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ABSTRACT

Sabor J., Janeczko Z. 2009. Ocena metabolizmu zwigzkéw fenolowych u sadzonek mikoryzowanych i nie-
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Studies on the possibility of the assessment of phenolic bioindicators were conducted to determine the
level of mycorrhization of Istebna Norway spruce seedlings with the fungus Hebeloma crustuliniforme using
Kowalski’s method. The effect of the genotype and mycorrhiza on growth parameters and nutritional
metabolism of 2-year-old Istebna spruce seedlings was evaluated. Acetophenolic glycoside and resveratrol
can be important physiological markers determining the condition and quality of mycorrhized seedlings.
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Wstep

Zwigzki fenolowe w roslinach odgrywaja wazna rol¢ fizjologiczng zar6wno w procesach metabo-
licznych, jak réwniez przy ocenie odpornosci roslin na choroby spowodowane przez mikroorga-
nizmy, grzyby i owady. Wykorzystywane sg takze w badaniach genetycznych i fitopatologicznych
[Hanower, Wilkinson 1970; Lundertadt 1976; Sabor 1998]. Zwiazki powstale jako fitoaleksyny,
czyli produkty ochronne zywiciela, mogg by¢ istotnymi markerami oceniajacymi poziom i jakosé
mikoryzy sadzonek drzew lesnych. Fitoaleksyny sg syntetyzowane najczg¢sciej wtedy, gdy rosli-
na zostaje zaatakowana przez grzyby, lub pozostaje pod wplywem streséw abiotycznych, m.in.
jonéw metali cigzkich czy tez szoku termicznego na uprawie lesnej. Zwigzki fenolowe wytwa-
rzane przez komdrki rosliny z kwasu octowego lub szikimowego, petnigce rolg fitoaleksyn,
charakterystyczne dla okreslonego gatunku, blokujg przepuszczalnosé membran komérek pato-
gena ograniczajac jego rozwdj w roslinie [Wojcieszyriska, Wilczek 2008].

Cel i zakres

Praca stanowi kontynuacj¢ badad prowadzonych od roku 2006 przez Katedre Nasiennictwa,
Szkdétkarstwa i Selekcji Drzew Lesnych we wspétpracy z Katedrg Fitopatologii Lesnej Wydziatu
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Lesnego UR oraz Katedrg Farmakognozji Collegium Medium UJ w Krakowie nad mozliwoscig
opracowania fenolowych markeréw genetycznych i fizjologicznych dla réznowiekowych sadzo-
nek swierka pospolitego mikoryzowanego grzybem Hebeloma crustuliniforme wedhug technologii
sterowanej mikoryzacji opracowanej przez prof. dr. hab. Stefana Kowalskiego [Sabor, Janeczko
2007].

Celem pracy byta ocena zréznicowania metabolicznego zwigzkéw fenolowych w stadiach roz-
wojowych dwuletnich sadzonek mikoryzowanych i niemikoryzowanych grzybem H. crustuliniforme.

Zbadano efekt genotypu i mikoryzy grupy sadzonek o zréznicowanym wzroscie wybra-
nych pochodzeri i rodéw swierka istebniariskiego. Wptyw wieku sadzonek na zréznicowanie
zwigzkéw fenolowych oraz reakeji adaptacyjnych sadzonek oceniono na podstawie cech wzro-
stowych i poziomu akumulacji zwigzkéw odzywczych. Aktywnosé proceséw metabolicznych,
wynikajacych z mikoryzacji sadzonek, oceniong bioindykatorami fenolowymi, okreslono przed
wysadzeniem dwuletnich §wierkéw na uprawe lesng w Krynicy w cyklu wegetacyjnym 2008
roku.

Materiat i metodyka

Badania mikoryzowanych i niemikoryzowanych sadzonek swierka istebniaiskiego reprezen-
tujgcych generatywne potomstwo drzew doborowych, drzewostanéw nasiennych wylaczonych
z terenu lesnictw Bukowiec (oddz. 149h) i ZapowiedZ (oddz. 121a) wyhodowanych z materiatu
nasiennego wysianego wiosng 2006 roku w pojemnikach typu Hiko V-120 w szkétce kontene-
rowej w Nadlesnictwie Rudy Raciborskie wedtug zasad hodowli obowigzujacych w szkétkarst-
wie kontenerowym [Sliwa 2007] prowadzono na dwuletnim materiale sadzeniowym. Sadzonki
byty analizowane pod katem zréznicowania wysokosci, akumulacji sktadnikéw pokarmowych
oraz oceny zawartosci zwigzkow fenolowych w okresie spoczynku wegetacyjnego wiosng 2008,
tj. po drugim cyklu wegetacyjnym 2007 roku. Z 640 poprzednio badanych sadzonek [Sabor,
Janeczko 2007], wiosng 2008 roku wybrano po 300 §wierkéw kolekcji niemikoryzowanej oraz
300 sadzonek ocenionych makroskopowo jako w petni zmikoryzowane.

Pomiar wysokosci wyselekcjonowanych populacji sadzonek reprezentujacych cztery drzewa
doborowe dwéch drzewostanéw nasiennych $wierka istebniariskiego przeprowadzono na poczgt-
ku trzeciego cyklu przyrostowego przed wysadzeniem na uprawe lesng. Do oceny zmiennosci
wysokosci sadzonek oraz okreslenia statystycznej istotnosci efektéw mikoryzy i genetycznego
materialu badawczego zastosowano hierarchiczny model analizy wariancyjnej wykorzystujgc
pakict STATISTICA. Oceng polimorfizmu zwigzkéw fenolowych przeprowadzono na wybra-
nych 46 sadzonkach reprezentujgcych wszystkie warianty doswiadczalne (po 6) okreslone w pracy
Sabora i Janeczko [2007].

Materiat badawczy stanowity kora, igly, drewno i korzenie dwuletnich $swierkéw bgdgcych
potomstwem generatywnym czterech drzew doborowych dwéch wylgczonych drzewostanéw
nasiennych rasy istebnianiskiej. Prébki pobrano z materiatu badawczego przed wysadzeniem na
uprawe lesng (kwiecieri 2008). Do badan zastosowano technike¢ wysokosprawnej chromatografii
cieczowej (HPLC) wybranych zwigzkéw fenolowych wystepujacych w dwuletnich sadzonkach
swierka pospolitego. Swieze, oddzielone od korzeni i rozdrobnione czesci siewek (1 g) pocieto
na fragmenty 2-3 mm i przeniesiono do okraglodennych kolbek. Do kazdej kolbki dodano po
50 ml metanolu i ogrzewano zawarto$¢ w temperaturze wrzenia rozpuszczalnika na tazni wodnej
pod chtodnicg zwrotng przez 2 godziny. Ekstrakt metanolowy odsgczono i odparowano na wyparce
przy obnizonym ci$nieniu do objgtosci ok. 20 ml. Ekstrakt przenoszono do kolbek miarowych
i uzupetniano metanolem do objetosci 25 ml.
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Analize HPLC przeprowadzono w laboratorium Katedry Farmakognozji Collegium
Medicum U] w Krakowie. Do pomiaréw wykorzystano chromatograf firmy DIONEX wyposa-
zony w detektor PDA 100 UV-VIS z pompg P 680, termostatem T'CC 100, autosamperem ASI
100 i program sterujgcy CHROMELEON® 6.60. Analiz¢ prowadzono na kolumnie Hypersil
BDS C-18 (5p, 250x4,6 mm; Thermo EC) wyposazong w prekolumng Hypersil BDS C-18
(511, 10x4,6 mm; Thermo EC). Predkos¢ przeptywu fazy ruchomej wynosita 1,5 ml/min, a obje¢-
to$¢ nanoszonej prébki 20 pl (detektor UV-306 nm, temperatura kolumny 25°C). Faze ruchomg
stanowita mieszanina wody (20%) i acetonitrylu (80%). Czas pojedynczej analizy wynosit ok. 20
minut.

Zwigzki fenolowe, pochodne resweratrolu oraz glukozyd acetofenonu oznaczano ilosciowo
w badanych tkankach $wierkéw reprezentujacych poszczegélne warianty doswiadczenia.
Wyniki polimorfizmu zwigzkéw fenolowych oceniano takze technikg cienkowarstwowej analizy
chromatograficznej (faza ruchoma: chloroform-metanol-woda, 23:8:1) na ptytkach zelowych
silica-Gel dla wybranych ekstraktéw metanolowych otrzymanych z kory i igiet.

Wyniki
Ocena wysokosci sadzonek mikoryzowanych i niemikoryzowanych reprezentujgcych rody czte-
rech drzew doborowych dwéch drzewostanéw nasiennych $wierka istebniaiskiego przeprowa-
dzona wiosng 2008 przed rozpoczeciem trzeciego cyklu wegetacyjnego wykazata, podobnie jak
w analizie cech wzrostowych po zakoriczeniu pierwszego cyklu rozwojowego [Sabor, Janeczko
2007], istotng poprawe wzrostu sadzonek mikoryzowanych w poréwnaniu do materiatu sadze-
niowego niepoddanego mikoryzie (tab. 1).

W poréwnaniu do wysokosci sadzonek jednorocznych nadal zaznacza si¢ lepszy efekt
wzrostowy §wierkéw mikoryzowanych. Réznica miedzy wysokoscig jedno- i dwulatek mikory-
zowanych sadzonek wyraznie zwickszyla si¢ z 1,6 cm do 3,7 cm, przy znaczacym efekcie gene-
tycznym na poziomie rodu i pochodzenia.

Podobnie jak w przypadku jednolatek, wszystkie analizy wskazujg na podobny rozktad
zmiennos$ci wysokosci w przyjetych wariantach doswiadczalnych, potwierdzajacy istotny efekt
mikoryzy we wzroscie sadzonek $wierka (ryc. 1-5).

Wryniki hierarchicznej analizy wariancji wysokosci czesci nadziemnych wybranych do wysa-
dzenia $wierk6w okreslity wysoki, statystycznie istotny wptyw pochodzenia drzewa doborowego
i mikoryzy na wzrost sadzonek (tab. 2). Potwierdzit si¢ takze brak istotnego zréznicowania

Tabela 1.
Wysokos¢ dwuletnich sadzonek $wierka bez mikoryzy i mikoryzowanych po cyklu wzrostowym w 2008 roku
Height of 2-year-old spruce seedlings without mycorrhiza and mycorrhized after the growth season 2008

Oddziat Drzewo Sadzonki Srednia wysoko$¢ (cm)
DD 82 bez n.likoryzy 69,8
z mikoryzg 71,5
121a -
DD 83 bez mikoryzy 65,9
z mikoryzg 67,9
DD 94 bez r‘fnkoryzy 64,2
z mikoryzg 66,4
149h -
DD 104 bez mikoryzy 58,9
z mikoryzg 67,7
Srednia wysoko$¢ sadzonek bez mikoryzy 64,7

Srednia wysokos¢ sadzonek mikoryzowanych 68,4
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DD_82 (121a)

Liczebnos¢

-3,5 -2,5 -1,5 -0,5 0,5 1,5 2,5

Odchylenie standardowe
Rye. 1.

Rozktad wysokosci §wierka 2/0. Potomstwo drzew doborowych DD 82 Lesnictwo ZapowiedZ — wiosna 2008
Height distribution of 2/0 spruce. Progeny of plus trees DD 82, ZapowiedZ Forestry — spring 2008

DD_83 (121a)

Liczebnosé

-3,5 -2,5 -1,5 -0,5 0,5 1,5 2,5

Odchylenie standardowe
Rye. 2.

Rozktad wysokosci swierka 2/0. Potomstwo drzew doborowych DD 83 Lesnictwo ZapowiedZ - wiosna 2008
Height distribution of 2/0 spruce. Progeny of plus trees DD 83, Zapowiedz Forestry - spring 2008
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DD_94 (149h)

Liczebnosé

-3,5 -2,5 -1,5 -0,5 0,5 15 2,5 35

)

Odchylenie standardowe

Rye. 3.
Rozktad wysokosci swierka 2/0. Potomstwo drzew doborowych DD 94 Lesnictwo Zapowiedz — wiosna 2008
Height distribution of 2/0 spruce. Progeny of plus trees DD 94, ZapowiedZ Forestry — spring 2008

DD_104 (149h)

24

Liczebnosé

-3,5 -2,5 -1,5 -0,5 0;5 1,5 2,5 39

Odchylenie standardowe

Ryc. 4.
Rozktad wysokosci §wierka 2/0. Potomstwo drzew doborowych DD 104 Lesnictwo ZapowiedZ — wiosna 2008
Height distribution of 2/0 spruce. Progeny of plus trees DD 104, ZapowiedZ Forestry — spring 2008
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Wszystkie drzewa
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Liczebnosé
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40 -

20 A

-3,5 -2,5 -1,5 -0,5 0,5 1,5 2,5 3,5

Odchylenie standardowe
Rye. S.
Rozktad wysokosci swierka 2/0. Potomstwo rodowe drzew badanych proweniencji ZapowiedZ i Bukowiec
Swierka istebniariskiego
Height distribution of 2/0 spruce. The family progeny of trees from the examined ZapowiedZ and
Bukowiec Istebna spruce provenances

poziomu akumulacji sktadnikéw pokarmowych (gléwnie azotu) $wierkéw mikoryzowanych
i niemikoryzowanych reprezentujacych potomstwo badanych pochodzeri i drizew doborowych
(tab. 3). Analiza skladnikéw pokarmowych wykazuje tendencj¢ wickszej akumulacji N w iglach
sadzonek z mikoryzg w wieku 2 lat, a takze brak istotnego efektu genetycznego tej zmiennosci.

Ocena zawartosci zwigzkéw fenolowych w tkankach kory, igiet i korzeni (tab. 4, 5 oraz
ryc. 6) potwierdzita mozliwos¢ wykorzystania glikozydu acetofenonu oraz pochodnych reswera-
trolu jako bioindykatoréw mikoryzowanego $wierkowego materialu rozmnozeniowego,
szczegblnie ze wzglgdu na ich wlasciwosci charakterystyczne dla fitoaleksyn. Wyraznie rézni-
cujg si¢ poziomy wystepowania tych zwigzkéw w tkankach korzeni, kory i igiel. Na obecnym
etapie analizy fenoli nie uwidaczniajg si¢ istotne réznice pomi¢dzy grupami sadzonek mikory-
zowanych i niemikoryzowanych reprezentujgcych potomstwo badanych drzew doborowych
i pochodzeri $wierka istebniariskiego. Ocena zréznicowania fenoli dokonana w okresie spo-
czynku wegetacyjnego (wiosna 2008) zostanie powtérzona w czasie pelnego wzrostu i rozwoju
sadzonek (czerwiec 2008), w ktérym zwiazki fenolowe mogg wykazywac intensywniejszg inter-
akcje pomiedzy poziomem zawartosci fenoli a grzybem H. crustuliniforme.

Whnioski

# U dwulatek $wierka genotyp na poziomie rodowym i proweniencyjnym oraz mikoryzacja
majg istotny wptywu na zréznicowanie wysokosci sadzonek we wezesnej fazie hodowli sadzo-
nek. Efekt ten wyraznie zwigksza si¢ wraz z wiekiem lesnego materialu rozmnozeniowego.

# Zréznicowane zabarwienie fluorescencyjne plam potwierdza wystgpowanie zwigzkéw
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Tabela 2.
Wyniki hierarchicznej analizy wariancji wysokosci dwulatek swierka — wiosna 2008
Results of the hierarchical analysis of variance of height for 2-year-old spruce seedlings — spring 2008

Termin Zrédto Suma Stopnie  Sredni
pomiaru zmiennosci kwadratéw swobody kwadrat p
Poch 3631,51 1 3631,51 27,86 <0,001
Kwiccies 2008 ¢ Drzewo (Poch) 1625,72 2 812,86 6,24 0,002
" Mikoryza (Poch - Drzewo) 3994,52 4 998,63 7,66 <0,001
Blad 92818,65 712 130,36
Tabela 3.

Zawartos¢ podstawowych sktadnikéw pokarmowych w iglach sadzonek $wierka bez mikoryzy i mikory-
zowanych
The content of the main nutrients in the needles of seedlings without mycorrhiza and mycorrhized

Oddziat  Drzewo Sadzonki %N %P N/P %K
DD 82 bez mikoryzy 1,498 0,1963 7,6310 0,5247
121a z mikoryza 1,722 0,1588 10,844 0,5023
DD 83 bez mikoryzy 1,736 0,1800 9,644 0,5433
z mikoryzg 1,554 0,1838 8,455 0,4480
DD 94 bez mikoryzy 1,596 0,1750 9,120 0,4780
149 z mikoryzg 1,744 0,2000 8,720 0,5340
DD 104 bez mikoryzy 1,610 0,2000 8,050 0,4408
z mikoryza 1,834 0,1875 9,781 0,4861
St. zawartosci sklad. dla sadzonek bez mikoryzy 1,610 0,1878 8,611 0,4967
Sr. zawartosci sktad. dla sadzonek mikoryzowanych 1,714 0,1825 9,450 0,4926

Tabela 4.

Srednia zawarto$¢ glukozydu acetofenonu w poszczegélnych czgsciach testowanych sadzonek swierka bez
mikoryzy i mikoryzowanych

Mean acetophenolic glycoside content in individual parts of the tested spruce seedlings without mycor-
rhiza and mycorrhized

Oddziat  Drzewo Sadzonki Kora Igty Drewno Korzeri
DD 82 bez mikoryzy 0,389 0,524 0,0580 0,295
121a 7 mikoryzg 0,496 0,463 0,0560 0,311
DD 83 bez mikoryzy 0,869 0,846 0,1840 0,367
z mikoryza 1,973 1,102 0,1960 0,274
DD 94 bez mikoryzy 0,704 0,599 0,0740 0,229
149k z mikoryzg 0,981 0,955 0,1120 0,478
DD 104 bez mikoryzy 0,614 0,491 0,4260 0,484
z mikoryzg 0,210 0,417 0,0270 0,143
Sr. zaw. fenoli dla sadzonek bez mikoryzy 0,644 0,615 0,1855 0,343
Sr. zaw. fenoli dla sadzonek mikoryzowanych 0,644 0,615 0,1860 0,344

fenolowych w wyciggach korzeniowych, kory i igiet badanych chromatograficznie sadzonek
$wierka. Na podstawie aktualnej oceny 2-letniego materialu sadzeniowego, glikozyd
acetofenonu oraz resweratrol i jego pochodne mogg by¢ istotnymi, choc nie jedynymi, mar-
kerami fizjologicznymi mikoryzowanych sadzonek swierka. Najbardziej wlasciwym materia-
lem do badania poziomu fenoli sg dla sadzonek $wierka tkanki lisci i kory. Zaktada si¢ przy
tym, ze acetofenon i jego glikozyd uwazane sg za fitoaleksyny.
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Tabela S.
Srednia zawarto$¢ glukozydu acetofenonu i trans-resveratrolu w testowanych sadzonkach swierka bez
mikoryzy i mikoryzowanych
Mean resveratrol and trans-resveratrol content in the tested spruce seedlings without mycorrhiza and
mycorrhized

Srednia zawarto$¢ zwigzkéw (pg/pl)

Oddziat Drzewo Sadzonki *
gluk. acetofenonu trans-Resveratrol
bez mikoryzy 0,317 13,189
121a DD 82 z mikoryza 0,332 10,765
DD 83 bez mikoryzy 0,566 13,597
z mikoryzg 0,886 12,363
bez mikoryzy 0,402 13,736
149h DD 94 z mikoryza 0,631 14,939
DD 104 bez mikoryzy 0,504 23,883
z mikoryzg 0,199 11,517
Sr. zaw. fenoli dla sadzonek bez mikoryzy 0,447 16,101
Sr. zaw. fenoli dla sadzonek mikoryzowanych 0,512 12,396
* badany tylko w igtach — only in needles
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Rye. 6.

Chromatogram badanych zwigzkéw fenolowych w korze (A, B) i igtach (C, D) mikoryzowanej i niemikory-
zowanej sadzonki dwuletniego $wierka istebniariskiego potomstwa drzewa doborowego DD 83 pochodze-
nia ZapowiedZ oddz. 121 obserwowanych w swietle 365 nm UV (a) oraz po wywolaniu 25% metanolowym
roztworu st¢zonego kwasu siarkowego (b)

Chromatogram of the analysed phenolic compounds in bark (A, B) and needles (C, D) of the mycorrhized
and non-mycorrhized 2/0 Istebna spruce seedling of the plus tree progeny DD 83 from the Zapowied?
provenance, comp. 121 observed under 365 nm UV (a) and after development with a 25% methanol solu-
tion of concentrated sulphuric acid (b)

A - $wierk niemikoryzowany — kora; B — $§wierk mikoryzowany — kora; C - §wierk niemikoryzowany — igty; D — §wierk mikoryzowany
—igly; E - glikozyd hydroksyacetofenonu; F - resweratrol

A - non-mycorrhized spruce — bark; B — mycorrhized spruce — bark; G — non-mycorrhized spruce — needles; D — mycorrhized spruce
—needles; E — acetophenolic glycoside¢ F — resveratrol

# Nie wykazano istotnego zréznicowania w zakresie grup sadzonek mikoryzowanych i niemi-
koryzowanych pod wzgledem zmiennosci badanych zwigzkéw fenolowych. Materiat badaw-
czy zostal pobierany z sadzonek znajdujacych si¢ w stanie spoczynku, dlatego tez konieczne
jest powtdrzenie badad na materiale pobranym w okresie pelnej wegetacji swierkéw.

# Na obecnym etapie badari dwulatek $wierka nie wskazano jednoznacznie, ze istnieje istotna
zalezno$¢ mig¢dzy prébkami sadzonek swierka mykoryzowanego i niemykoryzowanego a po-
ziomem glikozydu acetofenonu i resweratrolu. W dalszym etapie prac badawczych bedg pod-
jete préby okreslenia poziomu innych fenoli, ktére réwniez uwazane sg za fitoaleksyny,
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dla zbadania, czy mikoryza niepatogennym grzybem Hebeloma crustuliniforme podnosi istotnie
poziom fenoli w tkankach kory, igiel, korzenia i drewna sadzonek swierka.

Autorzy dzigkujg dr. Marianowi Strzalce za wykonanie analiz laboratoryjnych oraz dr. inz.
Jackowi Banachowi i mgr inz. Annie Faber za pomoc w obliczeniach statystycznych i opracowa-
niu technicznym pracy.
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SUMMARY

Evaluation of the metabolism of phenolic compounds in mycorrhized and
non-mycorrhized Norway spruce seedlings of Istebna provenances

The effect the genotype and mycorrhiza on growth parameters and nutritional metabolism of
mycorrhized with the fungus Hebeloma crustuliniforme and non-mycorrhized seedlings of 2-year-
-old Istebna spruce was evaluated using Kowalski’s technique. Also, the polymorphism of phe-
nolic compounds occurring in bark tissues, needles and roots with regard to the possibility of
their use for the assessment of seedling mycorrhization level was determined.

The tested spruces represented the progeny of plus trees from two Istebna spruce seed
stands: WDN Bukowiec and WDN ZapowiedZ located in the territory of the Wista Forest
District. Gaseous chromatographs made with a high performance liquid chromatographs
(HPLC) technique confirmed the significance of the genetic effect at the family and prove-
nance levels, as well as the mycorrhization effect on height variability of the tested seedlings
with balanced nutritional metabolism. Chromatographs showed the content of phenolic com-
pounds in spruce tissues and their variation with no statistically significant mycorrhization
effect. Acetophenolic glycoside and resveratrol can be important physiological markers deter-
mining the condition and quality of mycorrhized seedlings.



