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WP£YW DESZCZOWANIA NA KOLONIZACJÊ MIKORYZOW¥
I ZAWARTOŒÆ 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. WSTÊP

Sosna zwyczajna (Pinus sylvestris L.), podobnie jak inne gatunki iglaste, jest
drzewem obligatoryjnie mikoryzowym. Oznacza to, ¿e pozostaje w sta³ym mutual-
istycznym zwi¹zku z okreœlonymi gatunkami grzybów kolonizuj¹cymi najdrob-
niejsze korzenie (SMITH i READ 1997). Rola ektomikoryzy sprowadza siê przede
wszystkim do usprawnienia pobierania substancji pokarmowych i wody z gleby
oraz stymulowania rozwoju korzeni. Na rozwój mikoryz maj¹ wp³yw czynniki œro-
dowiska edaficzne i klimatyczne, takie jak odczyn, dostêpnoœæ azotu i fosforu, wil-
gotnoœæ i temperatura. Dotychczasowa wiedza wskazuje, ¿e wilgotnoœæ pod³o¿a
mo¿e wywieraæ wp³yw na kszta³t symbiozy mikoryzowej. Niektóre gatunki
grzybów mikoryzowych z rodzajów Laccaria, Hebeloma, Thelephora, (szczegól-
nie czêsto tworz¹cych mikoryzy u siewek) preferuj¹ wilgotne stanowiska (UNES-

TAM i SUN 1995). Ten fakt mo¿e wyjaœniaæ, dlaczego gatunki te s¹ czêsto
spotykane w szkó³kach leœnych, które poddawane s¹ intensywnemu deszczowaniu.

Z kolei grzybnia Cenoccocum geophilum preferuje gleby o niskim uwilgotnie-
niu, zwiêkszaj¹c odpornoœæ roœlin na stres wodny (WORLEY i HACSKALYO 1959;
PIGGOT 1982; COLEMAN i in. 1989). Zdolnoœæ grzybów mikoryzowych do pozyty-
wnego oddzia³ywania na bilans wodny roœliny jest szczególnie wa¿na w sytuacji,
gdy sadzonki przeznaczone s¹ do zalesiania terenów z niedoborem wody. CROMER

ju¿ w 1935 r. zauwa¿y³, ¿e u Pinus radiata mikoryzy mog¹ zwiêkszyæ odpornoœæ na
suszê dziêki ochronie korzeni przed wysychaniem i zwiêkszonemu pobieraniu
wody z ni¿szych poziomów gleby przez strzêpki grzybni. DIXON i in. (1983) ba-
daj¹c bilans wodny u siewek Quercus velutina z odkrytym i zakrytym systemem
korzeniowym odnotowa³, ¿e siewki inokulowane grzybem Pisolithus tinctorius,
które przesadzono na powierzchniê otwart¹, mia³y znacznie wy¿szy potencja³
wodny pêdu ni¿ siewki nieinokulowane.

Z uwagi na du¿e zró¿nicowanie grzybów mikoryzowych odnoœnie preferencji
wilgotnoœciowych pod³o¿a i roœliny gospodarza podjêto badania w otwartej
szkó³ce leœnej w celu okreœlenia wp³ywu deszczowania na zmiany iloœciowe
i jakoœciowe ektomikoryz siewek sosny zwyczajnej Pinus sylvestris L.

Iloœciowe badania ektomikoryz mo¿na wykonywaæ wed³ug metody tra-
dycyjnej, polegaj¹cej na liczeniu wierzcho³ków korzeni mikoryzowych i autotro-
ficznych, przypadaj¹cych na ca³y system korzeniowy, jego czêœæ lub na jednostkê
gleby. Alternatyw¹ dla tej metody s¹ testy chemiczne, które pozwalaj¹ okreœliæ
¿ywotnoœæ mikoryz. Metody te wykorzystuj¹ analizê substancji specyficznych dla
grzybów, którymi s¹ niektóre wêglowodany (np. chityna i trehaloza) czy zwi¹zki o
charakterze lipidowym, np. ergosterol. Ergosterol jest zwi¹zkiem lipidowym o bu-
dowie trójterpenu, który jest g³ównym sk³adnikiem b³on komórkowych u grzybów
(WEETE, 1974), silnie zwi¹zanym z cytoplazm¹ (NYLUND i WALLANDER 1994).
SALMONOWICZ i NYLUND (1988) stwierdzili, ¿e zawartoœæ ergosterolu jest ró¿na
w grzybni ró¿nych gatunków grzybów ektomikoryzowych. W zwi¹zku z tym, me-
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todê oznaczania ergosterolu zaleca siê w doœwiadczeniach kontrolowanych, w
których okreœla siê stopieñ kolonizacji mikoryzowej siewek z jednym okreœlonym
symbiontem grzybowym. Badania prowadzone przez WALLANDER i in. (1997)
oraz MARKKOLA i in. (1996) wskazuj¹ jednak, ¿e ta metoda mo¿e równie¿ s³u¿yæ
do porównywania intensywnoœci kolonizacji mikoryzowej w warunkach
polowych.

2. MATERIA£ I METODY

Badania terenowe prowadzono na powierzchni otwartej szkó³ki leœnej Nad-
leœnictwa Garwolin, u¿ytkowanej wiele lat, w której stwierdzono znaczne
ograniczenie sk³adu gatunkowego zbiorowisk grzybów glebowych. Pod³o¿e
stanowi³ piasek s³abogliniasty. Poletka doœwiadczalne w szkó³ce leœnej za³o¿ono w
uk³adzie losowym na dwóch powierzchniach: kontrolnej (nienawadnianej, roœliny
korzysta³y jedynie z wody opadowej) i zabiegowej (nawadnianej). Nawadnianie
wykonywano zgodnie z wytycznymi DGLP (1991), od maja do sierpnia 2000 r.,
wed³ug nastêpuj¹cego schematu:

– w pierwszej fazie wzrostu, od wysiewu do masowych wschodów (pocz¹tek
maja) 2 mm brutto (2 l/m2) codziennie,

– od masowych wschodów do 15 czerwca 5 mm brutto (5 l/m2) co drugi dzieñ,
– po 15 czerwca do koñca sierpnia oko³o 6 mm netto (6 l/m2).
Pomiary wilgotnoœci i temperatury pod³o¿y wykonywano w tym samym okre-

sie, na g³êbokoœci 10 cm z zastosowaniem miernika reflektometrii czasowej TDR
(Time-Domain Reflectometry) wed³ug metody MALICKIEGO (1996). Przyjêto dwa
warianty zabiegowe:

1) deszczowanie, zgodnie z wytycznymi DGLP dotycz¹cymi nawadniania
szkó³ek leœnych, traktowane jako „normalna” wilgotnoœæ (wariant zabiegowy),

2) zaniechanie deszczowania, traktowane jako „niedobór” wilgotnoœci
(wariant kontrolny).

W wariancie pierwszym opad naturalny wraz z nawadnianiem wynosi³ oko³o
625 mm (625 l/ m2) w ci¹gu sezonu wegetacyjnego, a w wariancie drugim siewki
korzysta³y tylko z wody opadowej, tj. oko³o 355 mm (355 l/m2).

Cechy morfologiczne mikoryz obserwowano pod mikroskopem stereosko-
powym przy powiêkszeniu od 10 do 50 razy. Frekwencjê (%) mikoryz obliczano
wed³ug wzoru:

100× liczba korzeni mikoryzowych

ogólna liczba korzeni

Wp³yw deszczowania na kolonizacjê mikoryzow¹ i zawartoœæ ergosterolu 57



W opisie identyfikacyjnym najczêœciej wystêpuj¹cych typów morfolo-
gicznych mikoryz na korzeniach siewek sosny by³y uwzglêdniane tylko dobrze
rozwiniête mikoryzy. Typy mikoryz okreœlano na podstawie barwy, budowy mufki
grzybniowej i obecnoœci sznurów grzybniowych (AGERER 1987, INGELBY 1990).
Cechy morfologiczne mikoryz mog¹ byæ ró¿ne w zale¿noœci od pod³o¿a czy roœliny
– gospodarza, st¹d przy opisie mikoryz u siewek sosny kierowano siê przede
wszystkim w³asnymi obserwacjami, podobnie jak to czynili CONN i DIGHTON

(2000). Opis wyró¿nianych mikoryz przedstawia tabela 1.
Do analiz pobierano losowo po 30 siewek z ka¿dego wariantu. Nastêpnie z

uœrednionej próby wydzielono losowo po 10 siewek. Analizê przeprowadzano na
10 korzeniach pobranych losowo z 30 siewek dla ka¿dej kwatery (wariantu).
Korzenie krótkie ciêto na ma³e fragmenty (ok. 1 cm), pobieraj¹c je z górnej,
œrodkowej i dolnej czêœci systemu korzeniowego (PARLADE i in. 1996).

Ekstrakcjê i analizê ergosterolu przeprowadzono wed³ug zmodyfikowanej me-
tody NYLUNDA i WALLANDERA (1994). Do analiz pobierano z ka¿dego wariantu
losowo po 30 siewek, z ró¿nych miejsc poletek. Z uœrednionej próby wydzielono
losowo po 11 siewek, z których odciêto korzenie drobne o œrednicy 1 mm. Oko³o
100–200 mg œwie¿ej masy zamro¿ono w ciek³ym azocie. Nastêpnie roztarto w
moŸdzierzu na proszek i przeniesiono do probówek wirówkowych. Próbki zalano
5 ml 96% etanolu i wytrz¹sano przez 2 min. w temperaturze pokojowej. Próby by³y
wirowane przez 15 min., p³yn znad osadu zebrano, a osad ponownie wytrz¹sano 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 och³odzeniu dodano
5 ml heksanu i wytrz¹sano przez 20 sek., po czym zebrano frakcjê heksanu i
powtórzono czynnoœæ. Heksan odparowano do sucha w temp. 40 °C. Suchy ek-
strakt rozpuszczono w 0,5 ml 100% metanolu i przes¹czono pod ciœnieniem przez
filtr Millipore 0,45 µm. Oczyszczone ekstrakty rozdzielono metod¹ wysokociœnie-
niowej chromatografii cieczowej (HPLC) firmy Waters z detektorem UV przy 280
nm, stosuj¹c kolumnê Waters Nova-Pack C18 (150×4 mm) i czysty metanol jako
fazê ciek³¹ (1,6 ml×min-1). Na kolumnê podawano 10–20 µl oczyszczonego
ekstraktu; temperatura kolumny wynosi³a 30 °C. Jako wzorzec przyjêto czysty
ergosterol (5,7,22-ergostatrien-3ol, Sigma). Iloœæ ergosterolu w próbach zosta³a
obliczona na podstawie krzywej wzorcowej przy pomocy programu kom-
puterowego Maxima 820.

Oszacowanie zale¿noœci miêdzy liczebnoœci¹ mikoryz a wilgotnoœci¹ pod³o¿a
na podstawie wspó³czynnika korelacji wykonano za pomoc¹ testu nieparame-
trycznego korelacji rang Spearmana, a ocenê ¿ywotnoœci mikoryz (na podstawie
zawartoœci ergosterolu) wykonano wed³ug testu t–Studenta. Porównywano œredni¹
wilgotnoœæ na powierzchni badanych wariantów ze œredni¹ liczebnoœci¹ mikoryz.
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3. WYNIKI

Na podstawie cech morfologicznych wyró¿niono 5 morfotypów miko-
ryzowych u siewek sosny zwyczajnej w szkó³ce Nadleœnictwa Garwolin (tab. 1).

Pomiary wilgotnoœci pod³o¿y wykaza³y, ¿e w wariancie niedeszczowanym w
dniach 7 i 8 maja oraz od 13 do 17 maja wilgotnoœæ pod³o¿a by³a bliska wilgotnoœci
w punkcie trwa³ego wiêdniêcia roœlin, tj. 3% wilgotnoœci odpowiadaj¹cej 13%
ppw. Roœliny korzysta³y z wody trudno dostêpnej. Na pod³o¿u deszczowanym
wilgotnoœæ wynosi³a ok. 7%, czyli 30,4% ppw. Œrednia wilgotnoœæ pod³o¿y
wyliczona na podstawie pomiarów z maja i lipca by³a ró¿na z uwagi na odmienny
przebieg warunków pogody (ryc. 1): na pod³o¿u naturalnym deszczowanym
wynosi³a œrednio 11,3 % (51% ppw), a na niedeszczowanym – 9,7% (44% ppw).

Ektendomikoryzy (typ 1) liczniej wystêpowa³y u siewek na pod³o¿u nie-
deszczowanym. Niezale¿nie od poziomu wilgotnoœci pod³o¿a u siewek domi-
nowa³y mikoryzy wyró¿nione jako typ 2, tworzone przez grzyba Thelephora

terrestris Ehrh.: Fr (ryc. 2). Na korzeniach siewek rosn¹cych na pod³o¿u nienawad-
nianym wyró¿niono rzadko stwierdzane w tych badaniach mikoryzy tworzone
przez grzyba Cenoccocum geophilum Fr. (typ 5).
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Tabela 1
Table 1

Klasyfikacja morfotypów mikoryz
Classification of mycorrhizal types

Morfotyp
Morphotype

Opis
Description

typ 1 ektendomikoryza
ectendomycorrhiza

typ 2 m³ode mikoryzy bia³e, starsze barwy od pomarañczowej do rudobr¹zowej,
mufka g³adka bez widocznej grzybni zewnêtrznej, 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 bia³a i we³nista, sznury grzybniowe kremowe
mantle opaque milk-white and wooly, strands opaque milk

typ 4 mikoryzy jasnopomarañczowe, mufka g³adka ze œladami bia³ej ziarnistej grzybni,
brak sznurów grzybniowych
bright orange mycorrhizas, mantle smooth with traces of whitish mycelium, no ryzomorphs

typ 5 mufka czarna, gruba, z promieniœcie odchodz¹cymi strzêpkami, typ Cenococcum

black and thick mantle with smooth, stiff hyphae radiating mantle Cenococcum type



Udzia³ wszystkich mikoryz u siewek nawadnianych wynosi³ 46%, a u niena-
wadnianych 36% Stwierdzono istotn¹ zale¿noœæ miêdzy liczebnoœci¹ mikoryz u
siewek a wilgotnoœci¹ badanych pod³o¿y (ryc. 3). W korzeniach siewek nawad-
nianych œrednia zawartoœæ ergosterolu wynosi³a 416 mg/g œwie¿ej masy, natomiast
u siewek nienawadnianych by³a 3 razy ni¿sza i wynosi³a 131 mg/g œwie¿ej masy
(ryc. 4), przy czym ró¿nice by³y statystycznie istotne.
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Ryc. 1. Opady i temperatura powietrza w szkó³ce leœnej Nadleœnictwa Garwolin w 2000 r.
Fig. 1. Means fall and air temperature in Garwolin nursery in year 2000
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Ryc. 2. Zró¿nicowanie czêstoœci wystêpowania morfotypów mikoryz u siewek sosny na
powierzchni deszczowanej – D i kontrolnej –K
Fig. 2. Diversity of mycorrhizal morphotype on Scots pine seedlings in two tratments: D – watered,
K – non-watered



4. DYSKUSJA

Wilgotnoœæ pod³o¿a jest czynnikiem, który mo¿e kszta³towaæ sk³ad
zbiorowiska grzybów mikoryzowych (WORLEY i HACSKALYO 1959). W glebach
nara¿onych na wysychanie zró¿nicowanie zbiorowiska tych grzybów by³o ma³e
(FOGEL 1980). Brak jednak odpowiedzi, czy stan taki jest wynikiem hamowania
wzrostu korzeni przez roœlinê gospodarza czy bezpoœredniego oddzia³ywania czyn-
nika stresowego na grzyby. PIGGOT (1982) wykaza³, ¿e niska wilgotnoœæ pod³o¿a
prowadzi do wzrostu udzia³u mikoryz tworzonych przez grzyb Cenoccocum ge-

ophilum. Jednak¿e COLEMAN i in. (1989) zwracaj¹ uwagê, ¿e wœród izolatów C.

geophilum istnieje du¿e zró¿nicowanie wewn¹trzgatunkowe. Wspomniani autorzy,
prowadz¹c badania w czystych kulturach, uzyskali trzy ró¿ne reakcje grzybni C.

geophilum w zale¿noœci od poziomu wilgotnoœci pod³o¿a. Dla jednych izolatów
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r=0,72, p=0,0003) (Spearman
rank correlation, n=20)



wysoka wilgotnoœæ by³a czynnikiem stymuluj¹cym wzrost grzybni, podczas gdy
dla innych okaza³a siê czynnikiem ograniczaj¹cym. Natomiast trzeci typ reakcji
polega³ na braku wra¿liwoœci w stosunku do wilgotnoœci pod³o¿a. Wyniki prezen-
towane w pracy wskazuj¹, ¿e lokalny gatunek C. geophilum nale¿a³ prawdopodob-
nie do szczepów hydrofobowych.

Wysoki udzia³ mikoryz tworzonych przez T. terrestris w przeprowadzonych
badaniach, zarówno na powierzchni niedeszczowanej, jak i kontrolnej, potwierdza
obserwacje COLPAERTA (1999), z których wynika, ¿e jest to grzyb o charakterze
kosmopolitycznym i stanowi du¿¹ konkurencjê dla innych grzybów ektomiko-
ryzowych. Jednak¿e wy¿sza liczebnoœæ mikoryz tego grzyba u siewek nawad-
nianych zdaje siê potwierdzaæ jego hydrofilny charakter (UNESTAM i SUN 1995).
St¹d wysoka wilgotnoœæ pod³o¿a mo¿e byæ czynnikiem stymuluj¹cym rozwój
mikoryz T. terrestris (HILSZCZAÑSKA 2001).

Podobne do mikoryz T. terrestris preferencje wilgotnoœciowe wykazywa³y
mikoryzy typu 3 i typu 4 (ryc. 2). Byæ mo¿e grzyby tworz¹ce te mikoryzy nale¿¹
tak¿e do gatunków hydrofilnych. Jednak brak informacji na temat rodzaju czy ga-
tunków tworz¹cych wymienione mikoryzy (nie posiada³y tak charakterystycznych
cech, jak np. mikoryzy tworzone przez Thelephora czy Geophilum) nie pozwala
zaj¹æ jednoznacznego stanowiska w tej kwestii.

Uzyskana w prezentowanych badaniach wy¿sza liczebnoœæ mikoryz na
pod³o¿u deszczowanym wskazuje, ¿e wilgotnoœæ pod³o¿a mo¿e kszta³towaæ
równie¿ cechy iloœciowe mikoryz. Przy czym nadrzêdne znaczenie zdaje siê mieæ
typ gleby. SWATY i in. (1998) uwa¿aj¹, ¿e to w³aœnie typ gleby (struktura fizyko-
chemiczna, przepuszczalnoœæ i porowatoœæ) decyduje o wra¿liwoœci mikoryz na
zmiany wilgotnoœci. Stwierdzili bowiem, ¿e na pod³o¿u piaszczysto-gliniastym
wzrost wilgotnoœci nie powodowa³ zmian w liczebnoœci mikoryz, podczas gdy na
pod³o¿u pochodzenia wulkanicznego ich udzia³ znacznie siê zwiêkszy³.

Stwierdzenie przez MANNINEM i in. (1998) dodatniej zale¿noœci pomiêdzy
poziomem kolonizacji mikoryzowej a stê¿eniem ergosterolu w korzeniach znalaz³o
potwierdzenie w prezentowanych badaniach. Wydaje siê, ¿e wysokie stê¿enie
ergosterolu u siewek nawadnianych mo¿e mieæ zwi¹zek ze struktur¹ mikoryz, tj. z
udzia³em poszczególnych morfotypów. WALLANDER i in. (1997) wykazali, ¿e
mikoryzy wielokrotnie rozga³êzione maj¹ znacznie wy¿szy poziom ergosterolu w
jednostce masy ni¿ mikoryzy pojedyncze. KIELISZEWSKA-ROKICKA (2000)
podaje, ¿e wœród 7 morfotypów mikoryzowych sosny zwyczajnej najni¿szym
poziomem ergosterolu charakteryzowa³y siê mikoryzy z czarn¹ mufk¹ grzybniow¹.
Wy¿szy udzia³ mikoryz typu 2 (Thelephora), które tworzy³y mikoryzy koralowate
na korzeniach siewek nawadnianych, jak równie¿ obecnoœæ „czarnych” mikoryz
u siewek nienawadnianych wydaje siê potwierdzaæ wyniki uzyskane przez
wymienionych autorów.
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5. WNIOSKI

1. Wilgotnoœæ pod³o¿a jest czynnikiem powoduj¹cym zmiany liczebnoœci
i sk³adu zbiorowiska mikoryz siewek sosny.

2. Niezale¿nie od wilgotnoœci pod³o¿a (piasek s³abogliniasty) na korzeniach
siewek sosny dominuj¹ mikoryzy tworzone przez grzyba Thelephora terrestris.

3. Wysokie stê¿enie ergosterolu w korzeniach siewek nawadnianych wskazuje
na du¿¹ ich ¿ywotnoœæ.

Autorka dziêkuje serdecznie pani doc. dr hab. Barbarze Kieliszewskiej-Rokickiej za

wykonanie analiz umo¿liwiaj¹cych oznaczenie zawartoœci ergosterolu w korzeniach miko-

ryzowych sosny.

Praca zosta³a z³o¿ona 11.04.2003 r. i przyjêta 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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