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WYSTEPOWANIE GRZYBOW TOKSYNOTWORCZYCH
I PATOGENNYCH NA POWIERZCHNI NASION
ORAZ BULW ROSLIN ROLNICZYCH UPRAWIANYCH
W OKOLICY SKEADOWISKA ODPADOW KOMUNALNYCH

OCCURRENCE OF TOXIN FORMING AND PATHOGENIC FUNGI
ON THE SURFACE OF SEEDS AND TUBERS OF PLANTS CULTIVATED
IN THE VICINITY OF MUNICIPAL LANDFILL SITE

Abstrakt: Badania zwigzane z tematem pracy prowadzono w warunkach doswiadczenia polowego zatozonego
w sasiedztwie sktadowiska komunalnego w Tarnowie. Prébki nasion pszenicy i bobiku oraz bulw ziemniaka do
badan pobierano w okresie zbioru plonéw (w latach 2006 i 2007), z poletek doswiadczalnych potozonych z kazde;j
strony od badanego obiektu, w dwdéch strefach 50-200 i 250-500 metréw od jego granic. Jak wynika z uzyskanych
danych, wystepowanie najwyzszej $redniej liczebnosci grzybéw mikroskopowych - Micromycetes odnotowano na
powierzchni bulw ziemniakéw 382 jtk/g™ suchej masy (min 10 - max 1100 jtk/g™"), a najnizszej na nasionach
pszenicy 201 jtk/g™" (min 10 - max 900 jtk/g™"). Wéréd wyizolowanych grzybéw plesniowych stwierdzono szczepy
potencjalnie toksynotwoércze np.: Alternaria alternata, Aspergillus flavus, Fusarium graminearum, Penicillium
rugulosum czy Trichoderma viride. Najsilniejszym dziataniem fitotoksycznym odznaczaly si¢ szczepy: Alternaria
alternata, Penicillium rubum i Penicillium lanosum (wyizolowane z bulw ziemniakéw), a najstabszym dziataniem
szczepy Alternaria alternata i Fusarium oxysporum (wyizolowane z nasion pszenicy). Choroby grzybowe
atakujace nasiona i bulwy wystgpowaly w najwigkszym nasileniu na ro$linach uprawianych na terenie
zrekultywowanego sektora oraz w bezposrednim sasiedztwie czynnego sektora sktadowiska.

Stowa kluczowe: grzyby toksynotwoércze, sktadowisko odpadéw komunalnych, bulwy ziemniaka, ziarno pszenicy
jarej

Wprowadzenie

Sktadowiska odpadéw komunalnych lokalizowane sa poza terenem zabudowanym.
Powoduje to, ze w wielu przypadkach znajduja si¢ one w poblizu p6l uprawnych. Z terenu
sktadowiska emitowane s3 znaczne ilosci szkodliwych zwigzkéw, takich jak: pyly
wzbogacone w metale ci¢zkie, zwigzki organiczne, zwiazki nieorganiczne azotu, siarki,
wegla i inne, a takze bioaerozole, ktére w swoim skladzie mogg zawiera¢ grzyby i ich
wtorne metabolity zwane mikotoksynami [1]. S3 to najczgsciej niskoczasteczkowe
substancje, w stosunku do ktérych organizm nie moze wytworzy¢ zadnych przeciwciat.
Wigkszo$¢ z nich jest stabilna w $rodowisku naturalnym i zabiegi fizyczne nie powoduja
ich degradacji [2]. Obok dziatania toksycznego, zwigzki te wykazuja réwniez wlasciwosci
rakotworcze, mutagenne, teratogenne i estrogenne, a ich szkodliwe dziatanie stwierdza si¢
juz w przypadku wystgpowania w niewielkich st¢zeniach. Substancje te moga powstawac
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w wielu produktach rolnych. Wedtug niektérych danych, nawet 25% ptodéw rolnych na
naszej planecie jest skazonych mikotoksynami [3]. Stad tez celem niniejszej pracy bylo
poznanie sktadu potencjalnie toksynotwdrczych grzybéw plesniowych - Micromycetes
i patogennych wyizolowanych z powierzchni nasion oraz bulw roélin rolniczych
uprawianych w okolicy sktadowiska komunalnego oraz sprawdzenie fitotoksyczno$ci ich
metabolitow.

Material i metody

Badania terenowe prowadzono w latach 2006-2007 w sasiedztwie sktadowiska
odpadéw komunalnych w Tarnowie. Z kazdej strony od badanego obiektu w dwodch
strefach 50-200 i 250-500 metréw od jego granic wyznaczono 8 stanowisk badawczych,
w ktérych zatozono poletka do$wiadczalne. Dodatkowy punkt dziewiaty zlokalizowano na
terenie sektora zrekultywowanego sktadowiska odpadéw. Kazde poletko podzielono na
mikropoletka o powierzchni 25 m”. Doswiadczenie zatozono w czterech powtérzeniach.
We wszystkich punktach wysiano i wysadzono te same odmiany ro$lin uprawnych przy
zastosowaniu tej samej agrotechniki. Na poletkach wysiano bobik odmiany Nadwislanski,
pszenice jarg odmiany Zura oraz wysadzono ziemniaki odmiany Kuklik.

Probki nasion pszenicy i bobiku oraz bulw ziemniaka do badan pobierano z kazdego
mikropoletka jednorazowo w latach 2006 i 2007 w okresie zbioru plonéw. Pobrane prébki
przewozono do laboratorium mikrobiologicznego Katedry Mikrobiologii Uniwersytetu
Rolniczego w Krakowie, gdzie wykonano $rednie prébki zbiorcze z danego poletka
do$wiadczalnego i nastgpnie przeprowadzono analizy mykologiczne metoda posiewu
rozcienczen. Hodowle grzybéw prowadzono na podiozu Malt Extract Agar (MEA, Difco)
w temperaturze 28°C przez 5 dni. Po okresie inkubacji liczbg jednostek tworzacych kolonie
jtk (colony forming units) przeliczono na jeden gram suchej masy nasion i bulw ziemniaka.
Identyfikacja grzybéw dokonywana byla na podstawie analizy makro- i mikroskopowych
cech kolonii, korzystajac z dostepnych kluczy taksonomicznych [4-7]. Po oznaczeniu
przynaleznosci systematycznej wyizolowanych gatunkéw grzyboéw gatunki potencjalnie
toksynotwércze przeszczepiano na ptynne podloze Eldrige’a, chcac stwierdzié
fitotoksyczno$¢ ich metabolitoéw. Zdolnos$¢ te okreslono, przeprowadzajac test biologiczny
z nasionami zielonego groszku [8]. Hodowle tych szczepéw prowadzono w temperaturze
pokojowej przez 14 dni na 100 cm’ ptynnego podtoza w kolbach Erlenmayera. Jako rosliny
testowej uzyto nasion zielonego grochu o numerze serii 1567 TB (,,POLAN” Krakowska
Hodowla i nasiennictwo Ogrodnicze sp. z 0.0.) o sprawdzonej szybko$ci i zdolnosci
kietkowania. Nasiona groszku moczono przez 24 godziny w przygotowanym uprzednio
ptynie pohodowlanym, a nastgpnie wysiewano na plytki wylozone wilgotng wata. Kontrolg
stanowily nasiona groszku moczone w 25% roztworze wodnym pozywki i wysiewane
w ten sam sposéb. Dzialanie metabolitow przyjmowano za fitotoksyczne, gdy
spowodowaty zahamowanie energii kietkowania i zdolno$ci kietkowania nasion grochu
powyzej 30% w stosunku do kontroli.

W celu zbadania zdrowotnos$ci nasion i bulw roslin uprawnych z kazdego poletka
pobierano prébke nasion lub bulw. W przypadku nasion bobiku i pszenicy jarej do analizy
pobierano po 100 nasion z kazdego poletka. Natomiast w przypadku ziemniaka z kazdego
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poletka pobierano do analizy po 25 bulw. Nastgpnie oceniano procent nasion i bulw
z objawami porazenia przez patogeny grzybowe.

Whyniki i dyskusja

Na podstawie przeprowadzonych badan stwierdzono duze zréznicowanie grzybow
mikroskopowych - Micromycetes na powierzchni nasion pszenicy, bobiku oraz bulwach
ziemniaka. Analizujac iloSciowo wystgpowanie grzybdw, mozna stwierdzi¢, ze ich liczba
na nasionach pszenicy wahata si¢ od 50 do 900, nasionach bobiku od 10 do 1000, a na
bulwach ziemniakéw od 60 do 1100 jtk/g”' suchej masy. W okresie prowadzonego
do$wiadczenia maksymalng liczb¢ grzybéw stwierdzono na bulwach ziemniakéw
uprawianych na poletku potozonym na péinoc od sktadowiska. Natomiast najnizsza liczbe
grzybéw przypadajaca na g ' suchej masy nasion lub bulw oznaczono w prébce bobiku
pobranej z poletka potozonego w cze¢sci zrekultywowanej sktadowiska. Poréwnujac $rednie
liczebno$ci grzybéw pomiedzy badanymi nasionami i bulwami, zaobserwowano, ze
najwigksze réznice wystgpowaty miedzy bulwami ziemniaka (382 jtk/g') a nasionami
bobiku (201 jtk/g™") - tabela 1. Mozna przypuszczaé, ze uprawiane rosliny wywieraty
selekcjonujacy wplyw na sktad iloSciowy mikroflory badanych nasion i bulw [9].

Tabela 1
Liczebnos$¢ grzybéw na powierzchni nasion pszenicy i bobiku oraz bulw ziemniaka
Table 1
Number of fungi on wheat and field bean seeds and potato tuber surface
Lokalizacja poletek wzgledem skladowiska [cfu-g™ s.m.]
Stanowisko Kierunek [Isnt::‘;] Ziemniak Pszenica Bobik
WI Zachod/West Do 250 460 300 400
wiI Zachéd/West 250-500 400 900 300
NI Pé6inoc/North Do 250 120 100 245
NII P6tnoc/North 250-500 165 200 100
EI Wschéd/East Do 250 300 110 1000
Ell Wschéd/East 250-500 1100 80 150
SI Potudnie/South Do 250 100 80 180
ST Potudnie/South 250-500 320 60 700
zZ Sektor zrekultywowany 0 565 100 150

Z powierzchni nasion i bulw wyizolowano przedstawicieli grzybéw z klasy
Phycomycetes, Ascomycetes 1 Deuteromycetes (tab. 2). Oznaczono w sumie
29 gatunkéw grzybéw nalezacych do 14 rodzajéw. Wsrdd nich najliczniej reprezentowane
byty grzyby z rodzajéw Alternaria, Aspergillus, Cladosporium, Fusarium, Penicillium
1 Verticillium. Najbardziej zréznicowana pod wzgledem skladu gatunkowego mikoflore
zaobserwowano na powierzchni bulw ziemniaka, a najmniej liczng na nasionach bobiku,
bez wzgledu na pochodzenie prébki. Wsréd wyizolowanych grzybéw plesniowych
stwierdzono réwniez szczepy potencjalnie toksynotwoércze [2]. Rozpatrujac ich udziat
w og6lnej liczbie wyizolowanych grzybéw, nalezy zauwazy¢, ze na powierzchni bulw
ziemniaka stwierdzono szczepy 6 gatunkéw grzybéw (25%), na nasionach pszenicy
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5 gatunkéw (26,3%), a bobiku 9 gatunkéw (52,9%). Mikoflora nasion pszenicy jarej
i bobiku oraz bulw ziemniaka obejmowata réwniez gatunki powodujace choroby roslin
z rodzajéw Alternari i Fusarium.

Tabela 2
Wyizolowane gatunki grzybéw (Micromycetes) z powierzchni nasion pszenicy i bobiku oraz bulw ziemniaka
Table 2
Isolated fungi (Micromycetes) from wheat and field bean seeds and potato tuber surface
Ro$liny uprawne
Lp. Gatunek grzyba Ziemniak P};zel:ﬁca Bobik
1 Absidia glauca, Hagem + - +
2 Alternaria alternata (Fr.) Keissl + + +
3 Alternaria geophila, Daszewska + + -
4 Alternaria tenuissima, Wiltshire - + +
5 Aspergillus flavus, Link - + +
6 Aspergillus niger, van Thieghen + + +
7 Aspergillus ochraceus, Wilh. + - +
8 Botrytis cinerea, Pers. Ex Fr. + + -
9 Cladosporium cladosporioides, de Vries + + +
10 Cladosporium herbarium, Link + + +
11 Fusarium graminearum, Schwabe + - +
12 Fusarium sporotrichioides, Cesati - + -
13 Fusarium oxysporum, Schlecht - + +
14 Fusarium sp. + - -
15 Fusidium sp. + - +
16 Humicola grisea, Traen + - +
17 Mucor hiemalis, Wehmer + + +
18 Penicillium lanosum, Westling + - -
19 Penicillium notatum, Westling + - +
20 Penicillium patulum, Bain - - +
21 Penicillium rubrum, Stoll + - -
22 Penicillium rugulosum, Thom - - +
23 Penicillium sp. - + -
24 Rhizopus sp. + + +
25 Trichoderma viride, Pres et Fr. - - +
26 Verticillium chlamydosporium, Godd. + + -
27 Verticillium glaucum, Bonorden + - +
28 Verticillium cellulosae, Daszewska + - -
29 Zygorrhynchus heterogamus, Vuill + - +
Razem 24 19 17

l:l - toksynotworcze szczepy wyizolowanych grzybéw

Toksyczne metabolity szczepéw grzybéw wyizolowanych z bulw ziemniaka
powodowaty zmniejszenie szybko$ci kietkowania nasion zielonego groszku w granicach
49-94%, a zdolnosci kietkowania od 44 do 88% (tab. 3). Toksyczne metabolity grzybéw
wyizolowanych z powierzchni nasion pszenicy hamowaty szybko$§¢ kietkowania nasion
w granicach 31-81%, a zdolnos$¢ kietkowania nasion od 27 do 74%, natomiast metabolity
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grzybéw potencjalnie toksynotwérczych wyizolowanych z nasion bobiku zmniejszaty
szybko$¢ hamowania nasion ro$liny testowej w granicach od 52 do 83%, a zdolnos¢
kietkowania od 43 do 74%.

Tabela 3
Wptyw metabolitéw grzybéw toksynotwodrczych na kietkowanie nasion zielonego groszku
Table 3
The effect of metabolites of toxin forming fungi on the germination ability of pea seeds
Rosliny uprawne
Grzyby toksynotwércze Ziemniak Bobik Pszenica
a* b#* a b a b
Alternaria alternata (Fr.) Keissl. 88 84 52 43 39 27
Aspergillus flavus Link. - - 74 65 81 74
Aspergillus ochraceus, Whil. 81 79 72 69 - -
Cladosporium cladosporioides, de Vries 69 59 65 60 63 57
Fusarium graminearum Schwabe 49 44 83 74 - -
Fusarium oxysporum, Schlecht - - 78 69 31 28
Fusarium sporotrichioides, Sherb. - - - - 63 59
Penicillium lanosum, Westling 94 88
Penicillium patulum, Bain - - 59 52 - -
Penicillium rubum Stoll 92 87 - - - -
Penicillium rugulosum, Thom - - 68 64 - -
Trichoderma viride, Pers et Fr. - - 73 62 - -
*a - zmniejszenie szybkosci kietkowania nasion [%]
**b - zmniejszenie zdolnosci kietkowania nasion [%]
Tabela 4
Procentowy udziat bulw i nasion porazonych przez choroby grzybowe
Table 4
Percentage of seeds and tubers infected with fungal diseases
Lokalizacja poletek wzgledem skltadowiska Procent porazonych nasion
Stanowisko Kierunek Strefa Ziemniak Pszenica Bobik
[metry]
WI Zachod Do 250 6,5 2,5 7,0
wiI Zachod 250-500 6,6 1,9 5,0
NI Péinoc Do 250 13,3 35 12,9
NII Pétnoc 250-500 10,9 43 9,5
El Wschéd Do 250 12,0 6,4 13,6
E Il Wschéd 250-500 12,3 5,1 11,5
S1 Potudnie Do 250 7,5 35 13,8
S 1T Potudnie 250-500 7,3 3,4 9,9
Z Sektor zrekultywowany 0 15,8 5,1 15,6

Nasiona bobiku i pszenicy jarej oraz bulwy ziemniaka byly porazane przez patogeny
grzybowe (tab. 4). Sa to przede wszystkim przedstawiciele z klasy Deuteromycetes, wsroéd
ktérych stwierdzono gatunki zaliczane do potencjalnie toksynotwoérczych [10].
W przypadku ziemniaka najwigkszy procent porazonych przez choroby grzybowe bulw
zaobserwowano na poletkach zlokalizowanych na terenie zrekultywowanego sektora.
Znaczny odsetek porazonych bulw byt réwniez na poletkach, ktére byty zlokalizowane po
wschodniej i péinocnej stronie sktadowiska, a wigc najblizej czynnego sektora. Podobne
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zalezno$ci zaobserwowano w przypadku wystepowania choréb grzybowych na nasionach
bobiku i pszenicy jarej. Nie stwierdzono zalezno$ci pomigdzy wystepowaniem objawéw
choréb grzybowych na nasionach i bulwach a liczebnoscia izolowanych z ich powierzchni
grzybow.

Whioski

1.

Na powierzchni nasion pszenicy, bobiku oraz bulw ziemniaka stwierdzono
wystepowanie grzybow potencjalnie toksynotwdrczych.

2. Z przebadanych w teScie biologicznym szczepéw gatunkéw potencjalnie
toksynotworczych ponad potowa okazata si¢ szczepami toksycznymi.

3. Najsilniejszym dziataniem fitotoksycznym odznaczaty si¢ szczepy: Alternaria
alternata, Penicillium rubum i Penicillium lanosum, ktére wyizolowano z bulw
ziemniakow.

4. Nasiona pszenicy i bobiku oraz bulwy ziemniaka byly najcze$ciej porazane przez
choroby grzybowe na poletkach zlokalizowanych na terenie zrekultywowanego sektora
sktadowiska oraz w jego bezposrednim sasiedztwie.
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OCCURRENCE OF TOXIN FORMING AND PATHOGENIC FUNGI
ON THE SURFACE OF SEEDS AND TUBERS OF PLANTS CULTIVATED
IN THE VICINITY OF MUNICIPAL LANDFILL SITE
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Abstract: The investigation was carried out as a field experiment in the vicinity of municipal landfill site in
Tarnow. Samples of spring wheat seeds and potato tubers were taken at the harvest time (in 2006 and 2007), from
plots located on each side of landfill site in two zones: up to 250 m and 250-500 m from its boundaries.
Considering the results of the research on the occurrence of Micromycetes it was found that the highest number of
these microorganisms was on the surface of potato tubers - 382 cfu-g™ d. m. (min 10 - max 1100 cfu-g™), and the
lowest on spring wheat seeds 201 cfu-g™' (min 10 - max 900 cfu-g™"). Among isolated molds were potentially toxin
forming strains eg Alternaria alternata, Aspergillus flavus, Fusarium graminearum, Penicillium rugulosum and
Trichoderma viride. The most toxic were strains of Alternaria alternata, Penicillium rubum and Penicillium
lanosum - isolated from potato tubers, and the least toxic were strains of Alternaria alternata and Fusarium
oxysporum - isolated from spring wheat seeds. Fungal diseases of seeds and tubers predominated on plants
cultivated on plots located in the area of reclaimed sector and in the vicinity of active sector of landfill site.

Keywords: toxins producing fungi, municipal landfill site, potato tubers, spring wheat seeds



