIONS ..... 168
SUMMARY . . . . . . . . . . . . .  168
VIRI
REFERENCES.. . . . . . . . .  . . . . . . . . . . . . . . . .  169
ZAHVALA
ACKNOWLEDGEMENT.. . . . . . . . . . .  . . . . . . . . . . . . . . .  l7 l



t6 l
Humar, M., Pohleven, F., Kalan, P., Amartey, S.: Translokacija bakra...

UVOD
INTRODUCTION

Bakrove spojine se Ze ved kot 150 let uporabljajo za za((ito lesa. Letno se v svetu v ta

namen porabi ved kot 25.000 ton bakrovih pripravkov, kolidina pa 5e vedno nara5da

(RICHARDSON 1993, HUGHES 1999, P,RESTON 2000). Razlogov zato je vet:

. Ze v relativno nizkih koncentracijah baker udinkovito zavira rast gliv, bakterij in alg,

na viSje rastline pa pri nizkih koncentracijah ne vpliva negativno, ampak je celo

nujno potreben za njihov pravilni razvoj (GUPTA 1979);

o zaSditna sredstva na osnovi bakra so relativno poceni in razmeroma vama v

primerjavi z ostalimi za5ditnimi pripravki (RICHARDSON 1997);

. zaradi strupenosti ali njihove okoljske neprimernosti velja prepoved oziroma stroZji

nadzor nad nekaterimi klasidnimi za5ditnimi sredstvi za les (PCP, TBTO, Lindan)

(POHLEVEN r998);

r hiter razvoj deLel tretjega sveta in s tem povezana vedja poraba za5ditenega lesa

(RTCHARDSON 1997).

Najvedja slabost zaSditnih sredstev na osnovi bakra je izpiranje. Baker namred s

komponentami lesa ne reagira, zato se iz lesa izpira (RICHARDSON 1993). Druga

slabost bakrovih pripravkov je pojav na baker odpomih sevov gliv (ZABEL 1954,

TSUNODA / NAGASHIMA / TAKAHASHI 1997, WOODWARD / DE GROOT

1999). Tolerantne glive ogroZajo za5diten les, to je les z najvedjo funkcionalno in

komercialno vrednostjo (HUMAR / POHLEVEN 2000). Znano je, da odpornost gliv na

baker modno variira tako med posameznimi wstami kot med posamemimi izolati

(ZABEL 1954, DA COSTA 1959). Uspevanje gliv v toksidnih okoljih je v najvedji meri

odvisno od fiziolo5kih znadilnosti posamezle wste. Toleranco rnzumemo kot sposobnost

organizma, da preZivi na modno kontaminiranem goji5du zaradi svojih specifidnih

mehanizmov, s katerimi lahko zmanjSa toksidnost kovine (GADD 1993). Toleranca

posameznih wst gliv na baker je Ze dolgo znana, kljub temu je mehanizem tolerance 5e

vedno nepojasnjen (HIRT 1949, ZABEL 1954, DA COSTA 1959, TSLINODA /

NAGASHIMA / TAKAHASHI 1997, POHLEVEN et al. 1999. HUMAR / PETRIC /

POHLEVEN 2001).
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Pomembno vlogo pri toleranci ima zagotovo oksalna kislina. Med trohnenjem lesa baker

v lesu reagira z oksalno kislino in pri tem nastane v vodi netopen bakrov oksalat. eeprav

nadin delovanja bakra na glive 5e ni popolnoma jasen, vemo, da le v vodi topen baker

deluje fungicidno. Glive s transformacijo bakra v netopen bakrov oksalat povzrodijo, da

je ta neudinkovit (SUTTER / JONES / WALCHLI 1983, RICHARDSON 1997,

POHLEVEN et al. 1999). S poskusi so celo dokazali, da glive lahko uspevajo na podlagi,

kjer so velike kolidine bakrovega oksalata (SUTTER / JONES / WALCHLI 1983).

Na splosno so glive bele trohnobe manj tolerantne na zviSane koncentracije bakra kot

glive povzroditeljice rjave rrohnobe (TSUNODA / NAGASHIMA / TAKAHASHI

1997). To dejstvo dobro sovpada s podatki o izlodanju oksalne kisline. 2e Takao (1965)

navaja, da glive bele trohnobe izlolajo manj oksalne kisline kot glive rjave trohnobe.

Najvedja toleranca je bila opaZena pri glivah iz rodu Antrodia (SCHMIDT / WHITTEN /

NICHOLAS l98l). Pri tolerantnih glivah, ki so prerasdale nezaiditen les, so v lumnih

celic in na hifah naSli kalcijev oksalat (TSUNODA / NAGASHIMA / TAKAHASHI

1997). Zato domnevajo, da pri za5ditenem lesu namesto kalcijevega oksalata nastaja

bakrov oksalat (STEPHAN / LEITHOFF / PEEK 1996).

S pretvorbo bakra v bakov oksalat lahko pojasnimo pomemben del vzrokov za odpornost

gliv na baker. Vendar to zagotovo ni edini mehanizem. Pohleven s sodelavci (1999)

meni, da imajo glive razlidno razvito sposobnost selektivnega sprejema bakra v celice

gliv. Poleg na5tetih mehanizmov ima verjetno veliko vlogo tudi translokacija bakra iz

lesa. Namen tega prispevka je osvetliti do sedaj velikokrat zanemarjeno povezavo med

translokacijo baka iz za5ditenega lesa in toleranco gliv na baker.

MATERIAL IN METODE
MATERIAL AND METHODS

Izhodne kulture micelija smo vzeli izzbirke gliv Biotehni5ke fakultete, Oddelek za

lesarstvo, Katedra za patologijo in zaSdito lesa. Tri uporabljene glive povzrodajo rjavo

trohnobo (Antrodia vaillantii L037 (Pv2), Gloeophyllum trabeum ZIM L0l7 (GD

(RASPOR et al. 1995) tn Leucogtrophana pinastri HTP 592 (Yf)), zelo raz5irjena pisana

ploskocevka (Tv) (Trametes versicolor (L.: Fries) Pil6t) pa belo trohnobo' Kljub temu, da
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v naravi zelo redko najdemo glive bele trohnobe na lesu iglavcev, smo vedino

eksperimentov opravili na srnrekovem lesu. V laboratorijskih pogojih te gobe nimajo

konkurence 
'tn 

zato lahko razkrajajo tudi iglavce (GREEN / HIGHLEY 1997). Glivi

Antrodia vaillantii in Leucogtrophana pinastri sta po na5ih predhodnih ugotovitvah

tolerantni na baker (HUMAR/ PETzue / POHLEVEN 2001, HUMAR et al.200t\.

Vzorce dimenzij 1,5 x 2,5 x 5,0 cm smo izdelali iz beljave smrekovine (Picea abies L.

Karst.). Absolutno suhi vzorci so bili impregnirani po standardnem postopku s pomodjo

vakuuma, kot je opisano v standardu EN I 13 (1989). Uporabili smo dva pripravka na

osnovi bakra, bakrov(Il) sulfat (CuS) in bakrov(ll) oktanoat z etanolaminom (CuE).

Koncentracija bakra v pripravku je bila v obeh primerih 0,75 %. Impregnirane vzorce

;mo nato Stiri tedne suSili. Prva dva tedna v zaprtih, tretji teden v polzaprtih h zadnji

feden v odprtih petrijevkah. Na ta nadin smo simulirali naravno suSenje. Kontrolne vzorce

;mo namesto z bakrovim pripravkom impregnirali z destilirano vodo. Vzorcem smo po

impregnaciji gravimetridno dolodili vlaini navzem. Zra(no su5ene impregnirane in

<ontrolne vzorce smo pred izpostavitvijo su5ili 24 ur v su5ilniku pri 103'C. Absolutno

;uhim smo dolodili maso in podakali nekaj dni, da so se na aaku, pri sobnih pogojih,

ronovno navlaZili. V avtoklavu smo jih sterilizirali 40 min pri 1,5 bar in jih naslednji dan

rstavili v gojitvene kozarce, kjer je bilo hranilno gojiSde preraslo z micelijem. Polagali

;mo jih na mreZico in s tem prepredili stik vzorcev z gojiSdem. Vzorci so bili 16 tednov

zpostavljeni glivi, nato smo jih odistili in jim gravimetridno dolodili izgubo mase.

lo kondanju poskusa smo izolirali tudi micelij in hranilno goji5de. S postopkom razklopa

>2. mineralizacije prevedemo elemente v raztopino kot ione in jih tako lodimo od osnove.

lazklop lesnih vzorcev smo opravili v mikrovalovni pedi na mokri nadin in v zaprtem

iistemu. V teflonske londke smo zatehtali od 0,2 do 0,4 g zdrobljenega organskega
nateriala in ga prelili s 5 ml durikove (v) kisline (HNo:) in 2 ml vodikovega peroksida

HzOz). Razklop je potekal v mikrovalovni pedi za razklop vzorcev ETHOS 900 pri

emperaturi 473 K v laboratoriju za gozdno ekologijo Gozdarskega instituta Slovenije. Po
azklopu smo dolodili vsebnost bakra v raztopinah z metodo plamenske atomske
rbsorpcijske spektroskopije (FLAAS Thermo Yarrel Ash Scan).
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REZULTATI IN RAZPRAVA
RESULTS AND DISCUSSION

Po 16 tednih izpostavitve so glive vsaj delno razkrojile zaSditen les. Bela hiSna goba

(Pv2) je bolj razkrojila s CuS za5diten les kot les, impregniran s CuE. Po drugi strani je

bilo pri tramovki in pisani ploskocevki ravno obratno. Gliva Leucogtropana pinastri (Yf)

je v enaki meri razkrojila vzorce za5ditene z bakrovima pripravkoma (preglednica l).

Kontrolni vzorci so pri vseh glivah izgubili ved kot 25 %o za&tne mase, kar je zadosten

dokaz, da so bile kulture gliv aktivne. Celo pisana ploskocevka je razkrojila 28 Yo mase

vzorcev, kar dokazuje, da gliva bele trohnobe, ki jo v naravi redkeje najdemo na lesu

iglavcev, v laboratorijskih pogojih lahko dobro raz*,;raja tudi smrekovino (preglednica l).

Preglednica l: Izgube mase in vlaZnost z bakrovimi pripravki za5ditenih in neza5ditenih

lesnih vzorcev, dolodene po privzetem evropskem standardu EN ll3

(n:7)

Table 1 Mass losses and moisture content of copper impregnated and un-

impregnated samples determined according to the standard EN I 13

(n:7)

Gliva
Funsus

Zalditni pripravek
Presemalive solulion

Izguba mase [%]
Mass loss [o%l

VlaZnost lesa [7o]
Moislure conlenl [okl

Gt
CuS z
CuE 6 77
K 49 60

Pv2
CuS 8 6',1
CuE J 120
K 28 ) l

Tv
CuS l l

CuE 8 80
K 28 56

Yf
CUS 6 6',)

CuE 6 95
K 25 55

V preglednici 2 so v prvem stolpcu predstavljene koncentracije Cu v miceliju/hranilnem

gojiSdu, v drugem pa kolidina Cu v micelijr.r./hranilnem goji5du. Koncentracije bakra v

hranilnem gojiSdu nam pojasnijo le del aktivnosti glive, vendar med seboj niso vedno

primerljive, ker nekatere glive tvorijo obilneje, druge pa manj bogato podgobje. Tudi

koncentracije bakra v hranilnem gojiSdu so na prvi pogled nizke, vendar je treba

upo5tevati, da je masa hranilnega goji5da tudi 2O-krat vedja od mase micelija.
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Preglednica 2: Koncentracije bakra in kolidina bakra v hranilnem goji5du (HG) in

miceliju (M), ki je 16 tednov prera5dal impregnirane in neimpregnirane

vzorc,e smrekovega lesa (cso = 0,75 %) (CuE - Bakrov(Il) oktanoat z

etanolaminom; CuS - Bakrov(Il) sulfat)

Table 2: Copper concentration and total amount of copper in nutrient medium

(HG) and mycelium (M) that overgrew impregnated and non-

impregnated Norway spruce samples exposed to wood rotting fungi for
I6 weeks. (cc, : 0,75 o/,.o) (CuE - Copper(Il) octanoate with

ethanolamine; CUS - Copper(Il) sulfute)

'resenetljivo visoke koncentracije cu so bile v miceliju tolerantnih gliv (yfl pv2) v
'zorcth, zasditenih s cuS. V miceliju glive Yf smo izmerili popredno skoraj 40.000 ppm
4 %)balsa (preglednica 2). Torej je glivi uspelo iz lesa odstraniti pribliftro l0 % bakra,
i smo ga v les vnesli z impregnacijo (impregnirani vzorci so vsebovali polpredno 55 mg
akra). Podoben pojav smo opazili tudi pri beli hi5ni gobi. Prisotnost bakra na powsini
ticelija gliv smo opazili Ze s prostim odesom. Verjetno sta obe toleranti glivi uspeli

Gliva ZaJditni pripravek
Preservalfi)e solution

Substrat
Subslrale

Koncentracija Cu [ppm]
Cu concenttalion fnnml

Kolidina Cu [mg]
Amount ofCu [mel

it

CuE M 247 +76 0.1 59
HG l 1 5 + 2 0 r.7 t4

CUS
M 973 + 159 0-713
HG 227 +.69 t-773

K M 0.5 + 0.2
HG 0.5 + 0.1

tv2

CUE
M 798 + 401 0,s92
HG 277 * to l 3 . 1  7 l

CuS M t o J S  t  J J  I 14.6083
HC 4 6  + 3 1 0.382

K M 1 . 2 + 0 . 2
HG 0.5  +  0 .1

CuE M 700 + l6l 0.853
HG 520 + t59 2.732

CuS
M 3 8 2 +  l 9 l 0,642
HG 267 + t6l 0.7872

K M 0.1  +0 .2
HG 0.5 + 0.1

f

CuE M 1637 + 422 0.1004
HG 1089+ 137 5.623

CuS M 39004 + 5377 I 1.669
HC 7 9 + 3 0.298

K M 0.9 + 0.2
HG 0.5 + 0.1
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spremeniti bakrov(Il) sulfat v lesu v netopen bakrov oksalat, ki se je v obliki kristalov

izlodil na hife gliv. Prisotnost tega mehanizma smo 5e dodatno potrdili z EPR in FTIR

spektroskopskimi raziskavami (HUMAR et al. 2001). Podoben pojav je opisan tudi za

kristale kalcijevega oksalata. Zato lahko potrdimo, da je formacija bakrovega oksalata v

za5ditenem lesu zelo podobna tvorbi kalcijevega oksalata v neza5ditenem lesu

(STEPHAN / LEITHOFF / PEEK 1996, TSUNODA / NAGASHIMA / TAKAHASHI

1997). Kako poteka transport netopnega bakrovega oksalata izvzorcev, si zaenkrat 5e ne

mamo pojasniti. Zanimivo je, da v hranilnem goji5du, na katerem so hife prera5dale

vzorec, za5diten s CuS, nismo opazili zviSanja koncentracij Cu (preglednica 2). Rezultat

je pridakovan, saj je bakrov oksalat netopen v vodi in zato tudi ni priSlo do difuzije iz hif

in lesa v hranilno gojiSde.

Do nasprotnega pojava je pri5lo pri lesu, zaSditenem s CuE in izpostavljenem

tolerantnima glivama. V hranilnem goji5du smo opazili viSje koncentracije Cu, medtem

ko so koncentracije Cu v miceliju niZje. Vzrok zatapojav se verjetno skriva v dejstvu, da

smo z za$ditnim sredstvom CuE v les vnesli tudi etanolamin. Manj5i del v les navzetega

etanolamina izhlapi, vedji del pa ostane vezan v lesu (HUMAR / PETRIC 2000). Med

procesom razkroja s CuE za5ditenega lesa so glive prav tako izlodale oksalno kislino,

vendar pri tem ni nastal netopen bakrov oksalat, temved topen kompleks bakra,

etanolamina in oksalne kisline (HUMAR el a/. 2001). Zatadi topnosti kompleksa je

baker ohranil fungicidne lastnosti in zato ni pri5lo do vedjih izgub mase pri vzorcih,

izpostavljenih tolerantni glivi Pv2. Tudi vlaZnost vzorcev, impregniranih s CuE, je bila

zelo visoka (preglednica l). Opazili smo, da so se na okuZenih vzorcih pojavile celo

kapljice, tako da je bila na ta nadin med vzorci in hranilnim goji3dem vzpostavljena

povezava, preko katere je baker lahko difundiral v hranilno goji5de. Ravno tako je v

gojiSde prehajal tudi baker s povr5ine micelija gliv. Pri tem se postavlja vpraSanje, ali je

translokacija bakra v tem primeru res rezultat aktivnega delovanja gliv, ali le posledica

navlaZenja lesnih vzorcev, kar omogoda njegovo difuzijo.
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Slika l: Korelacija med vlaZnostjo z bakrovimi pripravki zas(itenega lesa, ki je bil
16 tednov izpostavljen delovanju gliv, in izmerjeno kolidino bakra v

hranilnem goji5du

Figure 1: Conelation between moisture content and amount of copper translocated

from the copper treated sample into the nutrient medium.

Pri vzorcih lesa, izpostavljenih netolerantnima glivama (Tv in Gt), smo opazili nekoliko

lrugadne rezultate. Glivi sta pribliZno v enaki meri translocirali baker iz lesa, zaSditenega

; CuS, kot iz lesa, zaSditenega s CuE (preglednica 2). Za obe glivi je znadilno, da ne
zlotata tolik5nih kolidin oksalne kisline kot tolerantni, temved zakisata les z drugimi
rrganskimi kislinami (TAKAO 1965, HUMAR / pETRIe / POHLEVEN 2001.
{UMAR et al. 2001). Zato se baker v netolerantnih glivah v manj5i meri ali pa sploh ne
ransformira v bakrov oksalat. Kljub temu glivi zakisata les (HUMAR / pETzui /
)OHLEVEN 2001) in na ta nadin povedata mobilnost bakra. Menimo, da v tem primeru
rrav tako pride do difuzije bakra iz lesa v hranilno goji5de preko micelija ali vodnih
rapljic v stiku z vzorcem in hranilnim gojiSdem. Hitrost difuzije bakra v hranilno gojisde
e v veliki meri odvisna od vlaZnosti vzorcev, kar se vidi iz zelo madilne korelacije med
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vlaZnostjo in translokacijo. Z nara5dajodo vlaZnostjo naraSda mobilnost bakra, kar se

odraLa v zviSani koncentraciji Cu v hranilnem gojiSdu ( grafikon l). Torej je translokacija

Cu v teh primerih posledica zvi5ane vlaZnosti in ne aktivnega transporta bakra, ki je

znadilen za hife tolerantnih gliv (Pv in Yf), ki prera5dajo vzorce, za5ditene z bakrovim

sulfatom.

Opisana translokacija je zelo zanimiva tudi iz drugega vidika. Glive bi lahko uporabili za

okolju prijazno razstrupljanje odsluZenega za5ditenega lesa. OdsluZen les bi izpostavili

tolerantnim lesnim glivam, nato pa bi spro5dene aktivne komponente izprali iz lesa

ffiUMAR/ POHLEVEN 2OOI).

SKLOPI
CONCLUSIONS

Po izpostavitvi z bakovimi pripravki za5ditenega lesa glivam, smo v miceliju in

hranilnem gojiSdu zaznali zvi5ane koncentracije bakra. Menimo, da sta vnoka za

translokacijo baka dva: aktivni transpoft baka iz lesa in difuzija. Aktivni transport igra

odlodilno vlogo pri tolerantnih glivah, ki izlodajo veliko oksalne kisline, pri tem v lesu

nastane netopen bakov oksalat. V primerih, ko v lesu ne nastaja netopen bakrov oksalat,

glive pa modno navlaZijo les, smo opazili modno soodvisnost med vlaZnosdo lesa in

kolidino translociranega bakra. Menimo, da z naraSdajodo vlaZnostjo lesa nara5da tudi

difuzija bakra v podlago. Opisane mehanizme bi lahko koristno uporabili za

odstranjevanje bakrovih spojin iz odpadnega za5ditenega lesa.

SUMMARY

All fungi translocated copper from copper treated samples. We found two mechankms

responsible for this phenomenon. The first mechanism is the dffision of copper and the

other is the active transport of copper into the mycelium. The active transport was found
to be the most important mechanism of the copper tolerant /ungi Antrodia vaillantii and

Leucogtropana pinastri for decaying copper sulphate treated samples. These nuo fungi
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excrete copious amounts of oxalic acid that reacts with copper sulphate in wood into

copper oxalate.

The mechanism of dffision was further supported by a strong correlation between the

moisture content of the samples and the amount of translocated copper into the nutrient

medium. During the initial stages of decqy, fungi moisturized the samples and increased

moisture content above the fibre saturation point. Fungi excrete diferent type of organic

acids (not oxalic acid) in which the normally poorly soluble copper becomes soluble.

Therefore, diffusion takes place and copper from the cell wall diffuses into the free water

in cell lumens andfurther inro rhe nutrient medium and mycelium.

However, the phenomenon of copper translocation can be interesting from two dfferent

points of view. The first is that understanding of this phenomenon can lead to the

development of a new, more resistant generation of copper based wood preservatives.

Secondly, we could use selected copper tolerant fungi for environmentally friendly bio-

recycling of spent preserved wood.
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