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Wplyw fungicydow stosowanych w ochronie
szkofek leSnych na rozwéj mikoryz
siewek sosny*

Cze¢sé 1. Badania zawartoS$ci ergosterolu
w korzeniach

The impact of fungicides used at forest nursery protection
on the development of pine seedling mycorrhiza
Part I. Research on the content of ergosterol in roots

Abstrakt. The level of mycorrhiza development in root systems of one-year old seedlings of Pinus sylvestris was
studied. The plants were treated with Hebeloma crustuliniforme fungus and sprayed with fungicides: Bayleton
.SWP, Bravo 5008.C., Dithane M45, Euparen 50 WP, Topsin M 70WP, preparation ground: Funaben T. The content
of ergosterol in seedling roots was the index allowing to find the occurrence of a mycorrhiza and to assess its
amount.

Stowa kluczowe: Scots pine, ectomycorrhiza, fungicides, ergosterol

Wstep

Sosna zwyczajna, podobnie jak wiele innych gatunkéw drzew lesnych, jest obligatoryj-
nie ektomikoryzowa (3). Dlatego tez juz na etapie produkcji szkétkarskiej korzenie
siewek powinny tworzy¢ symbioze z grzybami mikoryzowymi. Mikoryzy moga powsta-
wac na drodze inokulacji naturalnych lub w wyniku sztucznej mikoryzacji. Inokulacja
naturalna zachodzi wéwczas, gdy do szkétki polezonej w poblizu obszaréw lesnych
docieraja zarodniki grzybéw owocujacych w sasiedztwie drzew i rozwijaja w glebie
grzybni¢ mikoryzowa. Sztuczna mikoryzacja, wskazana zwlaszcza w przypadku produkcji
z zakrytym systemem korzeniowym, polega na wprowadzaniu do podioza okreslonych

* Ba_dania wykonano w ramach projektu badawczego finansowanego przez Narodowy Fundusz Ochrony Sro-
dowiska i Gospodarki Wodnej (Nr 409/97/W-50/NE-PO-TX/D)
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grzyb6w mikoryzowych w postaci odpowiednio przygotowanej szczepionki. Jednym z
zagrozen dla wzrostu grzybni i prawidlowego rozwoju mikoryz moga by¢ stosowane w
ochronie szkétek lesnych pestycydy, a zwlaszcza fungicydy (5, 7, 13).

Stopieri zmikoryzowania system6w korzeniowych drzew lesnych moze by¢ okreslany
tradycyjnie, niezwykle pracochlonna metoda liczenia wierzchotkéw korzeni mikoryzo-
wych i autotroficznych, przypadajacych na caly system korzeniowy, jego czesci, lub na
jednostke objetosci gleby. Metody alternatywne polegaja na oznaczaniu w korzeniach
zawartosci zwigzk6w chemicznych specyficznych dla grzyb6w, a nie wystepujacych w
ro$linie, jak chityna, trehaloza i ergosterol.

Za najlepszy wskaznik zywej biomasy grzyb6w jest uwazany ergosterol - zwiazek lipido-
wy, gléwny sktadnik blon komérkowych grzybéw, silnie zwiazany z zywa cytoplazma (9,
11). Metoda analizy ergosterolu jest bardzo czuta i stosunkowo szybka. Mozna ja stosowaé
w celu okreslenia przyrostu biomasy grzybni w czystych kulturach (11), oceny stopnia
kolonizacji mikoryzowej korzeni siewek inokulowanych symbiontem grzybowym w wa-
runkach kontrolowanych (11, 12), jak réwniez do por6wnywania zywej biomasy grzybni
mikoryzowej w korzeniach siewek i drzew rosnacych w warunkach lesnych (7, 8, 14).

Celem pracy byta ocena wrazliwosci na fungicydy mikoryz rocznych siewek sosny zwy-
czajnej mikoryzowanych szczepionka mikoryzowa prof. S. Kowalskiego z grzybem Hebe-
loma crustuliniforme (Bull.) Quél. Poziom ergosterolu w korzeniach siewek wykorzystano
jako wskaZnik obecnosci mikoryzy oraz jej stanu iloSciowego.

Material i metody

Doswiadczenie testujace wptyw fungicydéw stosowanych w ochronie szkétek lesnych na
rozwG] mikoryz siewek sosny zalozono w namiocie foliowym, w Szkétkarskim Osrodku
Szkoleniowym Lesnego Zaktadu Doswiadczalnego SGGW w Rogowie. Podlozem do
produkcji siewek byt torf z perlitem w stosunku 2 : 1. Szczepionke mikoryzowa prof. S.
Kowalskiego z grzybem H. crustuliniforme dodawano do podioza w ilosci 3% jego
objetosci. Doswiadczenie zalozono w kasetach o wymiarach 35 x 21 c¢m, z ktérych kazda
zawierata 40 doniczek o pojemnosci 120 cm>. Siew wykonano 15 maja 1998 r.

W celu wyeliminowania zmiennosci warunkéw mikroklimatycznych w namiocie folio-
wym, do$wiadczenie zatozono w uktadzie blokéw losowych. Sktadato si¢ ono z 7 warian-
téw w 4 powtérzeniach (blokach). Wariantami doswiadczenia byly siewki sosny traktowa-
ne szeScioma réznymi fungicydami oraz, jako poréwnanie, siewki nieopryskiwane. W
kazdym bloku wariant bez opryskiwania stanowily siewki w czterech kasetach: w dwéch
do podtoza dodawano szczepionke mikoryzowa (podioze M), w dwéch pozostatych pod-
toze nie zawierato szczepionki (podtoze C). Dlasiewek opryskiwanych fungicydami kazdy
wariant skiadat si¢ z trzech kaset: dwéch z podiozem mikoryzowanym (podioze M), jedne;j

z niemikoryzowanym (podloze C). Schemat rozmieszczenia kaset w namiocie foliowym
przedstawia rycina 1.

Dp dos’\_Jviadczenia wybrano 6 fungicydéw sposréd najczesciej stosowanych do ochrony
51ew§k 1sadzonek sosny w szk6tkach lesnych (2). Charakterystyke fungicydéw (1) przed-
stawia tabela. Program opryskiwar fungicydami opracowano tak, aby symulowat zabiegi
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RYC. 1. Schemat do§wiadczenia w namiocie foliowym.
Rodzaje podtoza: M — torf + perlit + szczepionka; C — torf + perlit
Warianty na podlozu Ci M:
1. Dithane M45; 2. Topsin M. ; 3. Bravo 500; 4. Funaben T; 5. Euparen; 6. Bayleton; 7. Kontrola
Podstawowe zestawy wariantéw (F — fungicyd, K - kontrola) ; blok I - IV

TABELA
Charakterystyka testowanych fungicydéw

Nazwa handlowa Procentowa zawarto§¢  Klasa Producent
preparatu §rodka czynnego toksycznosci
Bayleton 5§ WP triadimefon 5% v Organika-Sarzyna Polska wg licencji Bayer
AG Niemcy
Bravo 500 SC chlorotolonil 50% \% IKS Biosciences Europe Ltd Wielka Brytania
Dithane M45 mankozeb 80% v Rohm and Haas USA
Euparen 50 WP dichlofluanid 50% v Bayer AG Niemcy
Topsin M 70 WP tiofonat-metylu 70% v Nippon Soda Company Ltd Japonia
Zapr. Funaben T karbendazym 20%,
tiuram 45% \Y% Organika-Sarzyna Polska
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ochronne wykonywane przeciwko konkretnymi chorobom, wyst¢pujacym na so$nie w
szkétkachlesnych. Terminy opryskiwan, ich czgstotliwo$¢ oraz dawki fungicyd6éw dobrano
na podstawie zalecen wydawanych corocznie przez IBL (10), przyjmujac najwigksze,
dopuszczane koncentracje oraz najwigksza liczbg zabiegéw, przeprowadzanych w najkré6t-
szych odstepach czasu. Opryskiwania rozpoczeto 15 czerwca 1998 r.

Dla poszczeg6lnych fungicydéw program opryskiwan przedstawial si¢ nastepujaco:

(3 Bayleton SWP —opryskiwania jak na rdze (Melampsora pinitorqua Rostr., Coleo-
sporium tussilaginis Lev.), 3 razy co dwa tygodnie, od 15 czerwca do 13 lipca, w
dawce 2 kg/ha, w stezeniu 0,2%

(3 Bravo 500SC - opryskiwania jak na zamierania pedéw sosny (Gremmeniella
abietina (Lagerb.) Morelet, Cenangium ferruginosum Fr.), 6 razy co 3 tygodnie,
od 15 czerwca do 28 wrze$nia, w dawce 3 I/ha, w stezeniu 0,3%.

(3 Dithane M45 — opryskiwania jak na osutki sosny (Lophodermium seditiosum
Minter, Staleyet Millar), 6 razy co 3 tygodnie, od 15 czerwca do 28 wrzesnia, w
dawce 5 kg/ha, w stezeniu 0,5%.

O Euparen SOWP — opryskiwania jak na szarg plesii (Botrytis cinerea Pers: Fr.), 4
razy co 5 dni, od 15 czerwca do 30 czerwca, w dawce 2,5 kg/ha, w stezeniu 0,25%

(3 Topsin M70 WP - opryskiwania jak na osutki (L. seditiosum), 6 razy co 3 tygodnie,
od 15 czerwca do 28 wrzesnia, w dawce 2 kg/ha, w stezeniu 0,2%

(0 Zaprawa Funaben T — opryskiwania jak na zgorzel siewek (Fusarium oxysporum
Schlecht, Rhizoctonia solani Kiihn), 4 razy co 5 dni, od 15 czerwca do 30 czerwca,
w dawce 6 kg/ha, w stezeniu 0,4%.

W koricu paZdziernika do badari na zawartos¢ ergosterolu pobrano losowo po 4 korzenie
siewek (2 z podtoza mikoryzowanego i 2 z niemikoryzowanego) z kazdego wariantu
do$wiadczenia w czterech powtérzeniach, tacznie 112 korzeni. Korzenie po umyciu na
sitach, analizowano pod mikroskopem stereoskopowym w celu okre$lenia czy wystepuja
na nich inne mikoryzy niz te, ktére utworzyt grzyb H. crustuliniforme. Nastepnie odcinano
korzenie drobne (<1 mm; w praktyce byly to wszystkie korzenie siewek précz korzenia
gtéwnego), wazono je i przechowywano zamrozone do czasu wykonania analiz. Pojedyn-
cza probke stanowily dwa korzenie siewek wyhodowanych na tym samym podtozu.

Analiza ergosterolu

Ekstrakcje i analizg ergosterolu przeprowadzono wedlug metody podanej przez Nylunda i
Wallandera (9), zmatymi modyfikacjami. Korzenie (100-200 mg $wiezej masy) zamrozono
w cieklym azocie i roztarto w mozdziezu na proszek, ktéry przeniesiono do probéwek
wiréwkowych. Prébki zalano 5 ml 96% etanolu j Wytrzasano 2 minuty w temperaturze
pokojowej. Nastepnie préby wirowano Przez 15 minut w chiodzie przy 10 000 x g. Ptyn
znad osadu zbierano, a osad ponownie wytrzasano z 5 ml 96% etanolu i wirowano.
Potaczone ekstrakty odparowano do sucha w temperaturze 40°C. Suche ekstrakty rozpu-
szezono w 0,5 ml 100% metanolu i przesaczono pod cisnieniem przez filtr Millipore 0,45
m. chyszczone ckstrakty rozdzielano metoda wysokocinieniowe j chromatografii cieczo-
wej (HPLC) firmy Waters z detektorem UV, stosujac kolumne Waters Nova-Pak Cig
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(150x4 mm) i czysty metanol (Baker) jako solwent. Na kolumn¢ podawano 10-20 pl
ekstraktu, szybko$¢ przeplywu metanolu przez kolumn¢ — 1,6 ml min'l, temperatura
kolumny 30°C, pomiar absorpcji — przy 280 nm. Wierzcholek ergosterolu pojawiat si¢ po
ok. 3 min. 30 sek. Wzorcem byl czysty ergosterol (5,7,22-Ergostatrien-3-ol, Sigma). Ilos¢
ergosterolu w prébach byla obliczna na podstawie krzywej wzorcowej przy pomocy
programu komputerowego Maxima 820.

Wyniki i dyskusja

Obserwacje morfologii mikoryz (ksztalt, kolor i struktura powierzchni mufki grzybniowe;j)
pozwolilty wyr6zni€ pie¢ morfotypow:

(0 Mikoryzy z grzybem H. crustiliniforme - biale, pojedyncze, rzadziej dichotomi-
cznie rozgal¢zione. Mufka z biala grzybnia absorbcyjna.

[0 Mikoryzy z grzybem Cenococum geophilum Fr.- czarne, proste rzadziej dicho-
tomicznie rozgal¢zione, pokryte oplisnia z licznymi promieniscie odchodzacymi
od mufki czarnymi strzgpkami. Grzybnia C. geophilum pokrywata niekiedy mi-
koryzy innych typéw.

[0 Mikoryzy barwy jasnokremowe;j z cienka, gtadka mufka, pojedyiicze, dichotomi-
cznie i wielokrotnie dichotomicznie rozgal¢zione oraz koralowate.

Mikoryzy brazowe pojedyncze i dichotomicznie rozgal¢zione czasami beczutko-
wato zgrubiale, powierzchnia mufki gladka.

0 Mikoryzy pomarariczowe o bardzo szybko zanikajacej barwie, proste i dichotomi-
cznie rozgalezione oraz typu grono, skrécone, z gruba mufka i obficie odrastaja-
cymi od niej szarymi sznurami grzybniowymi.

Mikoryzy z grzybem H. crustuliniforme wyst¢powaly wylacznie na korzeniach siewek -
rosngcych w podtozu zawierajacym szczepionkg mikoryzowa (M), a pozostate morfotypy
mikoryz, powstale w wyniku naturalnej mikoryzacji, obserwowano zar6wno na korzeniach
siewek mikoryzowanych szczepionka jak i siewek pochodzacych z kaset bez szczepionki
(C). Naturalnej mikoryzacji siewek sprzyjalo polozenie szkétki w Rogowie w otoczeniu
las6éw.

Analizy ergosterolu potwierdzity obecnos¢ zywych mikoryz na korzeniach siewek pocho-
dzacych ze wszystkich wariantéw do$wiadczenia (ryc. 2). Jednakze $rednie stezenie
ergosterolu w korzeniach siewek mikoryzowanych grzybem H. crustuliniforme (ryc. 2a)
bylo istotnie wyzsze od Sredniego stezenia ergosterolu w korzeniach siewek rosnacych na
podtozu niemikoryzowanym (ryc. 2b) (ANOVA, P,002).

Johnson i McGill (4) stwierdzili dodatnia zaleznos¢ migdzy poziomem kolonizacji miko-
ryzowej a stgzeniem ergosterolu w korzeniach siewek Pinus concorta inokulowanych
grzybnia H. crustuliniforme, a Manninen i in. (7) podobna korelacj¢ wykazali w korzeniach
siewek Pinus sylvestris, ktérych mikoryzy pochodzily z naturalnej inokulacji. Wyniki
Przedstawione w obecnej pracy na ryc. 2 dowodza, ze szczepionka mikoryzowa byta
skuteczna i znaczaco zwigkszyta stopien zmikoryzowania korzeni rocznych siewek sosny
zZwyczajnej.
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W obecnej pracy zarejestrowano stosunkowo duze réznice w zawartosci ergosterolu w
obrebie poszczeg6inych wariantéw do§wiadczenia, szczeg6lnie w przypadku siewek miko-
ryzowanych grzybem H. crustuliniforme. R6znice mi¢dzy powtérzeniami wystapily za-
réwno w wariantach traktowanych fungicydami Jak i w korzeniach siewek kontrolnych (np.
Topsin — podtoze M: 53,1- 368,4 g ergosterolu g §w1eze_| masy, Euparen — podloze M:
94-362,1 ug ergosterolu g 1 Swiezej masy, kontrola — podloze M: 171,7-360,3 ug ergoste-
rolu g $wiezej masy). To zr6Znicowanie sugeruje, Ze poszczegolne systemy korzeniowe
moga si¢ r6znié iloscia wierzchotkéw mikoryzowych i autotroficznych, a udziat 5 morfo-
typéw mikoryz (H. crustuliniforme, C. geophilum i 3 niezidentyfikowane mikoryzy) w
kolonizacji korzeni jest nieréwnomierny. Obserwacje mikroskopowe wykazaly, ze wyréz-
nione morfotypy dos$¢ znacznie réznig si¢ struktura (grubos¢ mufki grzybniowej, grzybnia
ekstramatrykalna zwiazana z mufka) i w zwiazku z tym moga zawiera¢ rézne ilosci
ergosterolu. Salmanowicz i Nylund (11) wykazali, Ze mikoryzy sosny zwyczajnej z
grzybem lak6wka pospolita Laccarialaccata (Scop.: Fr.) Berk. et Br. byly silniej rozwinigte
i zawieraly wigcej ergosterolu niz mikoryzy z grzybem H. crustuliniforme, mimo ze
grzybnie wegetatywne obu tych symbiontéw hodowane in vitro mialy podobne st¢zenie
ergosterolu w jednostce masy, a Wallander 1 in. (14) stwierdzili istotnie wyzZsze st¢zenie
ergosterolu w wielokrotnie rozgal¢zionych mikoryzach (typu grono), o grubej mufce,
otoczonych periderma grzybniowa i grubymi sznurami grzybniowymi, w poréwnaniu z
czterema innymi morfotypami mikoryz, o mufkach cienszych, gladkich lub otoczonych
mniej obfita grzybnia. Zatem og6lna ilo$¢ ergosterolu w korzeniach zalezy nie tylko od
liczby wierzchotk6éw mikoryzowych, ale réwniez od udziatu poszczegélbych morfotypow
w kolonizacji mikoryzowej.

Rycina 2a pokazuje, ze siewki mikoryzowane grzybem H. crustuliniforme i opryskiwane
fungicydami Bayleton, Bravo, Euparen, Funaben i Topsin mialy nieznacznie nizsze §rednie
st¢zenia ergosterolu w korzeniach niz siewki kontrolne. Jednakze analiza wariancji (ANO-
VA) i por6wnanie wariantéw do§wiadczenia z kontrola metoda Dunnetta wykazaly, ze
wplyw fungicydéw na st¢zenia ergosterolu byl nieistotny statystycznie. W przypadku
siewek, ktére rosty w podilozu bez szczepionki mikoryzowej (ryc. 2b), opryskiwanie
fungicydami Bayleton, Bravo i Funaben istotnie obnizylo stezenie ergosterolu w korze-
niach (metoda Dunnetta, P=0,05).

W przegladowym artykule na temat reakcji grzyb6w mikoryzowych i mikoryz na pestycydy
Trappe i in. (13) stwierdzili, ze wigkszo$¢ fungicydéw ma niekorzystny wplyw na wzrost
grzybéw ektomikoryzowych w czystych kulturach oraz tworzenie ektomikoryz na korze-
niach drzew jedynie w wyzszych stezeniach. Jednakze rézne typy mikoryz maja rézna
tolerancje na dziatanie fungicydéw. Manninen i in. (7) wykazali, Ze fungicyd miedziowy
(tlenochlorek miedziowy) nie ograniczat tworzenia mikoryz na korzeniach 4-letnich siewek
sosny zwyczajnej, a nawet lekko stymulowat ich rozw6j, natomiast Tilt 250 EC (propiko-
nazol) silnie hamowat rozwéj dominujacego morfotypu (cienkie, jasnobrazowe ekto- i
cktendomikoryzy), podczas gdy pozostale morfotypy byly bardziej tolerancyjne. W drugim
roku doswiadczenia rozw6j mikoryz wrazliwych byt jeszcze silniej ograniczony przez ten
fungicyd, natomiast wzrosta ilo§¢ mikoryz tolerancyjnych, a zawarto$¢ ergosterolu w
korzeniach siewek traktowanych fungicydem i kontrolnych byla zblizona.
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W obecnej pracy istotna redukcja ergosterolu w korzeniach siewek rosnacych na podiozu
bez szczepionki pod wptywem niektérych fungicydéw (ryc. 2b) sugeruje, ze mikoryzy
powstate w wyniku naturalnej mikoryzacji (typ C. geophilum oraz trzy niezidentyfikowane
morfotypy) moga by¢ bardziej wrazliwe na fungicydy niz grzyb H. crustuliniforme. Nasze
wyniki sa zgodne z wynikami testéw prowadzonych w czystych kulturach (5, 6), ktére
wykazaly, ze grzyb C. geophilum jest bardziej wrazliwy na dziatanie r6znych fungicydéw
(benomyl, chlorotalonil, tlenochlorek miedziowy, propikonazol) niz inne gatunki grzyb6éw
ektomikoryzowych, a grzyb Hebeloma spp. jest bardziej tolerancyjny w stosunku do

fungicydéw chlorothalonil i propiconazole niz muchomor czerwony Amanita muscaria (L.:
Fr.).

Wyniki obecnych badar pokazaly, ze opryskiwanie rocznych siewek sosny mikoryzowa-
nych szczepionka mikoryzowa z grzybem H. crustuliniforme fungicydami nie wptywa
istotnie na ilo§¢ zywej grzybni mikoryzowej w korzeniach. Informacji na temat udzialu
mikoryz z grzybem H. crustuliniforme i mikoryz pochodzacych z naturalnych inokulacji

w kolonizacji system6éw korzeniowych siewek dostarczy druga czgs$¢ pracy, ktéra jest w
przygotowaniu.
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Summary

The impact of fungicides used at forest nursery protection on the development
of pine seedling mycorrhiza. Part I. Research on the content of ergosterol in roots

Scots pine seedlings reared with covered root system on two kinds of substrates with
mycorrhizal inoculum containing Hebeloma crustuliniforme and without inoculum, were
sprayed with fungicides: Beyleton SWP, Bravo 500S.C., Dithane M45, Euparen S0WP,
Topsin M 70WP, preparation ground: Funaben T. The content of ergosterol in seedling
roots was adopted as an index for founding a mycorrhiza with the H.

Crustuliniformefungus and 4 other types. No differences statistically significant were found
in the content of ergosterol in roots of seedlings taken from different variants of the
experiment; this fact pointing out that the level of mycorrhiza in roots did not change
significantly as a result of fungicide using.
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