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Abstract: In laboratory experiments the influence of fuel oil in concentrations: 0,1; 0,5 and 2,5%
on the different species of soil fungi: Trichoderma viride, Trichothecium roseum, Fusarium
culmorum, Fusarium oxysporum, Fusarium solani, Trichocladium asperum, Alternaria alternata,
Botrytis cinerea, Aspergillus niger was investigated. Addition of fuel oil considerably influenced
the fungi growth and mycelium morphology (colour and sporulation) at all investigated species of
soil fungi. In mosts cases fuel oil, especially in greater concentrations, caused the decrease or even
entire set-back of the growth of the investigated fungi, causing changes in colour and mycelium
structure and the diminution or entire disappearance of sporulation. On other hand, in the species
Trichoderma viride, Fusarium culmorum the increasing height of fungi mycelium on the substra-
tum with increased quantities of fuel oil was observed what may suggest the utilization of fuel oil
as sources of carbon and of energy by these fungi strains.

Stowa kluczowe: grzyby glebowe, olej napedowy, morfologia grzybni.
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WSTEP

Bardzo wazny z gospodarczego punktu widzenia jest fakt, ze organizmy glebowe
sg zdolne skutecznie rozktada¢ prawie wszystkie substancje o bardzo ztozonej budo-
wie, takie jak: hormony, antybiotyki, srodki ochrony roslin, weglowodory aromaty-
czne itp. zwigzki chemiczne. Utrzymywanie bowiem tych zwiazkéw w glebie, w ich
czynnej, niezmienionej postaci miatoby skutek katastrofalny, zaktocajac réwnowage
biologiczng w glebie i prowadzac do jej degradacji. Jednym z takich zwigzkdw,
wprowadzanym do Srodowisk naturalnych w bardzo duzych iloSciach jest olej nape-
dowy, ktéry w rézny sposéb dostajac sie do gleby, wywotuje w niej szereg efektow
ubocznych, nie zawsze korzystnych dla bytujgcej tam mikroflory [Daca i in. 1977,
Hong-Gyu i Bartha 1990, Michalcewicz 1995, Mitkowska i in. 1976, Nowak i in.
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1998, Ulfug i in. 1997, Zabtocka-Godlewska i Mrozowska 1997]. Jednoczesnie
zwrdcono uwage, ze wiele drobnoustrojow glebowych, w tym grzybow jest zdolnych
do rozktadu weglowodoréw aromatycznych. Zwigzane tojest zaréwno z ich adaptacjg
do obecnosci tych ksenobiotykéw w Srodowisku, jak réwniez wykorzystaniem sub-
stancji ropopochodnych jako Zrddia energii i pierwiastkow koniecznych do wzrostu.
Z gleb zaolejonych wyizolowano szereg drobnoustrojow, miedzy innymi z rodzaju:
Micrococcus, Pseudomonas, Bacillus, Proteus, Pénicillium, Aspergillus, Candida,
Geotrichum, Trichoderma, Fusarium, Cladosporium itd. [Reese i in. 1955, Kerry
1990, Lisowska i in. 1997, Sheridan i Soteros 1964].

Doceniajac role drobnoustrojéw, w tym saprofitycznych grzyb6éw glebowych w
procesach biodegradacji zwigzkdw ropopochodnych, podjeto niniejsze badania, nie
zapominajac jednoczesnie o ubocznych, niepozadanych zmianach miedzy innymi w
sktadzie ilosciowym ijakosciowym mikroflory glebowej, ktdre wystepuja pod wpty-
wem tych ksenobiotykéw. Celem pracy byto okre$lenie wptywu oleju napedowego
na wzrost i rozwdj wybranych grzybéw glebowych oraz ich morfologie.

MATERIAL | METODYKA

Do badan zostat uzyty ogolnie dostepny w stacjach CPN olej napedowy do
silnikdw Diesla, zblizony swymi wiasciwosciami do naturalnej ropy o gestosci 0,841
Mg ¢ m-3. Obiektem badan byly czyste szczepy muzealne dziewieciu gatunkow
grzybéw saprofitycznych pospolicie wystepujgcych w glebie: Trichoderma viride
Persoon ex Fries, Trichothecium roseum Link, Fusarium culmorum (W.G. Smith)
Saccardo, Trichocladium asperum Harz, Fusarium oxysporum Schlecht em. Shyder
et. Hansen, Alternaria alternata (Fries), Fusarium solani (Martius) Saccardo,
Botrytis cinerea Persoon ex Fries, Aspergillus niger Van Tieghem. Zastosowano olej
napedowy dodawany w stezeniach: 0,1; 0,5 oraz 2,5% do sterylnej, przestudzonej
pozywki Sabouraund, kt6rg nastepnie emulgowano tak dtugo, az otrzymano doktad-
nie wymieszana, trwatg emulsje. Pozywka bez oleju napedowego stanowita kombi-
nacje kontrolng. Tak przygotowane podtoza rozlano do szalek Petriego, a nastepnie
po zastygnieciu zaszczepiono 3-dniowa grzybnig badanych szczepow grzybow.
Szczepy te inkubowano nastepnie w temperaturze pokojowej, codziennie, przez 10
dni, mierzac $rednice kolonii.

WYNIKI

Uzyskane wyniki badan przedstawiono na wykresach 1do 9 (poszczeg6lne stupki
odpowiadaja kolejnym dniom pomiaru $rednicy grzybni).

Grzybnia Trichoderma viride (rys. 1) najszybciej rosta na pozywce kontrolnej bez
dodatku oleju napedowego, nieco wolniej na poditozu z 0,1 % oleju. Na pozywce bez
dodatku oleju i z dodatkiem oleju 2,5% juz w trzecim dniu grzybnia pokryta calg
szalke, natomiast przy stezeniu 0,1 % dopiero w dziewigtym dniu badan. Morfologi-
cznie grzybnia byfa zréznicowana i na pozywce kontrolnej miata barwe zielong z
bardzo obfitym zarodnikowaniem. Natomiast na podtozach, z dodatkiem oleju we
wszystkich stezeniach, oznaczala sie barwg biatg i dopiero w trzecim dniu pomiaru
stwierdzono zarodnikowanie, ale nie tak obfite jak w kombinacji kontrolnej.
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RYSUNEK 1 Wptyw oleju napedowego na wzrost Trichoderma viride
FIGURE 1 Influence of fuel oil on growth of Trichoderma viride

Gatunek Trichothecium roseum (rys. 2) charakteryzowat sie szybkos$cig przyrostu
grzybni zmniejszajaca sie wraz ze wzrostaniem dawki oleju. W kombinacji bez oleju
napedowego w dziewigtym dniu pomiaru grzybnia porastata catg szalke, a przy 2,5%
dodatku oleju jej $rednica wynosita 33 mm. Na pozywce bez oleju grzybnia byla
poczatkowo biata, ale potem zmienita barwe narézowa i obficie zarodnikowata przez
caty czas doswiadczenia. Na podtozu z olejem w dawce 0,1 i 2,5% przez pierwsze
dwa dni grzybnia przybrata posta¢ drozdzoidalng i nie zarodnikowata, ale juz w
trzecim dniu badan zaczeta zarodnikowac coraz bardziej obficie.

Na podtozu bez oleju napedowego grzybnia Fusarium culmorum (rys. 3) juz w
trzecim dniu badan pokryla catg szalke, natomiast na pozywce z dodatkiem oleju

RYSUNEK 2. Wptyw oleju napedowego na wzrost Trichothecium roseum
FIGURE 2. Influence of fuel oil on growth of Trichothecium roseum
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RYSUNEK 3. Wptyw oleju napedowego na wzrost Fusarium culmorum
FIGURE 3. Influence of fuel oil on growth of Fusarium culmorum

stwierdzono ten fakt dopiero w pigtym dniu do$wiadczenia. Najwieksze przyrosty
grzybni Fusarium culmorum zaobserwowano na podtozu bez dodatku oleju oraz w
kombinacji z dawkg 2,5% oleju. Poczatkowo grzybnia w wariancie kontrolnym miata
barwe bialg z r6zowym Srodkiem, pdZzniej zmienita barwe na r6zowg o biatym brzegu.

W miare wzrostu stezenia oleju napedowego w pozywce, szybko$¢ wzrostu
grzybni Trichocladium asperum (rys. 4) zmniejszata sie. Przy stezeniu 2,5% oleju
wzrost ten byt znikomy i wynosit od 2 do 7 mm. Na pozywce kontrolnej grzybnia w
swojej sSrodkowej czesci miata barwe szarg i obficie zarodnikowata, natomiast brzegi
byly biate. W dalszych kombinacjach im wieksze byto stezenie oleju, tym zarodniko-
wanie byto stabsze, a grzybnia przybierata wyglad bardziej drozdzoidalny. Przy

stezenie oleju
oil concentration

RYSUNEK 4. Wptyw oleju napedowego na wzrost Trichocladium asperum
FIGURE 4. Influence of fuel oil on growth of Trichocladium asperum
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RYSUNEK 5 Wptyw oleju napedowego na wzrost Fusarium oxysporum
FIGURE 5. Influence of fuel oil on growth of Fusarium oxysporum

stezeniu oleju 0,5 i 2,5% zarodnikowanie rozpoczeto sie dopiero w 6smym dniu
doswiadczenia.

Wzrost grzybni Fusarium oxysporum (rys. 5) zmniejszat sie w miare zwiekszania
sie stezenia oleju napedowego w podiozu. Najsilniej hamujaco na wzrost i rozwoj
badanego szczepu wptynat olej napedowy w dawce 2,5 %. Przy kombinacji kontrolnej
i stezeniu oleju: 0,1 i 0,5%-w siodmym dniu badan grzybnia pokryfa calg szalke.
Poszczegdlne stezenia oleju réznie wptywaty na morfologie grzybni i tak na pozywce
kontrolnej grzybnia miata barwe biatg i obficie zarodnikowata, natomiast przy dawce
0,1 i10,5% barwa grzybni nie ulegta zmianie , ale stwierdzono stabe jej zarodnikowa-
nie. Na podtozu z olejem w stezeniu 2,5% grzybnia przybrata postaé drozdzoidalna
i zmieniata barwe zjasnorézowej na ciemnobordowa.

stezenie oleju
oil concentration

RYSUNEK 6. Wptyw oleju napedowego na wzrost Alternaria alternata
FIGURE 6. Influence of fuel oil on growth of Alternaria alternata
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RYSUNEK 7. Wptyw oleju napedowego na wzrost Fusarium solani
FIGURE 7. Influence of fuel oil on growth of Fusarium solani

GduunzkAlternariaalternata (rys. 6) podobnie reagowat nieco stabszym wzrostem
na zwiekszone dawki oleju. Zmieniat sie rowniez wyglad grzybni. Na podtozu bez
oleju grzybnia miala barwe czarng i wyraznie wyksztatcong strukture oraz obficie
zarodnikowata, natomiast w obecnosci oleju napedowego barwa grzybni zmienita sie
na szarg, ale grzybnia réwnie silnie zarodnikowata.

Wzrost grzybni Fusarium solani (rys. 7) tak jak wiekszosci badanych grzybow
zmniejszat sie wraz ze wzrostem stezenia oleju napedowego w pozywce. W wariancie
kontrolnym i przy stezeniu 0,1% oleju grzybnia zarodnikowata i przybierata barwe
rozowofioletowa. Przy stezeniu oleju 0,5% stwierdzono stabsze zarodnikowanie, a
przy stezeniu 2,5% grzybnia miata wyglad drozdzoidalny o barwie réwniez fioletowej,
ale nie zaobserwowano zarodnikowania.
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RYSUNEK 8. Wptyw oleju napedowego na wzrost Botrytis cinerea
FIGURE 8. Influence of fuel oil on growth of Botrytis cinerea



Wptyw oleju napedowego na wzrost i morfologie niektérych
grzybow glebowych 113

2,50%
stezenie oleju
oil concentration

RYSUNEK 9. Wptyw oleju napedowego na wzrost Aspergillus niger
FIGURE 9. Influence of fuel oil on growth of Aspergillus niger

Gatunek Botrytis cinerea (rys. 8) rdwniez reagowat stabszym wzrostem na
zwiekszone dawki oleju napedowego, zwiaszcza 2,5% i przede wszystkim w ciggu 7
pierwszych dni do$wiadczenia. Pod wzgledem morfologicznym, tylko na podiozu z
olejem w stezeniu 0,5 i2,5% grzybnie réznity sie od kombinacji kontrolnej, grzybnia
byta wowczas delikatniejsza i stabiej zarodnikowata.

Gatunek Aspergillus niger (rys. 9) takze wykazat sie najwiekszym wzrostem na
podtozu kontrolnym, a wraz ze zwiekszeniem stezenia oleju napedowego wzrost ten
byt mniejszy. Na pozywce bez oleju napedowego oraz przy jego dodatku w ilosci 0,1
i 0,5% grzybnia byfa biata i obficie zarodnikowata. W miare wzrostu stezenia oleju
napedowego obserwowano zmniejszenie sporulacji az do jej catkowitego zaniku przy
stezeniu 2,5% oleju w podiozu.

DYSKUSJA

Uzyskane wyniki wskazuja, ze w wiekszosci przypadkdéw przebadane gatunki
grzybow istotnie reagowaty na zwiekszanie dawki oleju napedowego w podtozu
poprzez ograniczenie swojego wzrostu, stabszymi przyrostami grzybni oraz jej
wyraznymi zmianami morfologicznymi. Zmiany te polegaty przede wszystkim na
przebarwieniu grzybni w poréwnaniu z jej wygladem na podtozu bez dodatku oleju
napedowego oraz ostabieniu lub catkowitym zaniku sporulacji. Na pozywkach z duza
dawka oleju grzybnia bardzo czesto przybierata posta¢ drozdzoidalng i niezarodniku-
jaca. W literaturze [Lilly i Barnett 1959] zwraca sie uwage na szereg czynnikéw, ktore
moga zapoczatkowywac lub pobudzaé zarodnikowanie grzybdw rosngcych dobrze,
lecz stabo albo wecale nieowocujacych w zwyklych warunkach sztucznej hodowli.
Czynnikami tymi sg miedzy innymi: zmiana stezeniajednego lub wiecej sktadnikéw
pokarmowych, zmiana Zrodta wegla, zmiana stosunku azotu do wegla, zmiana pH
pozywki. By¢ moze, ktorys z tych czynnikdw wystapit po wprowadzeniu do skiadu
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pozywki oleju napedowego i spowodowat ograniczenie badZ zanik sporulacji, jak
réwniez zmiany w barwie i strukturze badanych grzybow.

Inaczej na obecno$é oleju napedowego w $rodowisku reagowat gatunek Tricho-
derma viride, ktérego grzybnia charakteryzowata sie réwnie silnym wzrostem na
pozywkach ze zwiekszonymi dawkami oleju napedowego, jak i na podtozu bez
dodatku tej substancji. Wczesniej przeprowadzone badania potwierdzajg mozliwos¢
wzrostu tego gatunku grzyba w Srodowisku zanieczyszczonym substancjami ropopo-
chodnymi [Lisowska i in. 1997, Michalcewicz 1995,1998, Reese iin. 1995, Sheridan
i Soteros 1964]. Podobnie u Fusarium culmorum zaobserwowano wigkszy wzrost
grzybni tego szczepu przy najwiekszym stezeniu oleju napedowego w pozywce. By¢
moze ten szczep ma réwniez mozliwo$¢é wykorzystania oleju jako zrodta energii i
pierwiastkdw zawartych w oleju napedowym, a niezbednym do rozwoju grzybni.
Jednakze jak podaje w swojej pracy przeglagdowej Maliszewska-Kordybach [1987],
nie stwierdzono jak dotychczas, by grzyby te mogly uzytkowaé weglowodory polia-
romatyczne jako jedyne zrodto wegla i energii. Uzyskane wyniki badan wskazujg na
zréznicowana reakcje powszechnie wystepujacych w glebie grzybdéw saprofitycznych
na wnoszony do podioza olej napedowy. Fakt ten skfania ku podjeciu dalszych,
bardziej szczeg6towych badan dotyczacych reakcji roznych drobnoustrojow nie tylko
grzybdw, ale réwniez bakterii i promieniowcéw na wnoszone do srodowiska weglo-
wodory poliaromatyczne.

Badania takie pozwolityby na wyciggniecie bardziej miarodajnych wnioskéw o
wphywie substancji ropopochodnych na mikroflore glebowa. Wiekszo$¢ prowadzo-
nych doswiadczen dotyczy przede wszystkim mozliwosci wykorzystania drobno-
ustrojéw do bioremediacji, zanieczyszczonych substancjami ropopochodnymi gleb;
mniej prac natomiast dotyczy zmian wewnatrz struktur komdrkowych organizméw
pro-i eukariotycznych wywotanych oddziatywaniem tych ksenobiotykow.

WNIOSKI

1. Dodatek oleju napedowego wptywat na wzrost i rozwdj oraz morfologie grzybni u
wszystkich badanych grzybdw glebowych powodujac ograniczenie lub stymulacje
ich wzrostu.

2. Stwierdzono zmiany w wygladzie oraz obfitosci zarodnikowania grzybni badanych
szczepOw grzybow saprofitycznych zwiaszcza na podiozach z olejem napedowym
w stezeniach: 0,5 i2,5% w poréwnaniu z kombinacjg kontrolna.

3. Zanotowano dobry wzrost gatunkéw: Trichoderma i Fusarium culmorum na
podtozach z wiekszymi stezeniami oleju wskazujacy na mozliwos¢ wykorzystania
przez nie tego zwiazku jako Zrédta wegla i energii.

LITERATURA

DACA H., KOPYLOW H., SKRZYCZYNSKI T. 1977: Wplyw oleju napedowego do silnikéw
Diesla na niektdre grupy drobnoustrojoéw glebowych. Zesz. Nauk. AR Szczecin, 61: 101-113.

HONG-GYU, BARTHA R. 1990: Effects of jet fuel spills on the microbial community of soil.
Appl. And Environ. Microb. 56, 3: 646-651.



Wptyw oleju napedowego na wzrost i morfologie niektérych
grzybow glebowych 115

KERRY E. 1990: Microorganisms colonizing plants and soil subjected to different degrees of
human activity, including petroleum contamination in the Vestfald Hills and MacRoberston
Land Antarctica. Polar Biology 10, 6 : 423-"-30.

LILLY V. G, BARNETTT H. L. 1959: Fizjologia grzybéw. PWRIL, Warszawa: 504 ss.

LISOWSKA K., MILCZAREK K., DLUGONSKI J. 1997: Wykorzystanie grzybow przeksztatca-
jacych steroidy do degradacji zwigzkow ropopochodnych. [W] Mat. Og6lnopol. Symp. ,,Bio-
technologia $rodowiskowa”, Ustron-Jaszowiec 10-12. XII. 1997: 73-84.

MALISZEWSKA-KORDYBACH B. 1987: Mikrobiologiczne przemiany wielopier$cieniowych
weglowodoréw aromatycznych w $rodowisku glebowym. Post. Mikrobiol. 26, 3: 219-233.

MICHALCEWICZ W. 1995: Wptyw oleju napedowego do silnikow Diesla na liczebnos$¢ bakterii,
grzybow, promieniowcéw oraz biomase mikroorganizméw glebowych. Roczn. PZH 1: 91-
97.

MICHALCEWICZ W. 1998: Poréwnanie w warunkach in vitro wptywu oleju na wzrost niektérych
grzybow glebowych. [W] Mat. Ogolnopol. Symp. ,,Ekologiczne aspekty mikrobiologii gleby”,
Poznan-Kiekrz 4-6. IX. 1998: 205-215.

MILKOWSKA-JANKOWKA D., MALESZEWSKA J,, tUCZAK J. 1976: Przenikanie produ-
ktow destylacji ropy naftowej przez glebe i ich wptyw na drobnoustroje w glebie i w wodzie.
Roczn. PZH 27:679-687.

NOWAK A., HAWROT M., FOLTA K. 1998: Zmiany liczebno$ci mikroorganizméw zdolnych
do rozktadu substancji ropopochodnych w profilu glebowym i ich wymagania temperaturowe.
[W] Ogélnopolskie Sympozjum Naukowo-Techniczne. ,,Bioremediacja gruntéw”, Wista-Bu-
kowa, 8-11.XII.1998: 55-58.

REESE E., CRAVETZ H.,, MANDELS G. 1955: Activity of fungi on oils. Farlovia 4: 409-421.

SHERIDAN J., SOTEROS J. 1964: A survey of fungi in jet air craft fuel system in New Zealand.
Int. Biodeterion. Bull. 10, 4: 1-5-107.

ULFUG K.,PLAZA G., TIEN A,, MANKO T., WORSZTYNOWICZ A. 1997: Zmiany liczebnosci
i aktywnosci drobnoustrojéw w procesie oczyszczania gleby z substancji ropopochodnych.
Doswiadczenie kolumnowe. [W] Mater. 5 Ogolnopol. Symp. ,,Biotechnologia srodowiskowa”,
Ustron-Jaszowiec 10-12.12.1997: 11-17.

ZABLOCKA-GODLEWSKA E., MROZOWSKA J. 1997. Wplyw WWA na aktywno$¢ mikro-
biologiczna gleby w zmodyfikowanych uktadach modelowych. [W] Mater. 5 Ogélnopol. Symp.
»Biotechnologia Srodowiskowa”, Ustron-Jaszowiec 10-12.12.1997: 61-72.

Dr habil. inz. Wiera Michalcewicz
Katedra Mikrobiologii AR
71-434 Szczecin, ul. Stowackiego 17






