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Abstract. The aim of study was estimated of qualitative and quantitative composition of fungi in
rapeseed on RBA, YpSs, DG18 medium at 25, 37, 45°C. Material was 18 samples of rapeseed.
The most amount of fungi were isolated on RBA at 25°C (28), next xerophilic species (23) on
DG 18 at 25°C and mesophilic (19) and thermophilic species (8) on YpSs medium at 37° and
45°C, respectively. The predominant species were Penicillium chrysogenum and Eurotium
herbariorum. From rapeseed 162 strains belonging to 41 species were isolated. This study
enriched rapeseed mycobiota about 25 species and genus of fungi in comparison to date from
available literature.
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WSTEP

Jakos¢ mikrobiologiczna surowcow i produktow zywnosciowych jest istotnym elementem
wptywajacym na ich walory organoleptyczne oraz bezpieczenstwo zdrowotne (Biatasiewicz
i in. 2006; Michalczyk i Nowaczek 2006; Bruzewicz i Malicki 2007). Grzyby mikroskopowe,
przyczyniajgc sie do obnizania jakosci surowcéw oraz produktow zywnosciowych, moga
powodowaé réwniez znaczne straty ekonomiczne (De Lucca 2007; Hadanich i in. 2008;
Horoszkiewicz-Janka i in. 2008). Ich obecno$¢ moze by¢ przyczyng zaréwno uczulen, jak
i zachorowan ludzi i zwierzat (De Lucca 2007). Na szczegdlng uwage zastugujg surowce
o niskiej wilgotnosci, takie jak: ziarna zbdz, maka, kukurydza, ryz, nasiona kawy i kakao,
orzechy, przyprawy, ziota a takze $wieze oraz suszone owoce i warzywa (Samson i in. 2002;
Batista i in. 2003; Janda i Ulfig 2005; Krysinska-Traczyk i in. 2007; Kumar i in. 2008; Moss 2008).
Nieliczne sg natomiast doniesienia na temat grzybéw zasiedlajgcych nasiona rzepaku (Mills
i Abramson 1986; Magan i in. 1993; Kornitowicz-Kowalska i in. 2000; Brazauskienie i in. 2006).
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Celem pracy byta ocena sktadu ilosciowego i jakosciowego grzybéw zasiedlajgcych
nasiona rzepaku.

MATERIAL | METODY

Materiat badawczy stanowito 18 probek nasion rzepaku, pochodzgcych z sieci handlowe;j,
o potencjalnie zréznicowanym stopniu zasiedlenia grzybami. Ocena wizualna nasion nie
wykazata widocznych oznak obecnosci grzybow. W celu okreslenia sktadu ilosciowego
i jakosciowego grzybow wykonywano posiewy metodg rozcienczen (Samson i in. 2002). Aby
jak najdokfadniej ocenic€ liczebnos$c¢ i skfad jakosciowy grzybow, wykorzystano trzy pozywki
agarowe i trzy temperatury hodowli: 1) RBA (Rose Bengal Agar) w 25°C (Merck 2006), 2)
YpSs — (Yeast Powder Soluble Starch Agar) w 37°C i 45°C do okreslenia spektrum grzybow,
odpowiednio mezofilnych oraz termofilnych i termotolerancyjnych (Del Fratte i Caretta 1990),
3) DG 18 — Dichloran Glicerol (DG18) Agar w 25°C do okreslenia spektrum grzybow
kserotolerancyjnych i kserofiinych (Merck 2006). Do wszystkich pozywek dodawano
chloramfenikol w ilosci 100 mg/1000 cm® pozywki (Samson i in. 2002) i sterylizowano je
w autoklawie (121°C; 20 minut). Posiewy wykonywano w trzech powtérzeniach. Liczbe wyrostych
kolonii grzybowych podano jako jtk — jednostki tworzace kolonie w 100 g nasion (jtk - 100 g™).

Hodowle grzybowe oznaczano do gatunku na podstawie ich cech makro- i mikromorfologicznych.
Do identyfikacji grzybéw wykorzystano wybrane monografie taksonomiczne (Cooney
i Emerson 1964; Raper i Fennel 1977; Domsch i in. 1980; Hoog i in. 2000; Klich 2000,
Samson i Pitt 2000; Samson i in. 2002; Frisvad i Samson 2004; Samson i Frisvad 2004).
W identyfikacji grzybéw wykorzystano technike mikrohodowli. Preparaty wykonywano
w laktofenolu z dodatkiem barwnika Cotton blue oraz w PVA (alkohol poliwinylowy — 1,66 g,
kwas mlekowy — 10 cm?®, gliceryna — 1 cm®, woda destylowana — 10 cm®). W celu uzyskania
owocnikow piciowych grzybow stosowano pozywke WA (Water Agar) lub OA (Oatmeal
Agar). Inkubacje prowadzono w optymalnej dla danego gatunku grzybéw temperaturze przez
1-2 miesigce (Samson i in. 2002). Udziat poszczegolnych gatunkéw w mykobiocenozie
nasion okreslono jako stosunek liczby szczepédw danego gatunku do catkowitej liczby
wyodrebnionych szczepdw.

Otrzymane wyniki poddano analizie statystycznej, uzywajgc arkusza kalkulacyjnego Excel
oraz programu Statistica 8.0 (StatSoft®).

WYNIKI | DYSKUSJA

Nasiona rzepaku réznity sie miedzy sobg pod wzgledem ilosci zasiedlajgcych grzybdéw
(tab. 1). Najwieksze roznice dotyczyly skfadu grzybow kserofilnych i kserotolerancyjnych
wyrostych na podtozu DG18 w 25°C —od 8,5 - 10° do 6,0 - 10% jtk - 100 - g~' oraz termofilnych
wyizolowanych na YpSs w 45°C — poczgwszy od nasion, w ktorych nie stwierdzono ich
obecnosci (23,5% probek nasion) az do 1,0 - 10° jtk - 100 - g~'. Najmniejsze zréznicowanie
zaobserwowano w liczebnosci grzybéw mezofilnych wyrostych na pozywce YpSs w 37°C
(od 5,0 - 10% do 3,5 - 10° jtk - 100 - g™"). Najwiekszg liczbe grzybow (6,7 - 107 jtk - 100 - g7)
wyizolowano z podtoza DG18 w 25°C — byty to gatunki kserofilne.
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Tabela 1. Liczba grzybdw wyizolowanych z nasion rzepaku na pozywkach DG18, RBA i YpSs
Table 1. The number of fungi isolated from rapeseed on DG18, RBA and YpSs medium

Pozywka Sl\r/lednia Mm I\I<I/Iaks.

i temperatura €an in. ax. Odchylenie Wspétczynnik

inkubaciji standardowe Zmiennosci Mediana
Medium and jtk - 100 - g Standard Coefficient Median
incubation cfu - 100 - g‘1 deviation of variation

temperature

RBA (25°C) 24-10° 65-10° 23-10" 6,2 - 10° 2,59 1,3-10°
DG18 (15°C) 6,7-10° 85-10° 6,0-10° 1,9 -10° 2,89 2,6 -10°
YpSs (37°C) 44-10* 50-10° 3,5-10° 9,1-10* 2,06 7,5-10°
YpSs (45°C) 89-10° 00-10° 1,0-10° 2,6 -10° 2,87 1,0 - 10°

jtk — jednostki tworzgce kolonie.
cfu — colony forming unit.

Sktad gatunkowy grzybéw zasiedlajgcych nasiona rzepaku przedstawiono w tabeli 2.
W ocenie mikrobiologicznej, oprécz liczebnosci drobnoustrojow, niezwykle wazny jest tez ich
skfad gatunkowy. Przeprowadzone badania pozwolity na wyizolowanie fgcznie 162 szczepdw,
nalezacych do 41 gatunkow. Liczba gatunkow w poszczegolnych probkach wahata sie od
5 do 12. Gatunkami o czestosci izolowania >20% byty: Eurotium herbariorum (94,4%),
Penicillium chrysogenum (94,4%), Alternaria alternata (88,9%), Eurotium amstelodami (66,7%),
Penicillium commune (66,7%), Penicillium nigricans (66,7%), Aspergillus fumigatus (50%),
Penicillium hordei (27,8%), Eurotium chevalieri (22,2%), Geomyces pannorum (22,2%) oraz
Ulocladium chartarum (22,2%).

Udziat tych gatunkédw w mykocenozie nasion rzepaku (w stosunku do ogotu szczepow)
miedcit sie w zakresie od 2,5% (Eurotium chevalieri, Geomyces pannorum, Ulocladium
chartarum) do 10,5% (Eurotium herbariorum, Penicillium chrysogenum). Gatunkami dominujgcymi
byty Penicillium chrysogenum i Eurotium herbariorum (anamorf Aspergillus glaucus), ktore
nalezg do grzybéw zasiedlajgcych srodowiska o obnizonej aktywnosci wody, czyli grzybow
kserofilnych. Wedtug Andrews i Pitt (1987), do tej grupy drobnoustrojow zalicza s3 te, ktére
sg zdolne do wzrostu w warunkach aktywnosci wody ponizej a,, 0,85. Penicillium chrysogenum
i Eurotium herbariorum sg jednymi z najwazniejszych grzybéw odpowiedzialnych za psucie
sie zywnosci o niskiej wilgotnosci, przy czym P. chrysogenum to jedyny grzyb, oprocz Aspergillus
flavus, zdolny do wzrostu w warunkach aktywnosci wody a,, < 0,80 (Dantigny i in. 2005).

Nalezy zwréci¢ uwage, ze grzyby dominujgce w badanych prébkach nasion rzepaku
zdolne sg do wytwarzania mykotoksyn. Szczepy E. herbariorum syntetyzujg patuline,
sterygmatocystyne, echinuline, kladosporyne, neoechinuling A i B, flawoglaucyne, auroglaucyne,
fyscion, izotetrahydroglaucyne, epiheweadryd (Al-Julaifi i in. 1996; Krikstaponis i in. 2001;
Samson i in. 2002; Slack i in. 2009). Samson i in. (2002) wykazali, ze zywnos¢ zanieczyszczona
E. herbariorum jest toksyczna dla krélikéw i moze powodowac niestrawnos¢ u ludzi. Rowniez
szczepy P. chrysogenum znane sg z wytwarzania mykotoksyn, takich jak cytrynina,
rokwefortyna C, patulina, PR-toksyna, ksantocylina X, kwas cyklopiazonowy i penicylinowy,
meleagryna, chrysogin oraz ochratoksyna A (Al-Julaifi i in. 1996; KrikStaponis i in. 2001;
Samson i in. 2002; Miklaszewska i Grajewski 2005; Soroka i in. 2008).
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Tabela 2. Grzyby wyizolowane z nasion rzepaku
Table 2. Fungi isolated from rapeseed

Liczba prébek,

- . s Udziat
w ktoérych stwierdzono Czestos¢ .
Gatunki grzybow obecnos$¢ gatunku wystepowania*® w myll<o.cen_02|e

< grzy! g : ystep Participation

* p
Fungi species Count of samples in Incidence ; :

. . in mycobiota
which fungi have been (%) (%)
isolated °
Eurotium herbarioum 17 94,4 10,5
Penicillium chrysogenum 17 94,4 10,5
Alternaria alternata 16 88,9 9,9
Eurotium amstelodami 12 66,7 7,4
Penicillium commune 12 66,7 7,4
P. nigricans 12 66,7 7,4
Aspergillus fumigatus 9 50,0 5,6
Penicillium hordei 5 27,8 3.1
Eurotium chevalieri 4 22,2 2,5
Geomyces pannorum 4 22,2 2,5
Ulocladium chartarum 4 22,2 2,5
Aspergillus candidus 3 16,7 1,9
Candida sp. 3 16,7 1,9
Penicillium brevicompactum 3 16,7 1,9
P. cyclopium 3 16,7 1,9
P. viridicatum 3 16,7 1,9
Rhizopus oryzae 3 16,7 1,9
Absidia corymbifera 2 11,1 1,2
Cladosporium cladosporioides 2 11,1 1,2
Emericella nidulans 2 11,1 1,2
Mucor circinelloides 2 11,1 1,2
Mycelia sterilia (brgzowa) 2 11,1 1,2
Paecilomyces variotii 2 11,1 1,2
Penicillium polonicum 2 11,1 1,2
Trichosporon sp. 2 11,1 1,2
Acremonium alabamensis 1 5,6 0,6
A. charticola 1 5,6 0,6
Aspergillus niger 1 5,6 0,6
Aspergillus versicolor 1 5,6 0,6
Fusarium sp. 1 5,6 0,6
Geotrichum candidum 1 5,6 0,6
Malbranchea sp. 1 5,6 0,6
Mucor racemosus 1 5,6 0,6
Mycelia sterilia (biata) 1 5,6 0,6
Penicillium aurantiogriseum 1 5,6 0,6
P. dupontii 1 5,6 0,6
Rhizopus rhizopodiformis 1 5,6 0,6
Rhodotorula sp. 1 5,6 0,6
Scopulariopsis brevicaulis 1 5,6 0,6
Thermoascus crustaceus 1 5,6 0,6
Verticillium lecani 1 5,6 0,6

* % probek, w ktorych stwierdzono wystepowanie grzyba.
% samples in which fungi was found.

Sktad gatunkowy grzybow, w zaleznosci od zastosowanej pozywki agarowej i temperatury
inkubaciji, przedstawiono w tabeli 3. Najwiecej wyizolowano gatunkéw mezofilnych na pozywce
RBA w 25°C (28), w dalszej kolejnosci gatunkéw kserofilnych (23) na DG18 w 25°C oraz
mezofilnych (19) i termofilnych (8) na pozywce YpSs w temperaturze, odpowiednio 37°
i 45°C. Otrzymane wyniki wskazujg, ze w celu okreslenia spektrum gatunkéw zasiedlajgcych
nasiona rzepaku najwtasciwsza jest temperatura inkubacji 25°C oraz standardowe podtoze
wykorzystywane do wyodrebniania grzybéw RBA, a takze pozywka DG18, polecana do

wyodrebniania gatunkéw kserofilnych i kserotolerancyjnych.
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Tabela 3. Lista gatunkdéw grzybéw wyizolowanych z nasion rzepaku na pozywkach DG18, RBA i YpSs
Table 3. List of fungi species isolated from rapeseed on DG18, RBA and YpSs medium

Gatunki grzybow
Fungi species

Pozywka i temperatura inkubacji

Medium and incubation temperature

DG18
(25°C)

RBA
(25°C)

YpSs YpSs
(37°C) (45°C)

Absidia corymbifera
Acremonium alabamensis
A. charticola

Alternaria alternata
Aspergillus candidus

A. fumigatus

A. niger

A. versicolor

Candida sp.

Cladosporium cladosporioides

Emericella nidulans
Eurotium amstelodami

E. chevalieri

E. herbariorum

Fusarium sp.

Geomyces pannorum
Geotrichum candidum
Malbranchea sp.

Mucor circinelloides

Mucor racemosus

Mycelia sterilia (biata)
Mycelia sterilia (brgzowa)
Paecilomyces variotii
Penicillium aurantiogriseum
. brevicompactum

P. chrysogenum
P. commune

P. cyclopium
P.
P.

)

dupontii

hordei
. nigricans
P. polonicum
P. viridicatum
Rhizopus oryzae
R. rhizopodiformis
Rhodotorula sp.
Scopulariopsis brevicaulis
Thermoascus crustaceus
Trichosporon sp.
Ulocladium chartarum
Verticillium lecani
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Przeprowadzone badania wykazaty, ze z 18 probek nasion rzepaku wyodrebniono 162

szczepy, nalezgce do 41 gatunkéw. W poréwnaniu z danymi literaturowymi (tab. 4) badania
wiasne wzbogacity mykocenoze nasion rzepaku o nastepujgce 25 gatunkéw i dwa rodzaje:
Absidia corymbifera, Acremonium charticola, Aspergillus fumigatus, A. niger, Candida, sp.,

Emericella nidulans, Eurotium herbariorum, E. amstelodami, E. chevalieri Geomyces

pannorum, Geotrichum candidum, Malbranchea sp., Mucor racemosus, Paecilomyces varioti,
Penicillium commune, P. hordei, P. cyclopium, P. viridicatum, P. polonicum, P. aurantiogriseum,

P. dupontii, Rhizopus oryzae, R. rhizopodiformis, Scopulariopsis brevicaulis, Thermoascus
crustaceus, Verticillium lecanii, Ulocladium chartarum. Ponadto z nasion rzepaku wyizolowano
szczepy grzybow drozdzoidalnych, morfologicznie zblizone do rodzaju Trichosporon.
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Tabela 4. Dane literaturowe dotyczace gatunkéw grzybow wyizolowanych z nasion rzepaku (Mills
i Abramson 1986; Magan i in. 1993; Kornitowicz-Kowalska i in. 2000; Brazauskienie i in. 2006)

Table 4. Date from literature concern fungi isolated from rapeseed (Mills i Abramson 1986; Magan
i in. 1993; Kornitowicz-Kowalska i in. 2000; Brazauskienie i in. 2006)

Grzyby wyodrebnione z nasion rzepaku

Fungi isolated from rapeseed

Acremonium sp., A. biseptum, A. rutilum, A. strictum

Alternaria sp., A. brassicacea, A. alternata, A. brassicola, A. raphani

Aspergillus sp., A. candidus, A. erythrocephalus, A. flavus, A. versicolor, A. oryzae
Botrytis sp.

Cladosporium sp., C. cladosporioides, C. herbarum, C. chlorocephalum

Eurotium sp.

Mucor sp., M. circinelloides, M. hiemalis

Mycelia sterilia

Fusarium sp.

Penicillium sp., P. brevicompactum, P. chrysogenum, P. citrinum, P. corylophilum, P. digitatum,
P. expansum, P. granulatum, P. nigricans, P. rugulosum

Phoma sp., P. eupyrena

Rhodotorula sp.

Verticillium sp., V. nigrescens

Badania wtasne wzbogacity wiedze o gatunkach grzybow zasiedlajgcych nasiona rzepaku —
wyizolowano wiele gatunkow, ktore dotychczas z rzepaku nie byty wyodrebniane. Przyczyng
tego jest z pewnoscia fakt, ze kolejni badacze izolowali grzyby z innego materiatu roslinnego —
mimo iz badania dotyczyly tego samego gatunku botanicznego, to nasiona z pewnoscig
réznity sie wieloma cechami jakosciowymi (np. iloscig zanieczyszczen, wilgotnosciag),
pochodzity z réznych regionéw geograficznych i/lub byty przechowywane w réznych warunkach
termiczno-wilgotnosciowych.

Na podstawie dostepnego pismiennictwa mozna zauwazy¢, ze do okredlania stanu
mikologicznego nasion stosowana jest zazwyczaj jedna pozywka mikrobiologiczna — PDA
(Potato Dextrose Agar), MEA (Malt Extract Agar), RBA (Rose Bengal Agar) i jedna
temperatura inkubacji w przedziale od 24°C do 27°C. W badaniach wtasnych do izolowania
grzybéw zastosowano trzy pozywki, roznigce sie sktadem chemicznym i wartoscig pH: RBA,
DG18 oraz YpSs, a inkubacje prowadzono w trzech temperaturach: 25°C oraz 37°C i 45°C.
Warunki te pozwolity na wyodrebnienie szerokiego spektrum grzybéw o zréznicowanych
wymaganiach $rodowiskowych, tgcznie z grzybami kserofilnymi i kserotolerancyjnymi
izolowanymi w temperaturze 25°C na pozywce DG18 oraz termofilnymi wyrostymi na
pozywce YpSs w 45°C. Pozywka, na ktorej wyizolowano najwiecej grzybéw, jest DG18,
polecana do grzybéw kserofilnych; nieco mniej wyodrebniono ich na standardowej pozywce
do izolowania ogolnej liczby grzybow RBA. Obie pozywki majg zblizony sktad — gtéwnymi
sktadnikami sg pepton mykologiczny (5 g) oraz glukoza (10 g). Réznig sie tym, ze podfoze
DG18 zawiera dichloran — zwigzek obnizajgcy aktywnos¢ wody, dzieki czemu pozywka ta
polecana jest do wyodrebniania grzybow kserofilnych ze srodowisk o niskiej wilgotnosci.
Ponadto rézna jest wartos¢ pH. Pozywka RBA charakteryzuje sie pH 7,2, natomiast DG18 — 5,6.

Poniewaz sktad pozywek byt bardzo podobny, to wlasnie wartos¢ pH oraz obnizona
dostepnos¢ wody w pozywce DG18 byly parametrami decydujgcymi o tym, ze liczba
wyodrebnionych gatunkéw byta najwieksza. Okreslajgc sktad ilosciowy i jakosciowy grzybow
wykorzystano rowniez pozywke YpSs o pH 7,0, ktorej gtdwnymi sktadnikami sg ekstrakt
drozdzowy (4 g) oraz skrobia (15 g). W rezultacie inkubacji prowadzonych w temperaturze 45°C
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z nasion rzepaku wyodrebniono osiem gatunkéw grzybow strzepkowych: Absidia corymbifera,
Acremonium alabamensis, Aspergillus fumigatus, Emericella nidulans, Paecilomyces variotii,
Penicillium dupontii, Rhizopus rhizopodiformis, Thermoascus crustaceus. Wskazuje na to
potencjalne ryzyko, jakie moze pojawi¢ sie w przypadku podwyzszenia temperatury w czasie
przechowywania nasion — w takiej sytuacji uaktywnig sie grzyby termofilne i termotolerancyjne,
ktorych aktywnosc¢ zyciowa moze przyczyni¢ sie do obnizenia jakosci nasion w warunkach
podwyzszonej temperatury, a nawet do ich samozaptonu.

WNIOSKI

1. Nasiona rzepaku, bez widocznych oznak zaplesnienia, zasiedlane byly przez rdzne
gatunki grzybow, w tym réwniez termofilne i kserofilne.

2. Gatunkami dominujgcym byty Eurotium herbariorum i Penicillium chrysogenum
zaliczane do grzybéw kserofilnych.

3. Poniewaz grzyby dominujgce w badanych nasionach rzepaku zdolne sg do wytwarzania
mykotoksyn to wystepuje potencjalne ryzyko pogorszenia jakosci nasion nawet podczas
sktadowania w warunkach niskiej wilgotnosci.

Praca finansowana z grantu MNiSW 2P06R 025 30.
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