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WPLYW DESZCZOWANIA NA KOLONIZACJE MIKORYZOWA
I ZAWARTOSC ERGOSTEROLU W KORZENIACH SIEWEK
SOSNY ZWYCZAJNEJ (PINUS SYLVESTRIS L.)

INFLUENCE OF WATERING ON MYCORRHIZAL COLONIZATION
AND ERGOSTEROL CONCENTRATION IN FINE ROOTS
OF SCOTS PINE (PINUS SYLVESTRIS L.) SEEDLINGS

Abstract. The study describes the effect of soil moisture availability on
mycorrhizal development and mycorrhizas vitality on Scots pine seedlings in
bare root nursery. Seedlings grown under nursery conditions on sandy soil,
were subjected to different watering regimes: 1— dry regime (non-watered), 2 —
wet regime. Higher percentage of ectomycorrhizal short roots that had better
vitality possessed seedlings from wet regime. Irrespective of treatment the same
fungi were engaged in mycorrhizal colonization in both treatments with the
exception of ectomycorrhizas of Cenoccum geophilum that were found only on
seedlings from dry treatment. The content of ergosterol in seedling roots was
the index allowing to determine the vitality of mycorrhizas.
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1. WSTEP

Sosna zwyczajna (Pinus sylvestris L.), podobnie jak inne gatunki iglaste, jest
drzewem obligatoryjnie mikoryzowym. Oznacza to, ze pozostaje w statym mutual-
istycznym zwiazku z okreslonymi gatunkami grzybow kolonizujacymi najdrob-
niejsze korzenie (SMITH i READ 1997). Rola ektomikoryzy sprowadza si¢ przede
wszystkim do usprawnienia pobierania substancji pokarmowych i wody z gleby
oraz stymulowania rozwoju korzeni. Na rozwoj mikoryz maja wptyw czynniki $ro-
dowiska edaficzne i klimatyczne, takie jak odczyn, dostgpno$¢ azotu i fosforu, wil-
gotno$¢ i temperatura. Dotychczasowa wiedza wskazuje, ze wilgotnos$¢ podioza
moze wywieraé wpltyw na ksztalt symbiozy mikoryzowej. Niektore gatunki
grzybow mikoryzowych z rodzajow Laccaria, Hebeloma, Thelephora, (szczegdl-
nie czesto tworzacych mikoryzy u siewek) preferuja wilgotne stanowiska (UNES-
TAM i SUN 1995). Ten fakt moze wyjasniaé, dlaczego gatunki te sa czgsto
spotykane w szkotkach lesnych, ktore poddawane sg intensywnemu deszczowaniu.

Z kolei grzybnia Cenoccocum geophilum preferuje gleby o niskim uwilgotnie-
niu, zwigkszajac odpornos¢ roslin na stres wodny (WORLEY i HACSKALYO 1959;
PIGGOT 1982; COLEMAN i in. 1989). Zdolno$¢ grzybow mikoryzowych do pozyty-
wnego oddziatywania na bilans wodny rosliny jest szczegdlnie wazna w sytuacji,
gdy sadzonki przeznaczone sa do zalesiania teren6w z niedoborem wody. CROMER
juzw 1935 r. zauwazyl, ze u Pinus radiata mikoryzy moga zwigkszy¢ odpornos¢ na
susz¢ dzigki ochronie korzeni przed wysychaniem i zwigkszonemu pobieraniu
wody z nizszych poziomdéw gleby przez strzgpki grzybni. DIXON i in. (1983) ba-
dajac bilans wodny u siewek Quercus velutina z odkrytym i zakrytym systemem
korzeniowym odnotowal, ze siewki inokulowane grzybem Pisolithus tinctorius,
ktore przesadzono na powierzchni¢ otwarts, mialy znacznie wyzszy potencjat
wodny pedu niz siewki nieinokulowane.

Z uwagi na duze zroznicowanie grzybow mikoryzowych odnosnie preferencji
wilgotnosciowych podtoza i rosliny gospodarza podjeto badania w otwartej
szkotce lesnej w celu okre§lenia wptywu deszczowania na zmiany iloSciowe
i jakosciowe ektomikoryz siewek sosny zwyczajnej Pinus sylvestris L.

Ilosciowe badania ektomikoryz mozna wykonywa¢ wedlug metody tra-
dycyjnej, polegajacej na liczeniu wierzchotkéw korzeni mikoryzowych i autotro-
ficznych, przypadajacych na caty system korzeniowy, jego czes¢ lub na jednostke
gleby. Alternatywa dla tej metody sa testy chemiczne, ktdre pozwalaja okresli¢
zywotnos$¢ mikoryz. Metody te wykorzystuja analiz¢ substancji specyficznych dla
grzybow, ktorymi sa niektdre weglowodany (np. chityna i trehaloza) czy zwiazki o
charakterze lipidowym, np. ergosterol. Ergosterol jest zwiazkiem lipidowym o bu-
dowie trojterpenu, ktory jest gtéwnym sktadnikiem bton komérkowych u grzybow
(WEETE, 1974), silnie zwigzanym z cytoplazma (NYLUND i WALLANDER 1994).
SALMONOWICZ i NYLUND (1988) stwierdzili, ze zawarto$¢ ergosterolu jest rézna
w grzybni réznych gatunkoéw grzybow ektomikoryzowych. W zwiazku z tym, me-
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tode oznaczania ergosterolu zaleca si¢ w doswiadczeniach kontrolowanych, w
ktérych okresla si¢ stopien kolonizacji mikoryzowej siewek z jednym okre§lonym
symbiontem grzybowym. Badania prowadzone przez WALLANDER i in. (1997)
oraz MARKKOLA i in. (1996) wskazuja jednak, Zze ta metoda moze rowniez stuzy¢
do poréwnywania intensywnosci kolonizacji mikoryzowej w warunkach
polowych.

2. MATERIAL I METODY

Badania terenowe prowadzono na powierzchni otwartej szkotki lesnej Nad-
lesnictwa Garwolin, uzytkowanej wiele lat, w ktérej stwierdzono znaczne
ograniczenie sktadu gatunkowego zbiorowisk grzybow glebowych. Podloze
stanowit piasek stabogliniasty. Poletka doswiadczalne w szkotce lesnej zatozono w
uktadzie losowym na dwoch powierzchniach: kontrolnej (nienawadnianej, rosliny
korzystaly jedynie z wody opadowej) i zabiegowej (nawadnianej). Nawadnianie
wykonywano zgodnie z wytycznymi DGLP (1991), od maja do sierpnia 2000 r.,
wedlug nastgpujacego schematu:

— w pierwszej fazie wzrostu, od wysiewu do masowych wschodéw (poczatek
maja) 2 mm brutto (2 I/m?) codziennie,

— od masowych wschodéw do 15 czerwca 5 mm brutto (5 1/m?) co drugi dzien,

—po 15 czerwca do konca sierpnia okoto 6 mm netto (6 1/m?).

Pomiary wilgotnosci i temperatury podtozy wykonywano w tym samym okre-
sie, na gtebokosci 10 cm z zastosowaniem miernika reflektometrii czasowej TDR
(Time-Domain Reflectometry) wedtug metody MALICKIEGO (1996). Przyjeto dwa
warianty zabiegowe:

1) deszczowanie, zgodnie z wytycznymi DGLP dotyczacymi nawadniania
szkotek lesnych, traktowane jako ,,normalna” wilgotno$¢ (wariant zabiegowy),

2) zaniechanie deszczowania, traktowane jako ,niedobdr” wilgotnosci
(wariant kontrolny).

W wariancie pierwszym opad naturalny wraz z nawadnianiem wynosit okoto
625 mm (625 1/ m?) w ciagu sezonu wegetacyjnego, a w wariancie drugim siewki
korzystaty tylko z wody opadowej, tj. okoto 355 mm (355 I/m?).

Cechy morfologiczne mikoryz obserwowano pod mikroskopem stereosko-
powym przy powigkszeniu od 10 do 50 razy. Frekwencj¢ (%) mikoryz obliczano
wedlug wzoru:

100 x liczba korzeni mikoryzowych

ogolna liczba korzeni
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W opisie identyfikacyjnym najczesciej wystgpujacych typow morfolo-
gicznych mikoryz na korzeniach siewek sosny byly uwzgledniane tylko dobrze
rozwinigte mikoryzy. Typy mikoryz okreslano na podstawie barwy, budowy mufki
grzybniowej i obecnosci sznuréw grzybniowych (AGERER 1987, INGELBY 1990).
Cechy morfologiczne mikoryz moga by¢ rézne w zaleznosci od podtoza czy rosliny
— gospodarza, stad przy opisie mikoryz u siewek sosny kierowano si¢ przede
wszystkim wilasnymi obserwacjami, podobnie jak to czynili CONN i DIGHTON
(2000). Opis wyrdznianych mikoryz przedstawia tabela 1.

Do analiz pobierano losowo po 30 siewek z kazdego wariantu. Nastepnie z
usrednionej proby wydzielono losowo po 10 siewek. Analizg przeprowadzano na
10 korzeniach pobranych losowo z 30 siewek dla kazdej kwatery (wariantu).
Korzenie krétkie cigto na male fragmenty (ok. 1 cm), pobierajac je z gornej,
srodkowej 1 dolnej czgsci systemu korzeniowego (PARLADE i in. 1996).

Ekstrakcje i analizg ergosterolu przeprowadzono wedtug zmodyfikowanej me-
tody NYLUNDA i WALLANDERA (1994). Do analiz pobierano z kazdego wariantu
losowo po 30 siewek, z réznych miejsc poletek. Z usrednionej préby wydzielono
losowo po 11 siewek, z ktorych odcigto korzenie drobne o srednicy 1 mm. Okoto
100-200 mg $wiezej masy zamrozono w cieklym azocie. Nastgpnie roztarto w
mozdzierzu na proszek i przeniesiono do probowek wirdéwkowych. Probki zalano
5 ml 96% etanolu i wytrzasano przez 2 min. w temperaturze pokojowej. Proby byty
wirowane przez 15 min., ptyn znad osadu zebrano, a osad ponownie wytrzasano z 5
ml 96% etanolu i wirowano. Z otrzymanego ekstraktu 10 ml wymieszano z 2 ml
60% KOH i ogrzewano do temp. 100 °C przez 15-20 min. Po ochtodzeniu dodano
5 ml heksanu i wytrzasano przez 20 sek., po czym zebrano frakcj¢ heksanu i
powtorzono czynnos¢. Heksan odparowano do sucha w temp. 40 °C. Suchy ek-
strakt rozpuszczono w 0,5 ml 100% metanolu i przesaczono pod ci$nieniem przez
filtr Millipore 0,45 um. Oczyszczone ekstrakty rozdzielono metoda wysokocisnie-
niowej chromatografii cieczowej (HPLC) firmy Waters z detektorem UV przy 280
nm, stosujac kolumng Waters Nova-Pack C;g (150x4 mm) i czysty metanol jako
faze ciekla (1,6 mlxmin™). Na kolumne podawano 10-20 pl oczyszczonego
ekstraktu; temperatura kolumny wynosita 30 °C. Jako wzorzec przyjeto czysty
ergosterol (5,7,22-ergostatrien-30l, Sigma). [lo$¢ ergosterolu w probach zostata
obliczona na podstawie krzywej wzorcowej przy pomocy programu kom-
puterowego Maxima 820.

Oszacowanie zaleznosci migdzy liczebnoscig mikoryz a wilgotnoscia podioza
na podstawie wspotczynnika korelacji wykonano za pomocg testu nieparame-
trycznego korelacji rang Spearmana, a oceng zywotnosci mikoryz (na podstawie
zawartosci ergosterolu) wykonano wedlug testu ~Studenta. Porownywano srednia
wilgotno$¢ na powierzchni badanych wariantow ze $rednia liczebno$cia mikoryz.
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3. WYNIKI

Na podstawie cech morfologicznych wyrézniono 5 morfotypéw miko-
ryzowych u siewek sosny zwyczajnej w szkotce Nadlesnictwa Garwolin (tab. 1).

Pomiary wilgotnosci podtozy wykazaty, ze w wariancie niedeszczowanym w
dniach 7 i 8 maja oraz od 13 do 17 maja wilgotnos¢ podtoza byta bliska wilgotnosci
w punkcie trwatego wigdnigcia roslin, tj. 3% wilgotnosci odpowiadajacej 13%
ppw. Rosliny korzystaty z wody trudno dostepnej. Na podtozu deszczowanym
wilgotnos¢ wynosita ok. 7%, czyli 30,4% ppw. Srednia wilgotno$é podtozy
wyliczona na podstawie pomiaréw z maja i lipca bylta rézna z uwagi na odmienny
przebieg warunkéw pogody (ryc. 1): na podlozu naturalnym deszczowanym
wynosita srednio 11,3 % (51% ppw), a na niedeszczowanym —9,7% (44% ppw).

Ektendomikoryzy (typ 1) liczniej wystepowaty u siewek na podtozu nie-
deszczowanym. Niezaleznie od poziomu wilgotnosci podtoza u siewek domi-
nowaty mikoryzy wyrdznione jako typ 2, tworzone przez grzyba Thelephora
terrestris Ehrh.: Fr (ryc. 2). Na korzeniach siewek rosnacych na podtozu nienawad-
nianym wyrézniono rzadko stwierdzane w tych badaniach mikoryzy tworzone
przez grzyba Cenoccocum geophilum Fr. (typ 5).

Tabela 1
Table 1
Klasyfikacja morfotypéw mikoryz
Classification of mycorrhizal types

Morfotyp Opis
Morphotype Description
typ 1 ektendomikoryza
ectendomycorrhiza
typ 2 mlode mikoryzy biale, starsze barwy od pomaranczowej do rudobrazowej,

mufka gladka bez widocznej grzybni zewnetrznej, sznury grzybniowe tej samej
barwy, co mikoryzy, typ Thelephora

white when young, from orange to dark brown when old, mantle smooth, strands the same
colour as mycorrhizas, Thelephora typ

typ 3 mufka kremowo biala i welnista, sznury grzybniowe kremowe
mantle opaque milk-white and wooly, strands opaque milk

typ 4 mikoryzy jasnopomaranczowe, mufka gladka ze §ladami bialej ziarnistej grzybni,
brak sznuréw grzybniowych
bright orange mycorrhizas, mantle smooth with traces of whitish mycelium, no ryzomorphs

typ S mufka czarna, gruba, z promieni$cie odchodzacymi strz¢pkami, typ Cenococcum
black and thick mantle with smooth, stiff hyphae radiating mantle Cenococcum type
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Fig. 2. Diversity of mycorrhizal morphotype on Scots pine seedlings in two tratments: D — watered,
K — non-watered

Udziat wszystkich mikoryz u siewek nawadnianych wynosit 46%, a u niena-
wadnianych 36% Stwierdzono istotna zaleznos¢ migdzy liczebno$cig mikoryz u
siewek a wilgotnoscig badanych podtozy (ryc. 3). W korzeniach siewek nawad-
nianych srednia zawartos$¢ ergosterolu wynosita 416 m g/g Swiezej masy, natomiast
u siewek nienawadnianych byta 3 razy nizsza i wynosita 131 mg/g swiezej masy
(ryc. 4), przy czym rdznice byly statystycznie istotne.
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4. DYSKUSJA

Wilgotnos¢ podtoza jest czynnikiem, ktory moze ksztattowaé sktad
zbiorowiska grzyboéw mikoryzowych (WORLEY i HACSKALYO 1959). W glebach
narazonych na wysychanie zréznicowanie zbiorowiska tych grzybéw byto mate
(FOGEL 1980). Brak jednak odpowiedzi, czy stan taki jest wynikiem hamowania
wzrostu korzeni przez rosling gospodarza czy bezposredniego oddziatywania czyn-
nika stresowego na grzyby. PIGGOT (1982) wykazal, ze niska wilgotnos¢ podtoza
prowadzi do wzrostu udziatu mikoryz tworzonych przez grzyb Cenoccocum ge-
ophilum. Jednakze COLEMAN 1 in. (1989) zwracaja uwagg, ze wsrod izolatéw C.
geophilum istnieje duze zroznicowanie wewnatrzgatunkowe. Wspomniani autorzy,
prowadzac badania w czystych kulturach, uzyskali trzy rézne reakcje grzybni C.
geophilum w zalezno$ci od poziomu wilgotnosci podtoza. Dla jednych izolatow
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wysoka wilgotnos$¢ byta czynnikiem stymulujacym wzrost grzybni, podczas gdy
dla innych okazata si¢ czynnikiem ograniczajacym. Natomiast trzeci typ reakcji
polegat na braku wrazliwosci w stosunku do wilgotnosci podtoza. Wyniki prezen-
towane w pracy wskazuja, ze lokalny gatunek C. geophilum nalezat prawdopodob-
nie do szczepdw hydrofobowych.

Wysoki udzial mikoryz tworzonych przez T. terrestris w przeprowadzonych
badaniach, zarowno na powierzchni niedeszczowanej, jak i kontrolnej, potwierdza
obserwacje COLPAERTA (1999), z ktdrych wynika, ze jest to grzyb o charakterze
kosmopolitycznym i stanowi duza konkurencje dla innych grzybdéw ektomiko-
ryzowych. Jednakze wyzsza liczebnos¢ mikoryz tego grzyba u siewek nawad-
nianych zdaje si¢ potwierdzac jego hydrofilny charakter (UNESTAM i SUN 1995).
Stad wysoka wilgotno$¢ podtoza moze by¢ czynnikiem stymulujacym rozwoj
mikoryz T. terrestris (HILSZCZANSKA 2001).

Podobne do mikoryz 7. ferrestris preferencje wilgotnosciowe wykazywaly
mikoryzy typu 3 i typu 4 (ryc. 2). By¢ moze grzyby tworzace te mikoryzy naleza
takze do gatunkoéw hydrofilnych. Jednak brak informacji na temat rodzaju czy ga-
tunkéw tworzacych wymienione mikoryzy (nie posiadaly tak charakterystycznych
cech, jak np. mikoryzy tworzone przez Thelephora czy Geophilum) nie pozwala
zajaé jednoznacznego stanowiska w tej kwestii.

Uzyskana w prezentowanych badaniach wyzsza liczebno$¢ mikoryz na
podlozu deszczowanym wskazuje, ze wilgotno$¢ podloza moze ksztattowad
rowniez cechy ilosciowe mikoryz. Przy czym nadrzedne znaczenie zdaje si¢ miec
typ gleby. SWATY i in. (1998) uwazaja, ze to wlasnie typ gleby (struktura fizyko-
chemiczna, przepuszczalnos$¢ i porowatosé) decyduje o wrazliwosci mikoryz na
zmiany wilgotnosci. Stwierdzili bowiem, ze na podlozu piaszczysto-gliniastym
wzrost wilgotno$ci nie powodowal zmian w liczebnosci mikoryz, podczas gdy na
podtozu pochodzenia wulkanicznego ich udziat znacznie si¢ zwigkszyt.

Stwierdzenie przez MANNINEM i in. (1998) dodatniej zaleznosci pomigdzy
poziomem kolonizacji mikoryzowej a stgzeniem ergosterolu w korzeniach znalazto
potwierdzenie w prezentowanych badaniach. Wydaje sie, ze wysokie stezenie
ergosterolu u siewek nawadnianych moze mie¢ zwiazek ze struktura mikoryz, tj. z
udziatem poszczegdlnych morfotypéw. WALLANDER i in. (1997) wykazali, ze
mikoryzy wielokrotnie rozgat¢zione majg znacznie wyzszy poziom ergosterolu w
jednostce masy niz mikoryzy pojedyncze. KIELISZEWSKA-ROKICKA (2000)
podaje, ze wsrod 7 morfotypéw mikoryzowych sosny zwyczajnej najnizszym
poziomem ergosterolu charakteryzowaty si¢ mikoryzy z czarng mufka grzybniowa.
Wyzszy udzial mikoryz typu 2 (Thelephora), ktore tworzyly mikoryzy koralowate
na korzeniach siewek nawadnianych, jak rowniez obecnos$¢ ,,czarnych” mikoryz
u siewek nienawadnianych wydaje si¢ potwierdza¢ wyniki uzyskane przez
wymienionych autorow.



Wplyw deszczowania na kolonizacje mikoryzowq i zawartosé ergosterolu 63

5. WNIOSKI

1. Wilgotnos¢ podtoza jest czynnikiem powodujacym zmiany liczebnosci
i sktadu zbiorowiska mikoryz siewek sosny.

2. Niezaleznie od wilgotnosci podtoza (piasek stabogliniasty) na korzeniach
siewek sosny dominuja mikoryzy tworzone przez grzyba Thelephora terrestris.

3. Wysokie stgzenie ergosterolu w korzeniach siewek nawadnianych wskazuje
na duza ich zywotnos¢.

Autorka dziekuje serdecznie pani doc. dr hab. Barbarze Kieliszewskiej-Rokickiej za
wykonanie analiz umozliwiajqcych oznaczenie zawartosci ergosterolu w korzeniach miko-
ryzowych sosny.

Praca zostata ztozona 11.04.2003 r. i przyjeta przez Komitet Redakcyjny 19.08.2003 r.

INFLUENCE OF WATERING ON MYCORRHIZAL COLONIZATION
AND ERGOSTEROL CONCENTRATION IN FINE ROOTS
OF SCOTS PINE SEEDLINGS

Summary

The mycorrhizal community structure in root systems 1-year old seedlings of Pinus sylves-
tris L. seedlings was studied. Evaluation of vitality of mycorrhizas was done on the basis of con-
centration of ergosterol-substance specific for fungi.

Seedlings of Scots pine, grown under nursery conditions on sandy soil, were subjected to
different watering regimes for five months. The plants grown in two soil water regimes: 1—dry
regime (non-watered), 2— wet regime (watered according to the nursery routine). In this experi-
ment, the highest percentage of ectomycorrhizal short roots possessed seedlings, which grown in
wet regime. Concentration of ergosterol in roots of watered seedlings was 3 times higher than
seedlings from dry regime. Differences were statistically significant. The data clearly show that
better properties for mycorrhizal development on seedlings were in wet treatment. Mycorrhizal
diversity was higher in dry treatment (one more morppotype than in wet treatment). Among my-
corrhizal morphotypes Thelephora terrestris type was dominant, both for seedlings from wet
and dry treatments. Cenococcum geophilum ectomycorrhizas were found only on seedlings from
dry treatment.

The results show that watering in bare root nursery (sandy soil) is necessary in order to
stimulate the mycorrhizal development and high vitality of mycorrhizas.
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