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Wstep

Gleba, podobnie jak powietrze i woda, narazona jest na niekorzystny wplyw
zanieczyszcze emitowanych przez przemyst. Do metali cigzkich, ktére stanowia
najwigksze zagroZenie dla Srodowiska naleza: oldéw, kadm, miedZ, cynk oraz
nikiel. Od wielu lat poszukuje si¢ nowych rozwigzan umozliwiajacych rekultywa-
cje¢ zdegradowanych gleb. Jedna z metod jest wykorzystanie mikroorganizméw,
naturalnie wystepujacych w glebie.

W Srodowisku glebowym wystepuja liczne grzyby i bakterie, ktére wykazuja
duza odporno$é na obecnoé¢ metali ciezkich w glebie. W glebach skazonych tymi
pierwiastkami bardzo czgsto grzyby sa prekursorami Zycia biologicznego i od
tempa ich rozwoju zalezy sukcesja innych organizmdw, np. roslin.

Wsréd mikroorganizmdow zyjacych w glebie, grzyby z rodzaju Trichoderma,
znane s3 ze swej duzej aktywno$ci metabolicznej [SIEROTA 1982]. Sa to gatunki o
duzych zdolnosciach adaptacyjnych, wystgpuja w réznych §rodowiskach i cechuja
si¢ szybkim tempem wzrostu. Badania nad rodzajem Trichoderma przyniosly juz
aspekt praktyczny - grzyby te ze wzgledu na tatwo$¢ hodowli sg wykorzystywane
w ochronie przed niektérymi chorobami.

Ze wzglgdu na opisywane powyzej cechy postanowiono sprawdzié¢ czy
przedstawiciele Trichoderma sp. Moga mie¢ wplyw na kondycje roslin rosnacych
na glebach skazonych. Niniejsza praca miala na celu poznanie zdolnosci przezy-
wania 7. harzianum w glebie skazonej niklem i olowiem oraz poznanie wplywu
tego gatunku na wzrost rajgrasu angielskiego.

Material i metody

We wstepnym doswiadczeniu szalkowym materialem do badan bylo 10 izo-
latéw Trichoderma harzianum RiFAl Izolaty pochodzily z kolekcji kultur Katedry
Fitopatologii AR we Wroclawiu. Wyosobniono je w 1997 1. z gleby zanieczysz-
czonej osadami §cickowymi.

W doswiadczeniu szalkowym, jako podloze do wzrostu grzybéw zastosowa-
no pozywke glukozowo-ziemniaczang (PDA) zawierajacg rézne dodatki soli ofo-
wiu 1 niklu w nastgpujacych ilo§ciach: 1000, 500, 250, 50 mg Pb-kg! w postaci
Pb(NO,), oraz 1000, 500, 250, 50 mg Nikg'w postaci NiNO;6 H,0. Do czgsci
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pozywki nie dodano soli metali traktujac ja jako kontrolg doswiadczenia. Tak
przygotowane podioze do wzrostu grzybéw rozlano na plytki Petriego o Srednicy
10 cm i na kazda z nich wylozono czteromilimetrowy krazek grzybni wycigty kor-
koborem z wczesniej wyszczepionych 4 dniowych kultur T harzianum. Krazki te
wykladano w §rodku kazdej z 4 szalek, dla kazdego ze st¢zen soli niklu i otowiu
oraz dla préby kontrolnej. W miare wzrostu kolonii mierzono jej Srednicg, aby
oceni¢ tempo wzrostu i zdolno$é przezywania T. harzianum. Wybrane w do$wiad-
czeniu szalkowym izolaty T. harzianum: T,; i T,,, charakteryzujace si¢ najszyb-
szym tempem wzrostu postuzyly do sporzadzenia szczepionki glebowej uzytej w
doswiadczeniu wazonowym. Do kolbek o pojemnosci 250 ml dodano po 30 g
ziarniakéw pszenicy i po 25 ml wody destylowanej, po czym calto$é sterylizowano
w autoklawie. Nast¢pnie, do czesci kolb dodano po 3 krazki pozywki PDA prze-
ro$nigtej grzybnia szczepu Ts lub TH,; o Srednicy 4 mm i grubosci 1 mm. Dodat-
kowo, w celu przyspieszenia wzrostu kolonii grzyba na ziarniakach, do kazdej z
kolb dodano po 10 ml wody zawierajacej zawiesing zarodnikéw z kazdego szcze-
pu w ilodci 104 zarodnikéw w 1 ml. Czg$¢ kolb pozostawiono bez grzybow. Tak
przygotowane sktadniki codziennie mieszano w celu réwnomiernego przero$nig-
cia substratu przez grzybni¢. Po 10 dniach zawarto$¢ kolb zmiksowano, uprzednio
dolewajac do kazdej po 200 ml wody destylowanej i tak spreparowang zawiesing
zastosowano do podlewania w wazonach.

Tabela 1; Table 1

Schemat do§wiadczenia
Scheme of experiment

Wazony z rajgrasem wloskim; Pots with italian rye-grass:
bez grzybéw; without fungi
Kontrola - — ; p
Control z T harzianum - szczep T g; with T harzianum — strain T
2 T. harzianum - szczep T,,; with T. harzianum - strain T,,
Dawka; Dose (mg Nikg!) Szczep; Strain |Dawka; Dose (mg Pb-kg-!) [Szczep; Strain
30 -* 200 -
30 Tis 200 Ts
30 Ty 200 Ty
75 - 500 -~
75 Tis 500 T
75 Ty 500 T,
120 - 2000 -
120 Tis 2000 Ts
120 T, 2000 T,
Wazony bez rolin; Pots without plants:
bez grzybéw; without fungi
Kontrola - — - —
Control z T harzianum - szczep T,g; with T harzianum — strain T g
2 T harzianum - szczep T,,; with T harzianum - strain T,,

-* bez grzybdéw; without fungi

W doswiadczeniu wegetacyjnym zastosowano wazony Wagnera napelniajac
je 5 kg gleby brunatnej wytworzonej z piasku gliniastego mocnego (pH w roztwo-
rze KCI o st¢zeniu 1 mol-dm-* = 6,8). Nawozenie azotowe realizowano w kaz-
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dym z pokoséw w ilosci 0,75 g N na wazon jako NH,NO,w 3 dawkach po 0,25 g,
ze wzgledu na bardzo wysokg zasobno$¢ uzytej gleby nie stosowano nawozenia P
i K. Przewidziane dodatki niklu w dawkach 30, 75 i 120 mg-kg™! gleby oraz oto-
wiu 200, 500 i 2000 mg'kg! zastosowano w postaci wodnych roztworéw ich soli
azotanowych. Wybrane zgodnie ze schematem wazony (tab. 1) podlano
szczepionkami po 200 ml, réwniez te stanowiace kontrolg bez grzyb6éw, podlano
zawiesing nie zawierajaca zarodnikow.,

Roéling testowa byt rajgras wioski ,,Stadion” (Lolium multifiorum Lawm.),
powschodowo przerwany do 20 ro§lin w wazonie, 12 wazonéw pozostawiono bez
roélin. W przeprowadzonym dos$wiadczeniu wegetacyjnym oceniono plony rajgra-
su z dwich pokoséw, zawarto$é metali w roSlinach, oraz koncentracj¢ ich form
rozpuszczalnych, ponadto sklad gatunkowy i liczebnos$¢ grzybéw w glebie.

Glebg do analizy mikologicznej pobrano, z zachowaniem wzgl¢dnej asepty-
ki, po II pokosie. Izolacje grzybéw z gleby wykonano metoda MANKI [1974],
zwang tez metoda piaskowa. Wyrastajace kolonie odszczepiano i oznaczano do
gatunku. Zawarto§¢ Ni i Pb w roSlinach po ich uprzednim spaleniu ,,na sucho” w
piecu muflowym i roztworzeniu popiotu w 1 mol HNO,'dm- oznaczono metoda
absorpcyjnej spektrometrii atomowej (ASA).

Wyniki i dyskusja

Obserwacje tempa wzrostu grzybow na pozywce zawierajacej sole otowiu i
niklu wykazaly duze zréznicowanie we wrazliwosci T. harzianum na obecno$é
obydwu pierwiastkéw w podiozu. Nikiel byt mniej toksyczny niz oléw, a w nie-
ktérych stgzeniach azotan niklu wrgcz stymulowat wzrost tego gatunku. Z badan
ZABAWSKIEGO i in. [1987] wynika, Ze najwigksza odporno$¢ na metale cigzkie takie
jak cynk, miedZ, kadm i nikiel wykazaly T. harzianum oraz niektére gatunki z
rodzaju Penicillium. Wzrost tych grzybéw byt w wigkszosci stymulowany zwtaszcza
przez cynk, miedZ i kadm, a czgSciowo réwniez przez nikiel.

W doswiadczeniu wazonowym w ktérym oceniano plony rajgrasu uprawia-
nego w obecnodci dwdch szczepdw T. harzianum (tab. 2) stwierdzono istotny
wplyw zaréwno stosowanych dawek obu metali jak i szczepienia grzybami.

Najwyzsze dawki niklu i otowiu skutkowaly znaczna redukcja plonéw raj-
grasu, zwlaszcza w pierwszym pokosie. Drugi pokos charakteryzowal si¢ ogélnie
wyzszym poziomem plonéw, moglo to by¢ wynikiem immobilizacji stosowanych
metali jak i korzystnego wplywu grzybéw. Wzrastajace dawki niklu powodowaly
przyrost koncentracji tego pierwiastka w rajgrasie (tab. 3).

Nalezy zwr6ci¢ uwagg, ze rosliny z obiektéw gdzie stosowano 30 i 75 mg
Ni-kg! gleby w drugim pokosie zawieraly §rednio wigcej niklu niz w pokosie pier-
wszym. Odwrotng zalezno$¢ stwierdzono w ro$linach uprawianych na glebie o
najwyzszej zawarto$ci metalu. W obydwu pokosach niezaleznie od dawki niklu
szczepienie grzybami powodowalo obnizenie koncentracji Ni w tkankach roslin
od kilku do kilkunastu procent. Podobny wynik ochronny zanotowali BAJARCZUK i
RupAwSKA [1993] u sadzonek sosny szczepionych Trichoderma viride. Zaleznosci
takiej nie stwierdzono w przypadku olowiu, gdzie zawarto§¢ Pb w rolinach z
obiektéw na niskiej i §redniej dawce otowiu praktycznie nie réznita sig, natomiast
na dawce najwyzszej szczepienie grzybami wyraZnie sprzyjalo kumulacji tego pier-
wiastka. Potwierdza to wyrazny spadek plonéw roélin uprawianych w tych obiek-
tach.
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Tabela 2; Table 2
Plony rajgrasu wloskiego w g z wazonu
Yield of italian rye-grass in g per pot
Dawka Szczep | Pokos I | Pokos 11 Dawka Szczep | Pokos I | Pokos II
Dose (mg Ni‘kg-!) | Strain | I cut Il cut Dose (mg Pb-kg-') | Strain | I cut II cut
30 -* 18,2 244 200 - 20,55 22,27
30 Tis 19,1 23,55 200 Tys 19,95 24,07
30 T, 19,15 244 200 Ty 19,32 31,17
75 - 18,15 20,0 500 - 19,82 2747
75 Tis 20,5 20,4 500 Tys 18,35 2547
75 T, 20,1 20,8 500 T,, 18,47 18,55
120 - 8,1 25,9 2000 - 435 15,97
120 Tys 10,9 22 2000 Tis 4,0 16,57
120 Ty 9,4 20 2000 T,, 1,82 8,25
- 17,4 26,37 - 17,4 26,37
Kontrola; Control | T4 17,87 28,15 Kontrola; Control | T 17,87 28,15
Ty 18,35 25,57 Ty 18,35 25,57
NIR,5; LSDy r.n; ns. 1,86 NIR,5; LSDy 1,35 2,7
0 17,87 26,7 0 17,87 26,70
30 18,82 24,12 200 19,94 25,84
75 19,57 20,46 500 18,88 23,83
120 9,47 22,08 2000 3,39 13,6
NIR 55 LSDg g5 1,07 1,25 NIR g 05; LSDjgge 0,91 1,83
0 15,46 23,78 0 15,53 23,02
Tis 17,09 23,52 Tis 15,04 23,57
a 16,75 2272 21 14,49 20,89
NIR; 53 LSDg o 0,34 0,98 NIR 45 LDy 0,71 1,43

* bez grzybéw; without fungi

Tabela 3; Table 3
Zawarto$¢ niklu i ofowiu w rajgrasie wioskim (mgkg! s.m.)
Nickiel and lead contents in italian rye-grass (mg-kg!' DM)
Dawka Szczep | Pokos I Pokos 11 Dawka Szczep Pokos 1 Pokos II
(ngﬁiig_,) Strain I cut I cut (ngP(;iT(g—l) Strain I cut II cut
30 -* 21,5 37,9 200 - 11,9 9.4
30 Ty 234 35,0 200 Ty 11,2 10,4
30 T, 25,0 342 200 T, 11,0 110
75 - 63,0 68,5 500 - 248 255
75 T 56,8 652 500 Ty 274 280
75 Ty, 51,2 64,2 500 Ty 28,7 30,2
120 - 1710 99,5 2000 - 82,0 100
120 Ty 113,5 84,2 2000 T, 87,5 125
120 Ty, 1292 84,5 2000 T, 90,5 116
Kontrola T_ 1.4 38 Kontrola . 40 3.7
Control 15 13 3,3 Control Tis 40 44
Ty 13 35 Ty 39 43

¥

bez grzybéw; without fungi
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Badania WIDERY i in. [1996] dowodza, ze plony tymotki {akowej w uprawie
na glebie skazonej otowiem w iloéci 50, 100 i 200 mg-kg-! utrzymywaly si¢ na zbli-
zonym poziomie. Podobny wynik uzyskali réwniez CIECKO i WYSZKOWSKI [1996],
informujac, ze dawka do 45 mg Nikg! nie powoduje spadku plonéw kukurydzy.
Natomiast sprzeczne z powyzszymi wyniki podaje Kubuk [1996], ktory stwierdzit,
ze otéw w dawkach do 500 mg-kg! nie miat wigkszego wplywu na wzrost i mas¢
zebranych roslin lucerny. Natomiast dopiero wprowadzenie 1000 i 5000 mgkg™
ofowiu do podloza spowodowalo znaczne obnizenie plonu.

Wyniki analizy mikologicznej gleby i korzeni wykazaly wyrazng kompensa-
cig¢ T harzianum w glebie przy réwnoczesnym zubozeniu innych gatunkéw

tab. 4).

( \;Viqcej przedstawicieli T. harzianum wyizolowano z wazondéw z dodatkiem
niklu. Wynika to prawdopodobnie z faktu, ze grzyby bardziej tolerowaly nikiel
niz oléw. Ponad polowe wszystkich wyizolowanych gatunkéw (bez T. harzianum)
stanowily grzyby z rodzaju Penicillium. Wystgpowanie tych grzybéw w glebach
zanieczyszczonych metalami cigzkimi oraz grzybéw z rodzajéw Aspergillus,
Chaetomium, Chrysosporium, Phoma, Scopulariopsis i Trichoderma potwierdza
wielu autoréw [ZABAWSKI 1979; ZABAWSKI i in. 1987; KOWALIK 1995].

Whioski

Gleby skazone niklem i olowiem sprzyjaja rozwojowi 7. harzianum RIFAL

2. Metale cigzkie ograniczajg réznorodnosé¢ gatunkéw grzybéw w glebach ska-
zonych.
Nikiel jest mniej toksyczny dla T. harzianum niz otéw.

4. W obrgbie gatunku T. harzianum poszczegdlne izolaty réznily si¢ tolerancja
na obecno$¢ soli niklu i otowiu w podlozu.

Literatura

BoJARCZUK K., RUDAWSKA M. 1993. Rozwdj sadzonek wybranych drzew lesnych w
podiozach o réinym stopniu skazenia przy zastosowaniu grzyba antagonistycznego T.
harzianum Rifai. Mat. z IV konf. Polskiego Towarzystwa Fitopatologicznego pt.
»Orzyby ryzosferowe a zdrowotno$é roslin”, 22-23 IV 1993, Skierniewice: 35-36.

CIECKO Z., WYSZKOWSKI M. 1996. Reakcje owsa i kukurydzy na zréznicowane dawki

niklu w warunkach dodatku do gleby substancji organicznej i wapnowania. 7Z.esz.
Probl. Post. Nauk Rol. 434: 801-805.

KOWALIK M. 1995. Zbiorowiska grzybow glebowych zasiedlajgcych rekultywowane
grunty zwatowiskowe gérnictwa siarki. Zesz. Probl. Post. Nauk Rol. 418: 738-742.

Kupuk C. 1996. Wplyw ofowiu na wzrost lucerny i biologiczne wiasciwosci gleby lek-
kiej. Zesz. Probl. Post. Nauk Rol. 434: 910-912.

MAKKA K. 1974. Zbiorowiska grzybéw jako kryterium oceny wplywu Srodowiska na
choroby roslin. Zesz. Probl. Post. Nauk Rol. 160: 12-28,

SIEROTA Z. 1982. Wplyw niektorych soli mineralnych na rozwdj T. viride in vitro.



910 K. Gediga, K. Matkowski, E. Plaskowska

Prace Instytutu Badawczego Le$nictwa: 70-74.

WIDERA M., WLODEK S., GEDIGA K. 1996. Wzrost | plonowanie trzech gatunkéw roslin
w drugim roku po skazeniu gleby ofowiem i kadmem. Zesz. Probl. Post. Nauk Rol.
434: 917-924.

ZABAWSKI J. 1979. Grzyby glebowe jako wskaznik zubozenia mikroflory w strefie sani-
tarnej Huty Miedzi ,,Legnica”. Mat. konf. pt. ,,Ocena degradacji naturalnego Sro-
dowiska ziem potudniowo-zachodnich Polski”,11-20 XI 1977, PAN Wroclaw,
Komisja Nauk o Ziemi: 432-438.

ZABAWSKI J., BORATYNSKI J., PLASKOWSKA E. 1987. Wplyw zréznicowanych dawek cyn-
ku, miedzi, kadmu i niklu na wzrost niektérych mikrogrzybéw glebowych. Archiwum
Ochrony Srodowiska: 130-131.

Stowa kluczowe:  metale cigzkie, Trichoderma harzianum RIFAl, skazenie gleby
Streszczenie

W do$wiadczeniu badano wrazliwo$¢ izolatdéw 7. harzianum RIFAI na obec-
no$¢ otowiu i niklu zaréwno w warunkach in vitro — na pozywce glukozowo-ziem-
niaczanej (PDA) jak 1 w glebie w ktérej uprawiano rajgras wloski. Obserwacje
tempa wzrostu grzybéw na pozywce zawierajace] sole otowiu i niklu wykazaly
duze zroznicowanie wrazliwosci izolatéw 7. harzianum na obecno$¢ obydwu pier-
wiastkéw w podiozu. Nikiel byl mniej toksyczny niz otéw, a w niektérych steze-
niach azotan niklu wrecz stymulowal wzrost tego gatunku. W do$wiadczeniu wa-
zonowym oceniano plony rajgrasu uprawianego w obecnosci 7. harzianum, zawar-
to$¢ metali w tkankach ro§lin oraz sklad gatunkowy i liczebno$é grzybow w gle-
bie. Wyniki analizy mikologicznej wykazaly wyrazng kompensacje gatunku 7. ha-
izianum w glebie przy réwnoczesnym zubozeniu innych gatunkéw. Istotny wplyw
na wysoko$¢ plonu trawy miala szczepionka grzyba, zwlaszcza w przypadku obe-
cno$ci niklu w glebie.

Trichoderma harzianum Riral AS A COLONIZER OF SOILS POLLUTED
WITH NICKEL AND LEAD

Krzysziof Gediga ', Krzysztof Matkowski?, Elzbieta Plgskowska?
! Department of Agricultural Chemistry, Agricultural University, Wroctaw
2Department of Plant Pathology, Agricultural University, Wroclaw

Key words:  heavy metals, Trichoderma harzianum RIFal, soil pollution
Summary
Influence of nickel and lead, and fungus Trichoderma harzianum Riral on
the growth of and yield rye-grass was investigated. In in vitro experiment, on po-

tato dextrose agar (PDA) with nickel and lead salts, 2 fungal strains were sc-
lected for inoculation of soil polluted with metals. Analysis of growing rate of
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the fungi that was obtained, indicates a significant differentiation in their
sensitivity to investigated heavy metals. Nickel nitrate appeared to be much less
toxic than the lead: in same concentrations it stimulated the growth of T. harzia-
num. The metal contents in plants, fungal composition in soil were estimated in
pot experiment. The results of mycological analysis showed the compensation of
T. harzianum in soil with a simultaneous reduction another species. The inocu-
lum of fungus stimulated grass yield especially at nickel presences in the soil.
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