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WSTEP

Kazda ro$lina moze lecz nie musi ulega¢ chorobom. Zalezy to, jak
wiadomo, od niej samej, od jej patogenéw i od wplywéw (na rosline—go-
spodarza jak i na patogena) $rodowiska. Badanie wplywu Srodowiska na
choroby roslin bylo zawsze trudne, to tez ograniczano si¢ w nim z reguty
do uwzgledniania tylko jednego lub kilku czynnikéw, jak temperatury,
wilgotnos$ci, pH itp. Takie fragmentaryczne badanie wplywu srodowiska
bedzie wprawdzie potrzebne takze w przyszlosci ale nie bedzie ono mogto
wystarczy¢. Istnieje i wzrasta konieczno$é coraz bardziej catoSciowego,
a mimo to precyzyjnego, tzn. liczbowo ujmowalnego badania wplywu
srodowiska rosliny na jej zdrowotnos¢. Koniecznos¢ ta jest moze szcze-
golnie silnie odczuwana przy badaniu chor6éb korzeni ro$lin [4] jakkol-
wiek, jak zobaczymy po6zniej, nie ogranicza sie do nich. Lgczy si¢ ona
zresztg z pilng potrzebg wydzwigniecia na wyzszy szczebel caloksztaltu
problematyki zwalczania choréb roslin.

Nowe mozliwosci badania $rodowiska rosliny—gospodarza, a tym sa-
mym i jego wplywu na te ostatnig, lgcza sie z rozwojem mikrobiologii
opartej na podstawach ekologicznych i socjologicznych. Stato sie rzeczg
jasng i niewatpliwg, ze $wiat mikroorganizméw zasiedlajacy przestrzen
zyciowg ro$liny—gospodarza stanowi precyzyjne odbicie caloksztaltu
czynnikéw ekologicznych wystepujacych w tej przestrzeni oraz réwnie
precyzyjnie, a w dodatku takze szybko, reagujacy na wszelkie zmiany
w niej zachodzgce. Wynikajgcy stad bieg mysli stal si¢ podstawg, na
ktorej powstala i rozwinela sie w Polsce metoda szeregéw biotycznych,
tzn. sposéb badania wplywu srodowiska na choroby roslin oparty na ana-
lizie zbiorowiska mikroorganizméw, gltéwnie grzyboéow, zasiedlajgcych sro-
dowisko rosliny—gospodarza.
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IZOLOWANIE ZBIOROWISK GRZYBOW ZE SRODOWISKA
ROSLINY—GOSPODARZA

Wspomniana metoda szeregdbw biotycznych bazuje metodycznie na
dwoch postulatach. Pierwszym z nich jest wymoég takiego wyizolowania
ze Srodowiska rosliny—gospodarza mikroorganizmoéw, aby otrzymane zbio-
rowisko mfkroorganizm()w pod wzgledem jakosciowo-iloSciowej struktu-
ry wystarczajgco wiernie odzwierciedlato rzeczywiste zasiedlenie badanego
Srodowiska przez mikroorganizmy. Drugi za$ postulat ma na celu meto-
dycznie poprawne ustalenie wplywu danego zbiorowiska mikroorganiz-
mow na rozw6j wchodzgcego w rachuoe ratogena.

Zatrzymujac sie na razie przy izolowaniu zbiorowisk mikroorganizméow
trzeba zaznaczy¢, ze jak dotad, stosujac metode szeregéw biotycznych,
izolowano ze S$rodowiska rosliny—gospodarza niemal wylgcznie zbioro-
wiska grzybow, jeden raz tylko [33] promieniowce, co nie znaczy, aby
ta metoda byla dla innych grup mikroorganizméw niedostepna. Mozna
jednak doda¢, ze grzyby z wielu wzgledow dobrze reprezentujg ogoél
mikroorganizméw wystepujgcych w $srodowisku ros$lin, a przy tym bedgc
stosunkowo latwe do technicznego opanowania, nadaja sie lepiej niz inne
grupy mikroorganizméw do wykorzystania dla celéw omawianej metody.
Jezeli zas chodzi o ,wystarczajgco” dokladne wyizolowanie grzybow
(dalej juz tylko o tej czesci mikroorganizméw, jako ,,pars pro toto”, be-
dzie mowa) ze $rodowiska, nalezy to rozumie¢ jako dolng granice doklad-
nosci, przy ktérej otrzymane zbiorowisko moze jeszcze stanowi¢ podstawe
do wnioskowania o rzeczywistym wplywie rozpatrywanego Srodowiska
na dang chorobe rosliny. Autor, a takze jego wspoélpracownicy zajmujacy
sie tym zagadnieniem, uzyskiwali informacje o stopniu doklacnosci izo-
lowania zbiorowisk grzybow na drodze doswiadczalnej, przez obserwacje
powtarzalno$ci wynikow [21], przez poréwnywanie obiektow o znacznym
zréznicowaniu w zakresie stopnia porazenia przez choroby [6, 12, 15, 16,
17, 27, 28] i przez odpowiednie dla omawianych celow rozwijanie tech-
niki izolowania zbiorowisk grzybow.

Pojecie ,,$rodowiska ro§liny—gospodarza’” jest szerokie, trzeba je za-
tem skonkretyzowa¢ dla celéw badan fitopatologicznych. Najpierw trzeba
je podzieli¢ na $rodowisko wewnetrzne i $rodowisko zewnetrzne rosliny.
Tutaj chodzi przede wszystkim o to ostatnie, ktére z kolei wypada po-
dzieli¢ na glebowe i nadglebowe lub nadziemne. W ramach srodowiska
glebowego autor i jego wspolpracownicy wyrdzniali dotad nastepujace
fragmenty: poziom mineralny, poziom préchniczny, a w jego ramach
glebe rozaryzosferowsa, ryzosfere, planosfere, korzenie roslin o grubosci
nie wiekszej niz okoto 1 mm, wreszcie — gdy chodzilo o gleby leSne —
dwie warstwy S$ciotki (luznej i fermentujgcej). Osobny problem jako
cze$é srodowiska glebowego reprezentuja mikoryzy. Wérod czesci nadgle-
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bowego Srodowiska ro$liny—gospodarza wyrozniano dotad: pniaki (wraz
z ich wewnetrznym srodowiskiem), powierzchnie lodyg, seki na pniach
drzew (takze wraz z ich wewnetrznym Srodowiskiem) i powierzchnie
lisSci. Osobnego potraktowania wymaga Srodowisko nadglebowe rozumia-
ne jako przestrzen powietrzna znajdujgca sie w zasiegu nadziemnej czesci
upraw roslin.

Przytoczony podzial srodowiska rosliny—gospodarza wynika z potrzeb
badan fitopatolgicznych, ktére musza mie¢ na uwadze m. in. te okolicz-
nos¢, ze pierwotne i wiekszo$¢ wtornych zakazen roslin przez czynniki
chorobotwoércze nastepuje przez ich wnikanie z zewnatrz do ich wnetrza,
co dokonuje si¢ w okreslonym miejscu powierzchni organizmu ro$lin-
nego.

Nagromadzone dotgd doswiadczenie pozwala na krytyczna ocene do-
tychczas stosowanych technik izolowania zbiorowisk grzybéw ze S$rodo-
wiska rosliny—gospodarza, a w zwigzku z tym na okresSlenie technik
aktualnie najkardziej korzystnych. Takim zamiarom towarzyszyly przy-
gotowywania opisOw kilku z tych technik, ktore sg przedstawione nizej.

1. IZOLOWANIE ZBIOROWISK GRZYBOW Z GLEBY

Opis ten odnosi sie do gleby pozaryzosferowej. Jako wynik szeregu
wysitkéw zmierzajgcych do precyzyjniejszego ujecia postepowania War-
cupa [32] powstala istotna modyfikacja tego postepowania, ktére mozna
by nazwaé¢ metodg piaskowg izolowania zbiorowisk grzybow z gleby.
Poczatki jej rozwoju sg uchwycone w pracy Manki, Blonskiej i Wne-
kowskiego [21], dalsze etapy w pracach Johnsona i Manki [10] i Manki
[12]. Metoda ta obejmuje elementy tradycyjne, jak odpowiedni pobor
probek gleby (autor i wspoéipracownicy pobierali je zwykle z 6 réwno-
miernie rozmieszczonych punktéw z mozliwie wyréwnanego areatu, z gle-
bokosci 5-15 cm, przy zachowaniu w miare moznos$ci warunkéw asep-
tycznosci) i ich zmieszanie w jedng ,,préobe” (w laboratorium) oraz szereg
wymogéw dawniej raczej nie uwzglednianych, ktére mozna stresci¢ w na-
stepujacych punktach:

(@) Do sterylnej plytki Petriego nalezy przenie$¢ nieco gleby z ogdlnej
proby (okolo 1/, objetosci ptytki) i wprowadzi¢ ja w krotkotrwaly ruch
wirowy. Przy dolnej krawedzi denka plytki gromadzi sie w tych wa-
runkach drobnoczgsteczkowa gleba, z ktérej odwaza sie aseptycznie naj-
czeSciej 1 g i umieszcza na dnie wydezynfekowanego mozdzierza, usta-
wionego przy plomieniu palnika gazowego. Z kolei do mozdzierza dosy-
puje sie z 500 ml kolby, w ktérej znajduje sie 149 g (tzn. 150 minus
liczba gramoéw gleby z ,proby”) wysterylizowanego drobnego piasku
kwarcowego, niewielkg ilo§¢ piasku (tym wiecej im wilgotniejsza jest
gleba) i miesza go przez delikatne ucieranie mieszadlem z glebg az do
zanikniecia tworéw grudkowatych. Tak otrzymang mieszanine gleby
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z piaskiem wprowadza si¢ do poéllitrowej kolby z resztg piasku kwarco-
wego 1 przez mieszanie catoSci (moze ono by¢ dokonywane recznie lub
za pomocg mechanicznej wstrzgsarki) otrzymuje sie po 10 min wlasciwg
mieszanine glebowo-piaskowg przeznaczong do wysiewu na plytki. Jest
wskazane, aby na kazde 10 plytek wysiewa¢ mieszanine glebowo-piasko-
w3g z osobno przygotowanej kolby z ta mieszaning.

(b) Prfeniesienie na plytki Petriego rownych ilosci mieszaniny gle-
bowo-piaskowej wymaga stosowania mikroczerpakow, np. w postaci preta
mosieznego o diugosci 25 cm i grubosci 4 mm, na ktérego koncu jest
wyzlobione zagigbienie o Srednicy 3 mm i takiej samej gltebokosci. Pret ten
w chwili pobierania mieszaniny winien by¢ odkazony. Po umieszczeniu
porcji mieszaniny na denku plytki nie nalezy dopuszczaé¢ji-aby zbyt diugo
tam lezala (moze bowiem zanadto wyschng¢ i spowodowaé¢ przez to za-
marcie czesci zwigzanych z nig grzybdw), lecz rozprowadziwszy jg kil-
koma tagodnymi ruchami wirowymi po calym denku dazy¢ do rychlego
zalania jej schtodzong pozywka agarowa.

(¢) Do zalania mieszaniny glebowo-piaskowej pozywka mogg by¢
uzyte rozne pozywki [10]. Jedng z najkorzystniejszych okazal sie agar
peptonowo-dekstrozowy z rézem bengalskim o nastepujgcym skladzie:

Agar 20 g,

KH,PO, 1 g,

MgSO0, - TH,O 0,5 g,

pepton 5,0 g,

glukoza 10,0 g,

woda dest. 1000 ml,

r6z bengalski 10 ml wodn. roztw. 1:300,
aureomycyna 2 ug/l1 ml.

Wszystkie skladniki oprécz roézu bengalskiego i aureomycyny rozpusz-
cza sie w wodzie, a nastepnie, rowoli mieszajac, ogrzewa si¢ do chwili
zagotowania. Z kolei do calo$ci, po zdjeciu z grzejnika i lekkim ochto-
dzeniu, nalezy doda¢ i zmieszaé¢ z nig réz bengalski, a nastepnie rozlac
do kolb (najlepiej w réwnych porcjach, np. po 400 ml) i po zakorkowaniu
tych ostatnich oraz zabezpieczeniu kapturkami z papieru badz odpowied-
niej folii plastikowej wyjalowi¢ w autoklawie (20 min przy 1 atm. nad-
ci$nienia). Po ochlodzeniu agaru do temperatury okolo 50°C dodaje sig
do niego roztwor aureomycyny.

Z doswiadczen Manki [13] wynika, ze efektywnos¢ izolowania grzy-
bow z gleby mozna zwiekszyé dodajgc do podanej pozywki okoto 30 ml
ekstraktu glebowego przygotowanego w sposoéb nastepujgcy: 0,5 kg ba-
danej gleby rozmie$ci¢ w mniej wiecej jednakowych porcjach w kilku
(np. w o$miu) kolbach zawierajacych 1acznie 1500 ml wody. Kolby te
luzno zabezpieczone kapturkami z papieru przechowaé¢ przez 12 godz
w temperaturze pokojowej, a nastepnie ich zawartos¢ przefiltrowaé przez
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bibule i z kolei, przy slabym podcisnieniu, przez filtr Seitza G 5 wmon-
towany w sterylny uklad z kolbg odbierajgcg. Przy stosowaniu ekstraktu
glebowego trzeba glebe do sporzgdzenia ekstraktu przyniesé do labora-
torium odpowiednio wczeSniej, albo tez izolowanie grzybéw odlozyé
0 12 godz, a probki gleby do tego przeznaczone przechowywaé w tym
czasie w lodéwece.

Po zalaniu ptytek Petriego (zawierajacych mikroporcje mieszaniny
glebowo-piaskowe]j) cienkg warstwa schiodzonej pozywki nalezy je wpro-
wadzi¢ na krotko w lagodny ruch wirowy, a po zastygnieciu pozywki
wstawi¢ na okoto 1-tygodniowy okres inkubacji do termostatu nastawio-
nego na temperature 22-23°C.

(d) Po okresie inkubacji nalezy kolonie grzybow, ktére wyrosly na
pozywce policzy¢, odszczepi¢ i zidentyfikowaé. Istotne jest, aby tych
kolonii na 1 plytke nie wypadlo ani za duzo, ani za malo. Dlatego przy
wazniejszych badaniach nalezy przed przystapieniem do izolowania grzy-
bow ustali¢ na podstawie prob stosunek ilosciowy gleby do piasku kwar-
cowego. Waha sie on zwykle od 1:149 do 2:148, przy czym za najbardziej
zadowalajgcg liczbe kolonii na 1 ptytke mozna uwazaé okoto 8 do 15 ko-
lonii.

2. IZZOLOWANIE ZBIOROWISK GRZYBOW Z RYZOSFERY I DROBNYCH KORZENI

Na podstawie juz wcze$niej znanych technik i wlasnej inwencji po-
wstala metoda izolowania zbiorowisk grzybéw z ryzosfery i drobnych
korzeni opisana przez autora po raz pierwszy w 1965 r. i nastepnie sto-
sowana z powodzeniem przez szereg innych badaczy. W mys$l tej metody
nalezy najpierw pobraé¢ reprezentatywne dla danego obiektu proébki ko-
rzeni. Korzenie drzew lesnych (o grubosci do okolo 1 mm) nalezy pobraé
z 6 mniej wiecej rowno od siebie oddalonych osobnik6éw i umiesci¢ w ste-
rylnych kolbach. W przypadku roslin jednorocznych lepiej jest pobraé
bryly gleby zawierajagce korzenie i dopiero w laboratorium wyjmowaé
z nich korzenie. Z nagromadzonych korzeni odwaza sie 4 do 6 jednogra-
mowych porcji i kazdg z nich, robige uzytek z zasad techniki Harleya
i Waida [7] oraz E. S. Tetter z Akademii Rolniczej im. Timiriazewa
w Moskwie (Katedra Mikrobiologii), wytrzasa sie recznie lub w sposéb
zmechanizowany po dwie minuty w kolejnych 200-mililitrowych kolbach
stozkowych, z ktérych 8 pierwszych zawiera po 70 ml sterylnej wody,
dziewigta 30 g sterylnego drobnego piasku kwarcowego, a dziesigta tylko
70 ml sterylnej wody. Po wyjeciu korzeni z ostatniej ptuczki (kolby) wy-
susza sie je za pomoca sterylnej bibuly, tnie aseptycznie na fragmenty
o diugosci 0,5 cm i zaszczepia na agar glukozowo-ziemniaczany wg Ri-
keréw [31]. W ten sposéb mozna otrzymaé¢ grzyby zwigzane anatomicznie
Z korzeniami.

W celu wyizolowania zbiorowisk grzybéw z ryzosfery (i planosfery)
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nalezy z poszczegélnych kolb, w ktérych odbywalo sie ptukanie, czyli
z kazdej ,,pluczki” pobiera¢ krople ,,optuczyn” o objetosci okolo 1/20 ml
i umieszczaé po jednej na agarze peptonowo-dekstrozowym z rézem ben-
galskim Martina-Johnsona, zastygnietym na plytkach Petriego; nastepnie
rozprowadza¢ je za pomocg lekko odchylonej i uksztaltowanej na wzér
greckiej litery delta koncowej czesSci preta szklanego po powierzchni po-
zywki. Prfy tej czynno$ci nalezy denko plytki z pozywkg trzymaé jedng
rekg (zwykle lewg) w pozycji pionowej, mozliwie blisko plomienia, drugg
za$ rozprowadza¢ za pomocy ,,delty” tak dlugo, az powierzchnia pozywki
wyschnie (technika zademonstrowana autorowi w 1960 r. przez wspom-
niang doc. E. Tetter, podobnie jak zalecenie dodania do dziewigtej ptuczki
piasku). Kolonie grzybéw otrzymane z pierwszej pluczki-mozna uwazaé
za grzyby ryzosferowe, kolonie z dalszych pluczek — za grzyby coraz
SciSlej planosferowe. Niekiedy z pierwszej pluczki otrzymuje sie za duzo
kolonii grzybow, dlatego dobrze jest przed przystgpieniem do izolowania
z niej grzybow rozdzieli¢ jej zawartos¢ na dwie lub trzy czesci (do osob-
nych sterylnych kolb); pierwszg z nich pozostawi¢ bez zmiany, a nastep-
ne rozcienczy¢ wzrastajgcymi, lecz odmierzonymi ilosciami sterylnej wo-
dy, po czym izolowaé z nich zbiorowiska grzyboéw i po inkubacji wybra¢
wersje najkorzystniejszg.

3. IZOLOWANIE ZBIOROWISK GRZYBOW ZE SCIOLKI LESNEJ

Szeé¢ probek $ciotki pobranych do sterylnych kolb miesza sie w la-
boratorium w odpowiednio duzym, zamknietym i wydezynfekowanym
pojemniku przez okolo 5 min, po czym odpowiednie ilosci tej mieszanej
proby umieszcza sie w kolbie zawierajacej 150 g drobnego piasku kwar-
cowego, oczywisScie sterylnego, i po ponownym zakorkowaniu wytrzgsa
sie calo$¢ recznie w sposéb umiarkowanie silny przez 10 min. Piasek skon-
taminowany przez to grzybami wystepujacymi w S$cidlce przenosi sie
w odmierzonych ilosciach za pomocg mikroczerpaka na sterylne ptytki
Petriego, po czym postepuje sie tak, jak przy izolowaniu zbiorowisk grzy-
bow z gleby. Na kazde 10 powtdrzen plytkowych wskazane jest przezna-
czy¢ osobng kolbe ze skontaminowanym piaskiem. Ogoélem robi sig¢ 30 do
50 powtorzen ptytkowych.

7 pracy Manki i Gierczak [23] wynika, ze ilo$¢ sciotki przeznaczona
do wymieszania ze 150 g piasku winna by¢ zréznicowana w zaleznoSci od
typu siedliskowego lasu i poziomu profilu glebowego. Na przyktad na
jedng kolbe z piaskiem bierze sie 4-5 g $ciotki sosonowej. z poziomu AL,
jezeli pochodzi ona z siedliska lasu mieszanego, a tylko 3 g, jezeli z sie-
dliska boru $wiezego; lub 2 g Sciotki sosnowej z poziomu A(F, jezeli po-
chodzi z siedliska lasu mieszanego, i tylko 1 g — jezeli z siedliska boru
$wiezego (tym wiecej, im lepsze siedlisko, oraz wigcej z poziomu AL niz
z poziomu A,F). Nie przestrzeganie tych zasad moze spowodowac otrzy-
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manie niedogodnej liczby kolonii grzyb6éw na jedng ptytke (znacznie wiek-
szej lub znacznie mniejszej niz okolo 8-15). Najlepiej jest ustalié¢ ilosé
Sciotki jakg nalezy zmiesza¢ z piaskiem na drodze prob.

. 4. IZOLOWANIE ZBIOROWISK GRZYBOW Z NADZIEMNYCH CZESCI ROSLIN

Moze tu chodzi¢ o izolowanie zbiorowisk grzybow np. z pniakéw drzew,
z powierzchni ich pni, lisci, z sekoéw wystajacych z pni, z przestrzeni po-
wietrznej zajmowanej przez urrawy ro$lin itd. Nie mozna tutaj oma-
wianych technik przedstawia¢ szczegélowo, mozna co najwyzej zwrdcié
uwage na pewne zasady postepowania i przytoczyé¢ przyklady. Ogélnie
mozna powiedzie¢, ze nalezy tak postepowaé¢, aby wyizolowane zbioro-
wiska grzybow mozliwie dokladnie reprezentowaly rzeczywiste zasiedle-
nie przez grzyby badanego fragmentu $rodowiska nadziemnej cze$ci rosli-
ny. Jako raczej udane przyklady badania zbiorowisk grzybdéw z zewnetrz-
nego Srodowiska nadziemnych czesSci roslin mozna przytoczyé prace Bur-
kot-Klonowej [1] o mikroflorze sekéw sosny zwyczajnej jako czynniku
regulujgcym porazenie tego drzewa przez grzyb Phellinus pini; prace
Manki i Przezborskiego [26], Przezboérskiego [28] o mikoflorze pniakéw
sosny zwyczajne] i jej zwigzku z wystepowaniem huby korzeni; prace
Manki i Fruzinskiej o zbiorowiskach grzybow wystepujgcych na powierz-
chni pni sosnowych w powigzaniu z problemem infekcji tych pni przez
grzyb Fomes annosus, i niektore inne.

BADANIE WPLYWU ZBIOROWISK GRZYBOW NA ORGANIZMY
FITOPATOGENICZNE

Przytoczone wyzej sposoby izolowania zbiorowisk grzybéw pozwalaja
na poznanie ich rzeczywistej struktury, a tym samym stwarzajg podsta-
wy do badania funkcji jakg te zbiorowiska spelniajg w $rodowisku, z kto-
rego pochodzg. Jak na razie bada sie tylko okreslone oddziatywania czgst-
kowe zbiorowisk grzybow, np. wplyw na rozwdj jakiego$ jednego grzyba
fitopatogenicznego. Kazdy z takich wplywow badZz kazda z takich funkcji
trzeba badaé osobno. Przyklady podano w tabeli 1, w ktérej przedstawio-
no postepowanie wedlug metody szeregéw biotycznych [14, 17]. Liczby
dodatnie w tabeli 1 oznaczajg ograniczajacy wplyw na rozwdj grzyba
Rhizoctonia solani, liczby ujemne natomiast wplyw sprzyjajacy temu
rozwojowi, wplyw tym wiekszy (lub mniejszy), im wieksza (lub mniejsza)
jest bezwzgledna wartos¢é tych liczb. Wplyw jednego grzyba, bedacego
komponentem zbiorowiska, na grzyb Rhizoctonia solani jest nazywany
yindywidualnym efektem biotycznym”; wplyw ten pomnozony przez wie-
lokrotno$¢ wystepowania komponenta w zbiorowisku — ,,0gélnym efek-
tem biotycznym”, a suma algebraiczna ogélnych efektéw biotycznych
(ktéra z zalozenia jest traktowana jako odzwierciedlenie wplywu catego
zbiorowiska, a tym samym takze Srodowiska, z ktérego to zbiorowisko
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zostalo wyizolowane) — ,,sumarycznym efektem biotycznym”. Ten ostat-
ni wskazuje w tabeli 1 na dos¢é wyraznie sprzyjajacy wplyw srodowiska
na rozwoj patogena.

Tabelal

Wplyw zbigrowiska grzybéw ze $ciélki sosnowej z poziomu A F (nadlesnictwo Swierklaniec,
oddz. 129b) na rozwdéj Rhizoctonia solani

Effect of the fungal community from pine litter from the horizon A.F (Forest Swierklaniec,
sect. 129b) on the development of Rhizoctonia solani

Jednostkowy Ogélny
Wielokrot- efekt. » efekt
Nazwa grzyba nos¢ biotyczny biotyczny

Name of the fungs wystepowania Individual Joint

Frequency biotoc biotic

effect effect
Trichoderma lignorum 96 +3 +288
Coniothyrium fuckeli 48 —7 —336
Botrytis terrestris 21 —b —126
Penicillium decumbens 17 -7 —119
Trichoderma glaucum 13 +5 +65
Penicillium adametzi 12 —7 —84
Penicillium terlikowskii 11 —6 —66
Penicillium paxilli 11 —6 —66
Penicillium canescens 10 v —6 —60
Absidia spinosa 9 —5 —45
Penicillium corylophilum 8 —5 —40
Penicillium islandicum 8 -5 —40
Cladobotryum sp. 6 —7 —42
Mortierella jenkini 5 —4 —20
Sumaryczny efekt biotyczny: —739

Summary biotic effect

Indywidualny efekt biotyczny okresla sie na podstawie wynikow tes-
téow plytkowych. Na plytki Petriego wylewa sig agar glukozowo-ziemnia-
czany, na ktéry z kolei zaszczepia sie w czeSci Srodkowej, w odleglosci
2 cm od siebie, dwa grzyby, mianowicie: jeden z grzybow nalezacych do
zbiorowiska (grzyb testowy) i grzyb patogeniczny (grzyb testowany, tutaj
Rhizoctonia solani). W dalszych testach, ktére wykonuje sie¢ w 4 powto-
rzeniach, zmieniajg sie grzyby testowe, a zostaje grzyb testowy. Ponadto,
w dwoch powtoérzeniach, zaszczepia sie osobno grzyby testowe i osobno
grzyb testowany. Po okolo 10 dniach inkubacji w temperaturze pokojowej
(lepiej w stalej, wynoszgcej 22-23°C) wytwarza sie na plytce z hodowla
dwuorganizmows sytuacja, na podstawie ktérej ustala sie ,,indywidualny
efekt biotyczny’’, postugujac sie podang skalg ocen.
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Skala ocen potrzebna do ustalenia indywidualnego efektu biotycznego

Opis sytuacji na piytce Petriego Ocena

Obydwie Kkolonie grzyboéw stykaja sie wzdluz linii prostej 0
Kolonia C (komponenta zbiorowiska) styka sie z kolonig P (patogena)

wzdluz linii lekko krzywej tak, Ze otacza mniej niz 1/; kolonii P +1
Kolonia C styka sie z kolonig P wzdluz linii krzywej tak, ze otacza co

najmniej !/;, lecz mniej niz 1/, kolonii P +2
Kolonia C styka sie z kolonig P wzdluz linii krzywej tak, ze otacza co

najmniej 1/,, lecz mniej niz ?/; kolonii P +3
Kolonia C styka sie z kolonig P wzdluz linii krzywej tak, ze otacza ?%/;

lub wiecej kolonii P +4
Kazdy mm strefy inhibicyjnej miedzy obydwoma koloniami spowodo-

wany przez kolonie C +1
Kolonia P co najmniej o 1/;, lecz mniej niz o !/,, mniejsza niz jej kolonia

kontrolna wyrosta indywidualnie na innej ptytce +1
Kolonia P co najmniej o !/,, lecz mniej niz o %/;, mniejsza od jej kolonii

kontrolnej +2
Kolonia P co najmniej o 2%/; mniejsza niz jej kolonia kontrolna, lecz

przynajmniej czeSciowo rozwinieta +3
Kolonia P zupelnie nierozwinieta +4

Przez algebraiczne zsumowanie wszystkich mozliwych wedlug przy-
toczonej skali ocen (wyrazonych w postaci punktéow) otrzymuje sig licz-
bowy wyraz indywidualnego efektu biotycznego danego grzyba testowego
w stosunku do grzyba testowanego. Jezeli sytuacja na plytce Petriego
uktada sie odwrotnie niz to wynika z powyzszej skali ocen (kolonia grzy-
ba C zajmuje miejsce kolonii grzyba P i na odwrét), to indywidualny
efekt biotyczny przybiera takg samg wartos¢ bezwzgledng, lecz o znaku
przeciwnym, mianowicie minusowym, i oznacza tez przeciwnos¢, tzn.
wplyw sprzyjajacy kolonii C na rozwdj kolonii P o wielkoSci wyrazonej
bezwzgledng wartoscia odnosnej liczby. Wynik oceny poszczegélnych ele-
mentéw (Srednicy kolonii, szeroko$¢ strefy inhibicyjnej itd.) danej sytua-
cji na powtérzeniach plytkowych nalezy ustala¢ jako Srednig arytme-
tyczna.

DYSKUSJA

Autor pragnie tu poruszy¢ glownie trzy zagadnienia, mianowicie,
przydatnosci przedstawionych w pracy metod izolowania zbiorowisk grzy-
béw, stopnia $cislosci metody szeregéw biotycznych i perspektyw tej me-
tody.

Co do metod izolowania zbiorowisk grzyboéw mozna stwierdzi¢, ze jak-
kolwiek przedstawione tu metody mozna i trzeba dalej rozwija¢ i udosko-
nala¢, sg one na razie stosunkowo najbardziej przydatne. Warto by ustali¢,
ktére z wyizolowanych grzybéw pochodza od elementéw aktywnych,

2 — ZPPNR 160
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a ktore od biernych, ale na pewno lepiej jest zna¢ ogdt grzybow wyste-
pujacych w danym $rodowisku, niezaleznie od formy ich aktywnosci,
anizeli tylko grzyby aktualnie aktywne lub tylko aktualnie bierne, gdyz
elementy aktywne w innym czasie mogg by¢ biernymi i na odwrét. Z fi-
topatologicznego punktu widzenia jest jak najbardziej istotne, aby zbio-
rowiska grzybow izolowa¢ z czeSci Srodowiska, w ktérych znajdujg sie
miejsca éa roSlinie—gospodarzu, poprzez ktére nastepuje infekcja czyn-
nikiem chorobotwoérczym, oraz aby to izolowanie odbywalo sie o ile moz-
nosci w rorze, kiedy infekcja ta zachodzi w naturze. Ponadto warto
wspomnie¢, ze problem aktualnej formy aktywnosci izolowanych grzy-
bow moze mie¢ rézne znaczenie w zalezno$ci od typu s}:_odowiska, z kto-
rego one sg izolowane. Najwiecej trudnosci pod tym wzgledem nastrecza
gleba pozaryzosferowa, powierzchnia nadziemnych cze$ci roslin; mniej
scittka lesna, jeszcze mniej ryzosfera, planosfera, pniaki drzew itp.

Scisle rzecz biorgc metods szeregdéw biotycznych nalezaloby badaé
zbiorowiska grzyb6éw o pelnym skladzie. Woéwczas jednak w wielu wy-
padkach wysitek z tym zwigzany bylby nieproporcjonalnie wielki w sto-
sunku do stopnia zwiekszenia dokladnosci otrzymywanych wynikéow.
Z jednej strony dlatego, ze czesto zbiorowiska grzybow sg zrownowa-
zone, tzn. takie w ktorych gatunki grzybéw o dodatnim indywidualnym
efekcie biotycznym wystepujg na przemian z gatunkami o ujemnym in-
dywidualnym efekcie biotycznym, tak ze niezaleznie od liczby wyrazéw,
czyli gatunkéw grzybdéw uwzglednianych w szeregu biotycznym (zaczy-
najgc od pewnego minimum, ktére wynosi zwykle okoto 15), wielko$é
sumarycznego efektu biotycznego utrzymuje sie na mniej wiecej jedna-
kowym poziomie. Z drugiej za$ strony, nawet gdy zbiorowiska grzybdéw
nie sg zrownowazone, tzn. gdy przewazaja w nich lub wystepujg wylgcz-
nie gatunki grzybéw o jednoznakowym (plusowym lub minusowym) in-
dywidualnym efekcie biotycznym, zwykle o wysokosSci sumarycznego
efektu biotycznego decyduje kilkanascie najliczniej w zbiorowisku repre-
zentowanych gatunkéw grzybow. Zebrane dotad doswiadczenie poucza, ze
15 najliczniej w zbiorowisku reprezentowanych gatunkéw obejmuje zwy-
kle 70-80% izolatow grzyboéw danego zbiorowiska. Wiekszo$é prac,
w ktoérych znalazla zastosowanie metoda szeregéw biotycznych, uwzgled-
nia wiegc tylko 15 najliczniejszych przedstawicieli zbiorowiska grzybow,
co ma rowniez znaczenie dla poréwnywalnosci wynikéw otrzymywanych
z funkcjonalnej analizy réznych zbiorowisk. W celu ilustracji tego za-
gadnienia podano przyklady w tabelach 2 i 3.

Tabele 2 i 3 zostaly opracowane na podstawie materialéw z pracy
doktorskiej Przezbdérskiego [29] wykonanej pod promotorstwem autora
niniejszej pracy. W rzeczywisto$ci zbiorowisko grzybéw pochodzace
z nadlesnictwa Zielonka (tab. 2) sktadalo sie z 78 gatunkéw, a zbiorowis-
ko z nadleénictvya Kleska z 66 gatunkow. Okazalo sie, ze gdyby szeregi
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Tabela 2
Wplyw zbiorowiska grzyb6éw z pniakéw drzewostanu sosnowego z nadleénictwa Zielonka (oddz. 39d,
wiek okolo 30 lat, siedlisko boru §wiezego) na rozwoj grzybéw Fcmes annosus i Peniophora gigantea

The effect of the community of stump fungi from a 30 years old Pinus sylvestris stand (Forest
Zielonka, sectior 39d, moderately good site) on Fomes annosus and on Peniophora gigantea

Fomes Peniophora
Czesto- annosus gigantea
Gatunek grzyba tliwoséd Efekt biotyczny Efekt biotyczny
Species of fungus Frequency Biotic effect Biotic effect
of indywi- indywi-
occurrence dualny ogdlny dualny ogblny
individual joint individual joint

Peniophora gigantea 828 +6 +4968 0 0
Leptographium lundbergii 622 +5 +3110 —1 —622
Discula pinicola 246 —2 —492 —5 —1230
Ceratocystis pilifera 221 —2 —442 —3 —663
Basidiomycetes sp. 1 199 0 0 —6 —1194
Sclerophoma pityophila 151 —1 —151 —4 —604
Stilbella subinconspicua 144 —1 —144 —5 —720
Dendrophoma eumorpha 143 +4 +572 —4 —572
Trichoderma lignorum 128 +8 +1024 + 41024
Basidiomycetes sp. 2 111 0 0 —6 —666
Nie zarodnikujacy 108 +4 +432 42 +216
Cephalosporium acremonium 83 —4 —332 —6 —498
Hirschioporus abietinus 81 —3 —243 -7 —567
Leptographium serpens 79 -2 —158 —5 —395
Botrytis cinerea T2 +6 +432 0 0
Sumaryczny efekt biotyczny +8576 —6491

Summary biotic effect

biotyczne przedstawione w tabelach 2 i 3 skladaly sie z wszystkich ga-
tunkéw grzyboéw wchodzgcych w sklad rozpatrywanych zbiorowisk grzy-
béw (zrobit to wlasnie Przezbérski we wspomnianej pracy), wéwczas su-
maryczne efekty biotyczne bylyby nastepujgce: w przypadku nadlesnic-
twa Zielonka w stosunku do Fomes annosus 8882, a w stosunku do
Peniophora gigantea —8714, w przypadku za$ nadlesnictwa Kleka w sto-
sunku do Fomes annosus +1522, a w stosunku do Peniophora gigantea
—3988. Wida¢ z tego, ze roznice sa przewaznie bardzo nieznaczne, w kaz-
dym razie nie takie, aby prowadzilty do innych wnioskéw niz przy wyni-
kach z szeregéw biotycznych obejmujgcych tylko po 15 gatunkéw grzy-
b6éw. Tymczasem czasochlonno$§é operacji potrzebnych przy stosowaniu
metody szeregéw biotycznych w stosunku do ograniczonej (w tym wy-
padku do 15) liczby gatunkéw zbiorowiska jest okolo 4 do 5 razy mniej-
sza. Przy okazji mozna zwrdéci¢é uwage na to, ze tabele 2 i 3 wiernie od-

2*
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Tabela 3

Wplyw zbiorowiska grzybow z pniakéw drzewostanu sosnowego z nadle$nictwa Laski (oddz. 17d,
wiek okolo 30 lat, siedlisko boru $§wiezego) na rozwoj grzyboéw Fomes annosus i Peniophora gigantea

The effect of the community of stump fungi from a 30 years old Pinus sylvestris stand (Forest Laski
s‘_ection17 d, moderately good site) on Fomes annosus and on Peniophora gigantea

Fomes Peniophora
Czesto- annosus gigantea
Gatunek grzyba tliwo$¢ Efekt biotyczny Efekt biotyczny
Species of fungus Frequency Biotic effect Biotic effect
of indywi- indywi-
OCCHITENCER dualny ogdlny “dualny ogdlny
individual joint individual joint

Peniophora gigantea 629 +4 -+2516 0 0
Fomes annosus 358 0 0 —4 —1432
Basidiomycetes sp. 341 —2 —682 —4 —1364
Ceratocystis minor 317 —2 —634 +3 +951
Leptographium lundbergii 165 +2 +330 0 0
Sclerophoma pityophila 145 —1 —145 —4 —580
Cephalosporium acremonium 105 —4 —420 —6 —630
Trichoderma lignorum 99 +8 +792 +8 +792
Nie zarodnikujacy 76 +1 +76 0 0
Mortierella isabellina 61 —1 —61 —3 —183
Paecilomyces elegans 61 —3 —183 —3 —183
Penicillium spinulosum 53 +2 +106 3 —159
Discula brunneo-tingens 50 —1 —50 —1 —50
Aposphaeria fuscomaculans 44 —5 —220 —4 —176
Ceratocystis piceae 36 —3 —108 —5 —180
Sumaryczny efekt biotyczny +1317 —3194

Summary biotic effect

bijaja znany z do$wiadczenia gospodarczego fakt, ze drzewostany sosno-
we w nadleénictwie Laski s znacznie bardziej zagrozone przez grzyb
Fomes annosus niz drzewostany sosnowe w nadlesnictwie Zielonka. W ten
sposéb zostalo liczbowo uchwycone zrdéznicowane oddzialywanie siedlisk
na stopien zagrozenia wchodzgcych w rachube drzewostanow przez hube
korzeni. -

Perspektywy rozwoju i zastosowania metody szeregow biotycznych
zalezg przede wszystkim od potrzeb, ktére za jej pomoca mozna bedzie
zaspokoi¢, a wydaje sie, Ze potrzeby te sa dosé liczne i bedg wazrastac.
W Polsce zdolano za pomocg tej metody posungé istotnie naprzéd roz-
poznanie przyczyny zamierania nalotu cisa w rezerwacie wierzchlaskim
[24, 25], rzuci¢ nowe $§wiatlo na zagadnienie zgorzeli siewek sosny zwy-
czajnej [5, 27] i w nowy spos6b wyrazi¢ réznice siedliskowe w powigzaniu
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z zagadnieniem zagrozenia chorobowego ro$lin lesnych [1, 6, 11, 12, 14,
15, 16, 28] i rolniczych [2, 8, 30].

Wreszcie wydaje sig, ze przytoczone w tej pracy sposoby izolowania

grzybow srodowiskowych i zwigzana z nimi metoda szeregéw biotycz-
nych, mogg tez mie¢ znaczenie dla Sledzenia zmian zachodzgcych w sze-
roko pojetym Srodowisku przyrodniczym.
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Kapoav Maunvxa

COOBUIECTBA TPUBOB KAK KPUTEPUM OILIEHKNM BJUAHUA CPEIBL
OBUTAHUSA HA BOJIE3HU PACTEHUM

Pe3wome

CoobiiecTBa rpubOB IPM MX AOCTATOYHOM M3OJIMPOBAHMM M3 CPeAbl 'obmTaHua
IAHHOTO pacCTeHMsl, MOTYT paccMaTpMBAThCA KakK oOTpazkalolliye ONpefeseHHbIM 00-
Pa30M COBOKYIIHOCTb SKOJOTMYeCKuMX (PaKTOPOB JaHHOM cpefbl. Takum obOpa3oM MOK-
HO NPUHATH, YTO M3y4eHMe CTPYKTYPbl AAHHOIO cooblecTBa I'pubOB CO34aeT OCHOBY
IS MCCJIeNOBAHUA €ro BJIMAHMA HA pPa3BUTUe OTAEJIbHBIX MAaTOreHOB pacTeHui
M LJA paccMaTPUMBaHMA pPe3yJbTAaTOB STOro M3y4YeHMsA KaK OTpaxamlmMX BJIMAHUE
uccaenyemoit cpeabl. OAHAKO IIOJE3HOCTb TaKOM NpoUeAypbl 00ycJoBJIeHa IpuMe-
HAEMbIMM MCCJIeIOBaATEJbCKUMM METOAAMMN.

B naHHOM cly4dae JeJio KacaeTca ABYX TPyl METOAOB, B 4YaCTHOCTU MCTOJA
M30JIMPOBaHMA CoOOlLIecTB IrpuboB M3 cpeiabl OOMTaHMA PACTEHMAXO3AMHA M MeETOoHa
MCIIONIb3YEeMOTO MJIA OIIpefielIeHMsa BIMUSHUA coobljecTB rpubOOB Ha pPa3BUTHUE OTAENb-
HBIX IIaTOTEHOB, B JAHHOM cCjiydyae MCKJIOYMTENHbHO IpuOHBIX IaTOreHOB.

Ha ocHOBaHMM HAKOIJIEHHOTO OO HACTOALIEro BPEMEHM OIbITa, aBTOP MpeAcTa-
BJISIET CIleIMaJIbHbIEe MeTOAb! AJA M30JMPOBaHMUs coobliecTs rpubOB n3 NOYBBI, KOD-
HeobuTaeMoro cios, niaHocdepnbl, KOpHei, MOACTUIKY, MHEN M T.M., UUTUPYA IO MeEpe
BO3MOIKHOCTM IOCTYIIHYIO JUTepaTypy B AaBHHoOM ob6nactu. 3aTeM aBTOP ONMCBHIBAET
M paccMatpusBaer Ha 0a3e npumepoB (taby. 1-3) T. Ha3. MeTOA OMOTUYECKUX Cepui,
JMCIIONB3YEMbliI B MCCIeNOBAaHMAX BJMAHMA LIEJOr0o coobujecTsa rpmbOOB Ha NaTOTeH-
Hble TPUOHI.

B 3akJ04YeHue pacCcMaTPMBAIOTCA pPe3yJbTaThl ITOJYyYEHHbIE IPM MCIIOJb30BaHUN
BbIIIEYKa3aHHbIX METOO0B, a TaKke o0O0cyzJaaercA BOIPOC IPUTOAHOCTA ITUX Me-
TOHNOB NIJA OyAylLLMX MCCIENOBaAHMUIA.
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FUNGAL COMMUNITIES AS A CRITERION FOR ESTIMATING THE EFFECT
OF THE ENVIRONMENT ON PLANT DISEASES

Summary

Communities of fungi, if sufficiently exactly isolated from the plant environ-
ment, may be concerned as being representative in any way for the complex of
ecological factors occuring in the environment. In turn it may be assumed that
as far as the structure of a given fungal community is known, there is created the
base for investigating the influence of it on the development of particular plant
pathogens, and that the result obtained may be considered as representing the
effect of the environment which from the fungal community studied derives. Ho-
wever the usefulness of such a procedure depends on the methods used.

There are two groups of methods involved here, namely methods for isolating
fungal communities from the environment of the host plant, and methods for
settling of the effect of fungal communities on the development of particular
pathogens, here only of fungal pathogens.

Basing on the experience gathered up to this day the author presents the
special methods for isolating fungal communities from the soil, rhizosphere, plano-
sphere, roots, litter, stumps, elc., quoting, so far as possible, yet acessible literature.
Then the so called biotic series method, destined for investigating the effect of
whole communities of environmental fungi on pathogenic fungi, is described and
exemplified (Tables 1 to 3).

Finally the up to this day obtained results, based on the methods mentioned,
as well as the problem of the usefulness of those methods for the future research
needs, are discussed.



