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Grzyby na réznych pozywkach z gleby spod bananowcéw
w okolicach Lagos w Nigerii

L]
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Ihnatowicz A.: {Institute of Ecology and Environment Protection, Agri-
cultural Academy, Szczecin, Slowackiego 17, Poland). Fungi obtoined on
various medin from soil under banana trees near Lagos in Nigeria. Acta
Mycol, ‘16 (1): 105-113, 1980,

From the soil samples collected from beneath wvarious banana plant,
Musa paradisiaca L., 96 different species of soil fungi were isolated on
medium: Ohio-Agar, Littmans-Agar, Martins Rose Bengal-Agar and’ identified.

Four species of keratinophilic fungl were isolated by means of To-Ka-Va
trap-hair method, L

WSTEP

Loub (1963) prowadzil badania mikrobiologiczne gleb w wielu miej-
scach kontynentu afrykanskiego, jednak liczba wyizolowanych przez nie-
go gatunkéw grzybéw glebowych jest skromna, Dominik i Ihna-
towicz (1975) przebadali probki gleb z okolicy Abidzanu (Wybrzeze
Koséci Sloniowej); probki pochodzily z wnetrza chat tubylezych, z pod-
worek oraz z graniczacej z nimi sawanny. i ' '

Obecnie podjeto prébe badan nad mikoflorg gleby pochodzgcej spod
bananowcow, Musa paradisiaca L., rosnacych nie na plantacji. Do izolo-
wania grzyb6éw zastosowano réine podloza'w celu sprawdzenia, na kto-
rym z nich otrzyma sie ich najwiecejs Podstawowe znaczenie przypisuje
si¢ zwykle gatunkom wystepujacym najezeéciej i w dutych ilosciach.
Uwazam jednak, ze nie' mozna poming¢ gatunkéw izolowanych spora-
dycznie; ich -obecnoéé swiadezy o réznorodnosei ‘mikoflory w' badanej
glebie.

MATERIAL I METODY

Préby gleby pobrano w kwietniu 1976 r. w wielu miejscach jednej
wsi w sgsiedztwie Lagos. Po usunigeiu wierzchniej warstwy pobierano
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sterylng lopatkg glebe spod bananowcow (w strefie korzeni do glebo-
kosci 10-12 em) do wyjalowionych woreczkow plastykowych. Transpor-
towano jg statkiem, w chlodni, przez 30 dni. Po dostarczeniu préby do
pracowni natychmiast przystapiono do zbadania jej. Po dokladnym zmie-
szaniu ze sobg wszystkich préb odwazono trzy prébki po 10 g gleby i z
kazdej porcji przygotowang oddzielne rozcienczenia wedlug powszechnie
stosowanej metody rozmenczeﬁ -

Do izolacji grzybow zastosowano nastqpu]qce pozywki: 1 —agar glu-
kozowo-peptonowy Martina (Johnson, Curl 1972); 2— pozywke
Schmitthennera i Williamsa znang pod nazwg Ohio-Agar lub OAES
(Johnson, Curl 1972); 3 —pozywke Littmana Oxgall-Agar (Difco
Manual 1972) o skladzie: agar 20 g, pepton 10 g, glukoza 10 g, Oxgall-
-Difco 15 g, weda dest. 1000 ml, fiolet krystaliczny 0,01 g, streptomycy-
na 30 ppm; 4 —pozywke wedlug receptury Littmana, z tym Ze zamiast
preparatu Bacto-Oxgall-Difco uzyto krajowy preparat zélciowy Extra-
ctum fellis bovis siccum F. P. III, ktérego producentem jest Polfa —
Warszawa.

Z kaizdg z wyzej wymienionych pozywek przygotowano po 18 plytek
Petriego o $rednicy 15 em i na stygngcy agar nakraplano pipeta 1 ml
porcje zawiesiny glebowej z rozcienczenia 1:10 000, Kazda szalke prze-
suwano kilkakrotnie po powierzchni stolu (sterylizowanego 1% subli-
matem), aby lepiej rozprowadzi¢ dodang zawiesing na pozywce. Dodatko-
wo zalozono hodowle wedlug metody Warcupa rozprowadzajac czastki
gleby w wyjalowionych szalkach Petriego. Caly material doswiadczalny
podzielono na dwie czesci, jedng umieszezono w cieplarce w temp.
30-32°C, druga czeé¢ inkubowano w temperaturze pokojowej 18-24°C.
Po uplywie 4 i 10 dni odszezepiano wyroste kolonie grzybéw na skosy
agarowe w probéwkach.

W celu wyizolowania grzybéw keratynofilnych postuzono sie dodat-
kowo metodg To-Ka-Va, W 15 plytkach Petriego o Srednicy 15 cm
w warunkach aseptycznych umieszczono niewielky ilosé gleby i na niej
ulozono pincetg cienkg warstwe wioséw konskich, ktére uprzednioc byly
starannie wymyte detergentem, wyplukane, pociete i wysterylizowane.
Kazdg plytke zwilzono wlewajgc po 5 ml wysterylizowanej wody desty-
lowanej. Hodowle te prowadzono w cieplarce w temp. 30-32°C,

Otrzymane kolonie grzybdéw hodowane w probéwkach na pozywkach
standardowych uzywanych do oznaczania poszczegdlnych grup: na aga-
rze glukozowym Sabourauda, na agarze maltozowym i biomaltozowym,
na. pozywee Czapek-Doxa i na agarze glukozowo-ziemniaczanym, grzy-
by .z rodzaju Fusarium hodowano dodatkowo (wedlug Raillo) na ryzu.
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DYSKUSJA 1 WNIOSKI

Obserwowano roznice w rozwoju grzybow na pozywkach Martina
i Littmana. Kolonie na pozywce Littmana w drugim dniu hodowli roz-
wijaly sig tylko w pudlozu, bez grzybni powietrznej, natomiast kolonie
na pozywce Martina w tym samym czasie byly juz puszyste. W czwar-
tym dniu kolonie na pozywce Littmana wytworzyly puszysta grzybnie
powietrzng, nadal jednak byly znacznie mmejsze niz na pozywce Mar-
tina.

Poréwnujge rozwdj grzybéw na pozywce Littmana zawierajacej Ox-
gall-Difco z zawierajaca krajowy preparat zélciowy, stwierdzono, ze na
pozywce zawierajacej krajowy preparat zélciowy rozwéj kolonii grzy-
béw byl znacznie slabszy niz na podlozu z Oxgall-Difco. Mniejsza byla
zaréwno liczba kolonii w szalkach, jak i ich wymiary i zréznicowanie
rodzajow grzybow, dominowaly bowiem rodzaje Aspergillus i Scopu-
lariopsis. Podobnie kolonie grzybéw z rodzaju Fusarium oraz z rodziny
Mucoraceae nie rozrastaly sie tak jak na pozywce zawierajgcej Oxgall-
-Difeo.

Rozwdj kolonii grzybéw na pozywce OAES przebiegal podobnie jak
na podlozu Martina, obserwowano jednak wieksze zréznicowanie gatun-
kéw, Pozywka OAES jest niezabarwiona, co do pewnego stopnia ulatwia
odréZnianie kolonii przy ich wyszczepianiu na podloie do oznaczenia.
Rézowe zabarwienie pozywki Martina czesto zmienia wlasciwg barwe
kolonii, np. biale kolonie grzybéw z rodzaju Acremonium na pozywce
Martina stajg sig intensywnie rozowe, tak ze wyszczepianie grzybéw z tej
pozywki na podloze do oznaczenia wymaga duzej wprawy.

Tabela 1 — Table 1

Grzyby wyizolowane z gleby pod bananowcami Musa purudmata L. z okolic Lagos
w Nigerii

Fungi isolated from soil under bananatress Musa paradisicca near Lagos in Nigeria

* potywka Littmana wedlug receptury (Littman medium)

** potywka Littmana w ktore] Oxgall-Difco zastjplone krajowym preparatem lblclow;rm
prod, Polla (Littman medium in which Oxgall-Difco wu replaced by & Polish gall prepa-
ration produced by Polfa)

i - Poiywka — Nutrient medium
Gatunek —— Species Mar- Litt-  Litt- OAES

| tin man®* man**'" i

[ 1 | 2 34 5 |

| Absidia.corymbifera (Cohn) Sacc. et Trott. ' R

| Absidia zychae Hesselt, et Ellis + 4 + ¥4

| Arachniotus ruber (v. Tiegh.) Schroet. 4
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c.d. tab. 1

1

4 5

Aspergillus awamori Nakazawa

Aspergillus candidus Link

Aspergillus flavus Link

Aspergillus flavus Link war. columnaris Raper
et Fennell

Aspergillus fumigatus Fresenius

Aspergillus janus Raper et Thom wvar. brevis
Raper et Thom

Aspergillus nidulans (Eidap.) Winter

Aspergillus niger v. Tieghem

Aspergillus ostianus Wehmer

Aspergillus penicilloides Speg.

Aspergillus phoenicis (Corda) Thom

Aspergillus peyronelli Sappa

Aspergillus recurvatus Raper et Fennell

Aspergillus sparsus Raper et Them

Aspergillus sydowi (Bzin. et Sart:)) Thom et
Church

Aspergillus terricola Marchal

Aspergillus ustus (Bain.) Thom et Church

Aspergillus versicolor (Vuill) Tiraboschi

Aspergillus wentii Wehmer

Aspergillus sp.

Botryotrichum ctrogriseum v. Beyma

Chaetomium bostrychodes Zopf

Chaetomium cochloides Palliser

Chaetomium cristatum Ames

Chaetomium globosum Kunze

| Chaetomium olivaceum Cooke et Ellis

Chrysosporium inops (Agost.) Carmich.
Chrysosporium tropicum Carmich.
Chrysosporium sp,

Circinella circinelloides v. Tiegh.
Circinella rigida Smith

Cladosporium musae Mason

| Coniothyrium fuckelii Saccardo

Curvularia inaequalis (Shear) Boedijn
Cylindrocarpon gracile Bung.
Fusarium concolor Reinking
Fusaritm expansum Schlecht.
Fusarium larvarum Fuckel

Fusarium moniliforme Sheld.
Fusgrium nivale {Fr.) Ces. ?
Fusarium oxysporum Schlecht,

| Fusarium sambucinum Fuck. var. coeruleum Wr.

Fusarium semitectum Berk, et Raw. var., maius
Wr.

+
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+

| +++

++

++

4+

++

++

++

+++
++
o

++ o+
++ o+

+
+
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cd. tab. 1

| Papulaspora pannosa Hotson

| Paecilomyces carneus (Duché et Heim) Brown et

Fusarium solani (Mart.) Sace. f.sp. radicicola
{Wr.) Snyder et Hansen +

Fusarium sp.

Humicola brevis (Gilm. et Abb.) Gilm. et Abb.

Humicola fuscoaira Traaen f. longispora Fassa- |
tiova +

Humicola grisea Traaen

Memnoniella echinate (Riv.) Galloway +

Mortierella isabellina Oudem. et Koning +4+  +++

Mucor corticolus Hagem g + ++4+

Mucor globosus Fischer -+

Mucor griseo-lilacinus Povah

Mucor hiemalis Wehmer

Muecor microsporus Namyslowski

Mucor sp.

Myrothecium verrucarina Ditmar ex Fr.

Nieoznaczony (Indeterminate)

+4++

+++ +

Papulaspora sp.

Smith ++

| Penicillium cyclopium Westling +

Penicillium fellutanum Biourge +
Penicillium frequentans Westling +
Penicillium implicatum Biourge +
Penicillium janseni Zaleski +
Penicillium kapuscifiskii Zaleski
Penicillium lapidosum Raper et Fennell | ++
Penicillium olsoni Bain. et Sartery +
Penicillium roseo-purpureum Dierckx +
Penicillium simplicissimum (Oud.) Thom

Penicillium stoloniferum Thom +
Penicillium sp. + +

Scopulariopsis brevicaulis (Sacc.) Bain. | ++4+ +++ +4+4+ +4+

Stachybaofrys chartarum (Ehrenb. ex Link) ‘
Hughes

Stachybotrys cylindrospora Jensen ++

Streptomyces sp. | -+

+

Syncephalastrum racemosum (Cohn) Schroeter . ++ +4+  F++ +++-

Synnematium sp.

Termomyces sp. |

Trichoderma hamatum (Bon.) Bain. | +
Trichoderma harzianum Rifai |

Trichoderma polysporum (Link ex Pers.) Rifai +
Trichoderma p'seudokon!ﬂgi{ Rifai | +
Trichoderma viride Pers. ex Fr. | +++ ++

++

++

+

Ak

++

4+
+++

+++

o

4
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cd. tab. 1
1 | 2 3 4 5
Kolonie niezarodnikujace: |
(Not conidiating colonies) f
biala (white) + +4+ |
i6Ha (yellow) + |
brazowa (brown) * |
czarna (black) + S

Ponadto na wilosach kofiskich otrzymano:

(Moreover on horse hairs the following were
obtained):

Anixiopsis stercoraria (Hansen) Hansen +

Chrysosporium evolceanui (Rand. et Sand.) Garg. ++

Chrysosporium parvum (Emmons et Ash.) Car-
mich. ' +4++

Keratinomyces ajelloi Vanbr. +++

+ pojedynczo (single)
++ pojedynczo we wszystkich szalkach lub, niekledy, ponad dwie kolonle (single on all

plates or (sometimes) over two colonies)
+++4 dominant

Wyizolowane gatunki grzybéw podano w tabeli 1. Najwiecej, bo 41
gatunkow, stwierdzono na poiywce OAES, w drugiej kolejnosci na po-
zywee Littmana wedlug oryginalnego przepisu — 40 gatunkow, na po-
zywce Martina otrzymano 33 gatunki grzybéw, a na pozywce Littmana
(w ktorej Oxgall-Difco zastgpiono krajowym preparatem zéiciowym) —
27 gatunkow.

Grzyby hodowane w cieplarce w temp. 30-32°C rozwijaly sie szyb-
ciej. Poza nielicznymi wyjatkami otrzymano jednak w tej temperaturze
mniej wiecej te same gatunki grzybow jak w temperaturze pokojowej.

Na poiywce Martina w podwyzszonej temperaturze dominowaly
Chrysosporium tropicum (ryc. 1) i Scopulariopsis brevicaulis, pojawily sig
jednak kolonie bakterii, ktérych nie zacbserwowano na zadnej z innych
zastosowanych pozywek. S. brevicaulis rozwijal sie tez doskonale w wa-
runkach temperatury pokojowej; na pozywce Littmana zawierajacej Ox-
gall-Difco, w podwyzszonej temperaturze, otrzymano: Aspergillus can-
didus, A. nidulans i A. ustus, w temperaturze pokojowej natomiast tylko
A. penicilloides, ktéry dominowal, oraz A. terricola. Na pozywce tej
réwniez liczne kolonie wytworzyla Scopulariopsis brevicaulis (ryc. 2).
Na pozywce Littmana z krajowym preparatem zolciowym w podwyszo-
nej temperaturze dominowala Stachybotrys cylindrospora, gatunek, kto-
ry nie wystapil na tej pozywce w temperaturze pokojowej, podobnie jak
Aspergillus flavus, pomimo ze wladnie na tej pozywce w temperaturze
pokojowej otrzymano najwiecej przedstawicieli z rodzaju Aspergillus.

Na pozywce OAES w podwyiszonej temperaturze wyizolowano Asper-
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gillus ostianus (ryc. 3), A. sparsus;,”'A. sydowi i A, wentii. Natomiast
A. flavus i Chrysosporium tropicum wyrosly na tej pozywce zaréwno
w podwyzszonej, jak i pokojowej temperaturze.

Ponadto na wlosach konskich w cieplarce wyrosly 4 gatunki grzy-
bow keratynofilnych, oznaczone po przeszezepieniu na pozywke Sabou-
rauda jako: Keratinomyces ajelloi Vanbr., Aniriopsis stercoraria (Han-
sen) Hansen, Chrysosporium parvum (Emmons et Ash.) Carmich. (ryc. 4)
i Ch. evolceanui (Rand. et Sand.) Garg.

Ogodlem wyizolowano 96 gatunkéw grzybéw, a z tej liczby jednego
nie udalo sie oznaczyé. Sg to przewaznie przedstawiciele klasy Deutero-
mycetes, w mniejszym stopniu Ascomycetes i Zygomycetes. Pod wzgle-
dem biotrofizmu wyizolowane grzyby nalezg przewainie do saprofitow,
ale s wsréd nich réowniez znane patogeny roslin, ludzi i zwierzat., Nie
udalo sie natomiast wyizolowa¢ patogenicznego grzyba, Botryodiplodia
theobromae Pat. '

To doé¢ duze zrdéinicowanie mikeflory moze w pewnym stopniu
$wiadezy€ o zachowanej réwnowadze biologicznej w badanej glebie.

Jedli sadzi¢ z liczby i nasilenia pojawu otrzymanych gatunkéw grzy-
béw, to najmniej przydatng okazala sie pozywka Littmana, w ktorej
Oxgall zastgpiono krajowym preparatem zélciowym.

Dodatek Oxgallu i fioletu krystalicznego oraz propionianu sodowego
bardzo skutecznie zahamowal rozwéj bakterii i ograniczyl wielkosé ko-
lonii szybko rosngcych grzybow w przeprowadzonym doswiadczeniu. Nie
mozna jednak tego powiedzie¢ o rézu bengalskim, zwlaszcza w hodowli
w cieplarce, czyli w podwyzszonej temperaturze i przy braku $wiatla.
Poniewaz w literaturze spotyka sie na ten temat rézne zdania (Domsch
1960; Johnson, Curl 1972) wydaje sie, ze wspéldzialanie réznych
czynnikéw, takich jak np. rodzaj gleby, grupy mikroorganizméw, z kto-
rymi ma si¢ do czynienia, i warunki izolowania grzybéw w najszerszym
tego slowa znaczeniu mogg mieé¢ wplyw na wynik analizy mikoflory gle-
by spod bananowcéw.

W przeprowadzonym dodwiadczeniu przedstawicieli rodzaju Aspergil-
lus wyizolowano stosunkowo duzo, bo 20 gatunkéw, czyli prawie tyle
samo co Dominik i Ihnatowiecz (1975), a prawie trzykrotnie
wiecej niz Loub (1963) w podobnych badaniach. Niektére z otrzyma-
nych gatunkéw z rodzaju Aspergillus znane sa jako cieplolubne, np.
A. fumigatus, A. candidus, A. flavus, A, nidulans i A, wentii (Glado-
chowa 1974); nie jest wykluczone, ze zastosowanie zbyt niskiej tem-
peratury inkubacji moglo mie¢ wplyw na wyniki otrzymane przez Louba.

Najpospoliciej wystepujacym grzybem na wszystkich badanych po-
tywkach byla Scopulariopsis brevicaulis, grzyb bardzo czesto izolowany
z gleb Brazylii (Upadhay 1967) oraz rozpowszechniony w réznych
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typach gleb na calym swiecie (Domsch, Gams 1970) w glebach na-
wozonych NPK, co zwigksza jego wystepowanie. Jest to grzyb kserofil-
ny, pod wzgledem wymagan cieplnych mezofilny, izolowany czesto z réz-
nych podlozy organicznych, m.in. z nasion Arachis i Soja, oraz z mar-
twych owadéw. W badaniach in vitro grzyb przejawia szerokie zdolnosei
do rozkladu réznych substancji, wykazuje dzialanie antybiotyczne w sto-
sunku do Botrytis allii, jest rowniez znany jako groiny patogen’czlo-
wieka i to zaréwno jako dermatofit (na skoérze i paznokciach), jak i po-
wodujgcy cigzkie schorzenia wewnetrzne, Mimo e jest to grzyb keraty-
nofilny, nie udalo si¢ go otrzymaé¢ na wilosach putapkowych zastosowang
metoda To-Ka-Va, podobnie jak czesto w ten sposéb izolowane Chryso-
sporium tropicum (Careta, Piontelli 1975) otrzymano na poiyw-
ce Martina i OAES.

Na wszystkich badanych poizywkach wyrosty m.in. Circinella rigida
(rye. 5), Mucor corticolus i Syncephalastrum racemosum,

Pojedynczo natomiast izolowano grzyby: Arachniotus ruber, Curvu-
laria incequalis (ryc. 6), trzy gatunki z rodzaju Humicola, Memnoniella
echinata, Myrothecium verrucaria, nie zidentyfikowane gatunki z rodzaju
Papulaspora, Synnematium i Termomyces (ryc. 7).

W doswiadczeniu przeprowadzonym metodg Warcupa wyizolowano 39
gatunkéw grzybow i 4 kultury niezarodnikujace, w wigkszosci identycz-
ne z gatunkami otrzymanymi metodg rozcienczen. Jedynie Acremonium
camptosporum, A. roseo-griseum i Arthrinium phaeospermum wyizolo-
wano dodatkowo.

Jedyny nie oznaczony grzyb, naleigcy prawdopodobnie do rodziny
Lasiosphaeriaceae, tworzyl owoeniki kuliste, o érednicy 107-250 um, na
calej powierzchni pokryte czarnymi wiotkimi wloskami. We wnetrzu
owocnikéw znajdowaly si¢ zarodniki w ogromnej ilosci, lekko przydy-
mione, szorstkie, kuliste do szerokoelipsoidalnych, o wymiarach 5,5-7,5
pm lub 7-7,8X5-6,5 pm. Worki byly niewidoczne. Na zewngtrz owocni-
kéw na strzepkach lekko przydymionych wystepowaly w. niewielkiej
ilogci zarodniki podobne do zarodnikéw grzyba z redzaju Humicola.

Profesorowi dr Tadeuszowi Deminikowi skladam serdeczne podzigkowa-
nie za pomoc w oznaczeniu wyizolowanych grzybéw, jak réwnie: za wykonanie
fotografii. Docentowi dr hab, Zygmuntowi Machoyowi dziekuje za udostepnie-
nie préb przywiezionej gleby. '

SUMMARY

From the soil samples collected from beneath wvarious bananatrees, Musa para-
distaca L., grown on a non-agricultural field, 96 different species of soil fungi were
isolated and identified.
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ergillus ostianus; zarodniki (sporac)
Rye. 4. Chrysosporium paru 200




Ryc. 3. Circinella rigida; + 200
Rye. 6. Curvularia inaequalis; * 630
Ryc. 7. Termomyices sp.
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For the isolation, the soil dilution plate method and different media for isolat-
ing fungi from soil were applied: Ohio-Agar, Littmans-Agar, Martins Rose Bengal-
-Agar. The number of species isolated on each medium is given in the table. Ohio-
-Agar was the best for isolation of fungal species. Oxgall-Difco, crystal violet and
sodium propionate were effective in inhibiting bacterial growth and restricting the
size of quick spreading fungal colonies.

Four species of keratinophilic fungi were isclated by means of To-Ka-Va
trap-hair method. i
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