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ABSTRACT

Kwasna H., Lakomy P, Gornowicz R., Borowczyk-Behnke J., Kuzminski R. 2015. Wplyw sposobu przy-
gotowania gleby na aktywnos¢ biologiczng gleby wzgledem patogenéw korzeni w 40-letnim drzewostanie
sosnowym. Sylwan 159 (2): 117-125.

Effects of pre-planting soil preparation on the clear-cut on the community structure of soil fungi and
bacteria, their possible biological activity towards Armillaria and Heterobasidion, and mortality of
Scots pine trees were studied in 40-year-old Scots pine plantation in Migdzychéd Forest District
(W Poland). Pre-planting soil preparation included: (i) deep ploughing, (ii) shallow furrowing,
(iii) making holes for planting, and (iv) shallow turning of the topsoil. The soil-dilution method
was used for detection of fungi and bacteria in soil. Morphotyping was used for identification of fungi.
Phenotypic traits and biochemical properties were used for identification of bacteria. Molecular
method, MID-66 or BIOLOG® systems were additionally applied for identification of the most
common bacteria. Deep furrowing, making holes for planting or shallow turning of the topsoil before
planting increased abundance of fungi and bacteria in soil 40 years after treatment. Increased
abundance of fungi and bacteria was associated with increased presence of taxa considered as
antagonistic to Armillaria and Heterobasidion. The highest mortality of Scots pines was observed
on sites with deep ploughing or shallow furrowing before planting, while the lowest mortality
was found on sites with making holes for planting or shallow turning of the topsoil. The majority
of dead trees were infected by H. annosum. Moderate intervention into the soil habitat on the
clear-cut site before planting of Scots pine seedlings seems to create the habitat beneficial for
the future growth of trees.
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Wstep

Armillaria i Heterobasidion to najwazniejsi sprawcy choréb systemu korzeniowego drzew lesnych
w klimacie umiarkowanym. Oba sg grozne dla drzew iglastych i lisciastych, zwlaszcza mlodych
(3-20 lat). Powodujg straty w przyroscie biezacym, zwigkszajg smiertelnosé drzew, rozluzniajg
zwarcie drzewostanu i majg duzy wplyw na ekosystem lesny. Nastepstwem choréb sg zery owa-
déw, gléwnie szkodnikéw wtdérnych, powodujgcych dodatkows redukcje aparatu asymilacyj-
nego drzew. Dochodzi do zmian w strukturze drzewostanéw, réznorodnosci biologicznej oraz
w rozktadzie i kragzeniu pierwiastkéw, a takze do spadku produkcji surowca drzewnego. W 2013
roku opierikowa zgnilizna korzeni (Armillaria spp.) i korzeniowiec sosnowy (Heterobasidion
annosum (Fr.) Bref.) w stopniu silnym wystgpity w Polsce odpowiednio na 83 800 i 136 200 ha
[Matecka 2013]. Roczne straty z powodu wystgpowania obu choréb w Europie szacuje si¢ na 1,5
miliarda euro [Samils i in. 2008].

Wrhasciwosci fizykochemiczne gleby ksztattujg jej whasciwosci biologiczne i fitosanitarne.
Rézne postgpowanie z pozostatosciami zrgbowymi i rézne przygotowanie gleby na zr¢bie wpty-
wajg poprzez zmiang stosunkéw wodno-powictrznych i pokarmowych na sktad zbiorowisk
mikroorganizméw glebowych, ktére mogg ksztattowac opornosé gleby w stosunku do patogenéw
korzeni, m.in. Armillaria i Heterobasidion, w pézniejszym okresie wzrostu drzew.

Indukcja opornosci gleby w stosunku do patogenéw glebowych nie jest efektem trwatym.
7 reguly ustgpuje po wyczerpaniu si¢ stymulanta, czyli wprowadzonej materii organiczne;j.
Trwatos¢ efektu zalezy od ilosci i rozmiaréw materii organicznej, stopnia zmieszania z gleba,
tempa rozktadu dyktowanego przez wlasciwosci fizykochemiczne gleby i warunki srodowiska
[Kwasna i in. 2015].

Celem badar byto poznanie wptywu réznych sposobéw przygotowania gleby na: (i) ilosciowy
i jakosciowy sktad zbiorowisk mikroorganizméw glebowych, (ii) zakres bioréznorodnosci gatun-
kowej mikroorganizméw, (iii) potencjalng aktywnosé biologiczng gleby w stosunku do Armillaria
i Heterobasidion, (iv) zdrowotnos¢ sosny zwyczajnej, (v) stopiel porazenia sosny przez Armillaria
i H. annosum 40 lat po zastosowanych zabiegach.

Materiatl i metody

POWIERZCHNIA DOSWIADCZALNA 1 JEJ CHARAKTERYSTYKA. Powierzchnia z 40-letnig sosng zwy-
czajng (Pinus sylvestris 1..) zatozona dla celéw doswiadczalnych znajdowata si¢ w pétnocno-
-zachodniej Polsce, w nadlesnictwic Mi¢dzychdd, oddz. 30 (52°36'03,60"N 15°53'23,58"E). Na po-
wierzchni wyst¢puje gleba bielicowa na piasku stabogliniastym zalegajacym ptytko na piasku
luznym. Zawierata piasek luzny — 95,5%, pyly — 4%, ity — 1,4%. Srednia zawartos¢ sktadnikéw
odzywczych w poziomie préchnicznym w momencie pobierania préby wynosita: wegiel organiczny
(C) - 44,60%, azot (N) — 1,31%, stosunck C:N=34. Czterdziesci lat wezesniej na zrgbie przed
zatozeniem uprawy zastosowano nastgpujgce sposoby przygotowania gleby: 1 — pelng glebokg
orke ptugiem PGL, 2 - wyoranie bruzd na glebokos¢ 20 cm plugiem talerzowym aktywnym,
3 — wykonanie jamek swidrem i 4 — wzruszenie gleby brong talerzowg na krzyz. W kombinacji
byly cztery rozmieszczone losowo powtérzenia, 400 m? kazde. Kontrole stanowito tradycyijne
postepowanie gospodarcze — pozostawienie pozostatosci zrebowych, a nastgpnie wyoranie bruzd
ptugiem PGL.

SPOSOB POBIERANIA I PRZYGOTOWANIA GLEBY DO ANALIZ. W lipcu 2011 roku z kazdego powtdrze-
nia kazdej kombinacji pobrano 10x100 g gleby z poziomu A1 (10-15 cm glgbokosci), z miejsc
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odlegltych od siebie 0 5-6 m. W laboratorium préby indywidualne taczono, przesiewano przez
sito o srednicy oczek 3 mm i dokladnie mieszano przez 20-minutowe toczenie, tworzgc w ten
sposéb prébe zbiorczg gleby.

[ZOLACJA T IDENTYFIKACJA GRZYBOW GLEBOWYCH. Izolacj¢ wykonano klasyczng metodg rozcien-
czen Warcupa [1950] w modyfikacji Marki [1964]. Kultury reprezentacyjne identyfikowano na
podstawie cech morfologicznych na pozywkach specjalistycznych.

[ZOLACJA T IDENTYFIKACJA BAKTERII GLEBOWYCH. Izolacje wykonano metodg posiewu ilosciowego
po 3-krotnym seryjnym rozciediczeniu przesgczu z gleby. Kultury reprezentacyjne identyfiko-
wano na podstawie cech fenotypowych i whasciwosci biochemicznych oraz metodg molekularng
(sekwencjonowanie 16S rRNA), zestawem Microgen MID-66 i systemem BIOLOG®.

OCENA ZDROWONOSCI SOSNY. Zamarte i zamierajace sosny oceniano w 2011 roku na podstawie
objawéw (gléwnie etiologicznych) Armillaria i Heterobasidion (ptaty grzybniowe, wycieki zywicy,
ryzomorfy, owocniki, zgnilizna drewna). Z owocnikéw i drewna izolowano grzybni¢ i identy-
fikowano gatunki za pomocg testéw zgodnosci genetycznej [Korhonen 1978a, b].

ANALIZA STATYSTYCZNA. Réznice migdzy liczebnoscig mikroorganizméw w poszezegdlnych kombi-
nacjach analizowano przy pomocy testu y% zgodnie ze wzorem:

2t =2 (n,—nP,)* [ nP,, i=1

gdzie:
n — liczba izolatéw,
P — prawdopodobieristwo wystgpienia.

Dla wykazania zaleznosci mi¢dzy liczebnoscig grzybéw antagonistycznych w glebie i $miertel-
noscig sosny zwyczajnej zastosowano analiz¢ korelacji i regresji.

Wyniki
W glebice 40-letniego drzewostanu sosnowego w Mi¢dzychodzie stwicrdzono wystgpowanie 62 ga-
tunkéw grzybéw i nielicznych gatunkéw bakeerii. Sporadycznie wystapity grzyby z gromady
Zygomycota (Mortierella spp.). Licznie reprezentowana byta gromada Ascomycora. Najwigeej grzy-
béw izolowano po wzruszeniu gleby brong talerzows na krzyz. Niewiele mniej po wykonaniu
jamek $widrem, a najmniej po wyoraniu bruzd na glgbokos¢ 20 cm ptugiem talerzowym aktyw-
nym. Gatunki bardziej liczne zgrupowane na podstawie taksonomii i funkcji prezentuje tabela.
Mniej liczne Ascomycota (z frekwencja<1%), obejmowaty Acremonium fusidioides (Nicot) W. Gams,
Aspergillus spp., Candida albicans (C.P. Robin) Berkhout, Chaetomium aureum Chivers, Cladosporium
spp., Geomyces pannorum (Link) Sigler & J.W. Carmich., Humicola spp., Leptosphaeria coniothyrium
(Fuckel) Sacc., Sphaerodes fimicola (E.C. Hansen) P. F. Cannon & D. Hawksw. Tylko 9 gatunkéw
(Memmnoniella echinata, Oidiodendron scytaloides, Penicillium adametzii, P. daleae, P. janczewskii,
P spinulosum, P. steckii, Tolypocladium geodes i Trichoderma viride) wystapito na wszystkich bada-
nych powierzchniach, a 28 gatunkéw grzybéw wystapito tylko na jednej powierzchni.

Najwigcej grzybéw okreslanych w literaturze jako antagonistyczne w stosunku do Armillaria
i Heterobasidion (Clonostachys + Gliocladium + Penicillium + Talaromyces + Trichoderma) wystapito
po przygotowaniu gleby w jamki wykonane swidrem (1079 izolatéw) lub wzruszeniu gleby
brong talerzowg na krzyz (910 izolatéw). Potencjalne stymulanty obu patogenéw (Humicola
fuscoatra Traaen, H. grisea Traaen, Phialophora bubakii (Laxa) Schol-Schwarz) wystgpity nie-
licznie.
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Bakterie wystapily liczniej po przygotowaniu gleby w jamki wykonane $widrem (94) lub
wzruszeniu gleby brong talerzowg na krzyz (90) (tab.). Zwigkszonej liczebnosci bakterii w glebie
towarzyszyta zwigkszona liczebnosé grzybéw.

Dyskusja
Rézny sposdéb przygotowania gleby mégt wptyna¢ na ilosciowy i jakosciowy sktad zbiorowisk
mikroorganizméw glebowych, zakres bioréznorodnosci gatunkowej, opornosé gleby w stosunku
do Armillaria i Heterobasidion, a nawet na zdrowotnos¢ sosny zwyczajnej i stopiefl porazenia
sosny przez A. ostoyae i H. annosum w okresie 40 lat od zastosowanych zabiegéw.

Najliczniejsze zbiorowiska grzyb6éw i bakterii wystapily po ograniczonej uprawie gleby, tj.
po wyoraniu bruzd (kontrola), wzruszeniu gleby brong talerzowg na krzyz lub wykonaniu jamek
swidrem. Wydaje si¢, ze umiarkowana interwencja w srodowisko glebowe na zr¢bie zapobiegta
nadmiernemu wzrostowi natlenienia, co spowolnito rozktad materii organicznej. W konsekwencji
utrzymywala si¢ stala i wysoka liczebnos¢ oraz réznorodnos¢ mikroorganizméw. Ograniczona
uprawa gleby i staly opad igliwia stymulowaly rozwdj przede wszystkim grzybéw z gromady
Ascomycota — organizméw tlenowych, kolonizujgcych materi¢ organiczng gromadzacy si¢ na/w
goérnych warstwach gleby.

Wszystkie zbiorowiska byly zréznicowane i bogate pod wzglgdem jakosciowym. W poréw-
naniu z glebami uprawy i mtodnika zawieraty czesto mniej grzybow z rodzaju Penicillium, gatun-
kéw uwazanych za antagonistyczne w stosunku do Armillaria i Heterobasidion i bakterii [Kwasna
i in. 2015]. Zawieraty natomiast mykoryzowe Ascomycota oraz entomo- i nematofagi, nicobecne
lub rzadkie w glebach upraw i mtodnikéw sosnowych. Sposéb przygotowania gleby nie wptynat
na poziom bioréznorodnosci mierzony liczbg gatunkéw, ale oddziatywat na zakres bioréznorod-
nosci mierzony liczbg gatunkéw wspdélnych. Stwierdzono tylko 14% gatunkéw wspdélnych dla
wszystkich powierzchni. Byly one typowymi gatunkami glebowymi srodowisk lesnych. Ich obec-
nos¢ oznacza, ze wszystkie badane gleby posiadaty cechy umozliwiajgce rozwéj gatunkéw uni-
wersalnych, kolonizujgcych gleby niezaleznie od ich lokalnych, specyficznych whasciwosci. 47%
grzybéw wystgpito tylko na jednej powierzchni. Identyczna materia organiczna gromadzgca si¢
na badanych powierzchniach przez 40 lat stworzyta bardzo stabilne srodowisko, ktére z reguty
sprzyja wzrostowi nie tylko liczebnosci, ale réwniez bioréznorodnosci grzybéw [Breure 2004].

Najsilniejszymi antagonistami Armillaria i H. annosum w glebie byly z pewnoscig grzyby
z rodzaju Trichoderma, P. adamerzii i T. geodes [LLundgren i in. 1978; Johansson, Marklund 1980;
Kwasna i in. 2001a, b; Harman 2006]. Trichoderma zastuguje na szczegdlng uwage. Posiada wiele
cech dobrego antagonisty: szybko rosnie, obficie zarodnikuje, wystgpuje powszechnie w srodo-
wisku glebowym, tatwo rozktada wiele substratéw, ma mozliwos¢ korzystania z licznych zwigzkéw
organicznych i nieorganicznych, tworzy enzymy hydrolityczne i celulolityczne, wytwarza liczne
substancje fungitoksyczne, pasozytuje na innych grzybach oraz indukuje odpornos¢ rosliny-
-gospodarza. W réznych sytuacjach Trichoderma wykorzystuje rézne mechanizmy dziatania.
W przypadku Armillaria cz¢sto jest to mykopasozytnictwo ryzomorf. Ryzomorfa A. gallica Marxm.
& Romagn. pasozytowana przez 1. viride jest rozktadana w ciggu jednego tygodnia [Dumas,
Boyonowski 1992]. Wyrazna grubosciennos¢ i szorstko$¢ konidiéw zwicksza trwatosé i wytrzy-
malo$¢ na urazy mechaniczne i brak wilgoci. Wigkszej aktywnosci Trichoderma mozna spodzie-
waé si¢ przy wyzszej temperaturze (15-32°C), pH 5,5-8,5, umiarkowanej wilgotnosci, duzej
zawartosci Swiezej materii organicznej. Grzybnie P. adamerzii i T. geodes hamowaty wzrost Armillaria
i Heterobasidion in vitro w kulturach dwugrzybniowych. Metabolity P adamerzii: (i) hamowaty
wzrost ryzomorf Armillaria in vivo na/w pedach debowych w glebie lesnej, (ii) zmniejszaly
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zasi¢g zgnilizny korzeni powodowanej przez Armillaria i zasi¢g nekrozy podstawy pedu powodo-
wanej przez H. annosum u sadzonek sosny zwyczajnej i innych gatunkéw drzew, (iii) stymulowaty
wzrost sosny zwyczajnej inokulowanej Armillaria [Kwasna i in. 2001a, b; Szwajkowska-
-Michatek i in. 2012]. Powszechnos$¢ wystgpowania P. adametzii w glebach lesnych sktania do
przypuszczen, ze podobnych efektéw mozna spodziewac si¢ w naturze.

Bardzo licznie, zwlaszcza po wzruszeniu gleby brong talerzowg na krzyz, wystapily grzyby
mykoryzowe z rodzaju Oidiodendron. Tworzg one mykoryzg erikoidalng, najczgsciej z roslinami
wrzosowatymi (Ericaceae), gléwnie z boréwkg (Vaccinium spp.). Niewatpliwie obfitos¢ izolatéw
tego gatunku byla zwigzana z obecnoscig roslin-partneréw. Z uwagi na niewiclkie rozmiary
kolonii 7z vitro, sugerujgcych niewielkie mozliwosci konkurencyjne, Oidiodendron nie byt badany
z punktu widzenie antagonizmu w stosunku do Armillaria i Heterobasidion [Kwasna i in. 2001a,
b]. Antagonizm Oidiodendron sp. z ektomykoryzy swierka sitkajskiego w stosunku do gatunku
patogenicznego dla roslin — Phyrophthora cinnamomi Rands. — byt obserwowany przez Schilda
i in. [1988]. Budzi to pewne nadzieje na udzial Oidiodendron w ksztaltowaniu opornosci gleb
lesnych drzewostanéw iglastych.

Promieniowce (Actinonycetes) i bakterie z rodzaju Bacillus (m.in. cz¢sto stwierdzany B. cereus)
sq typowymi bakteriami glebowymi. Chronig rosliny przed organizmami patogenicznymi, popra-
wiajg zdrowotnos¢ i kondycj¢ roslin [Silo-Suh i in. 1994; Jensen i in. 2003]. Majg zdolnos¢
mykolizy — enzymatycznego rozpuszczania Sciany komdérkowej grzybéw z udzialem produko-
wanej chitynazy i p-1,3-glukanazy. Mogg hamowa¢ wzrost grzybéw Ascomycota i Basidiomycota
[Vasilev 1968].

Rzadko bada si¢ wptyw bakterii na wzrost Armillaria i Heterobasidion. Hutchins [1980] oraz
Baumgartner i Warnock [2006] obserwowali, ze Bacillus spp. (w tym stwierdzany czg¢sto w bada-
nych glebach B. cerens) hamowat wzrost A. mellea in vitro. Jezeli podobny efekt w stosunku do
innych gatunk6éw Armillaria wystapi w glebie, aktywnosé grzybéw antagonistycznych moze by¢
wzmocniona lub zastgpiona aktywnoscig bakterii.

Memnoniella echinata jest antagonisty grzybéw zgorzelowych z rodzajow Fusarium i Rhizoctonia
[Hinkley i in. 1999; Siddiqui i in. 2000]. Brakuje informacji na temat wptywu grzyba na Armillaria
i Heterobasidion. Ciemny Kkolor grzybni oraz duza smiertelnosé sosny przy duzej liczebnosci grzyba
w glebie skfaniajg do przypuszczen, ze moze by¢ stymulantem patogenéw korzeni.

Stwierdzono [Lakomy, Gornowicz 2008], ze aktywno$¢ A. ostoyae i H. annosum wzrasta po
przygotowaniu gleby plugiem lub ptugofrezarkg w poréwnaniu z mniej inwazyjnymi formami
przygotowania gleby przed sadzeniem. Wzrostowi aktywnosci obu patogenéw towarzyszyta
zmniejszona liczebno$¢ grzybéw i bakterii w glebie (w tym taksonéw uwazanych za antagoni-
styczne w stosunku do Armillaria i\ H. annosum i pozytecznych gatunkéw mykoryzowych).
Interpretowanie wzrostu aktywnosci patogenéw w kategoriach braku inhibicji przez organizmy
antagonistyczne to podejscie czysto mykologiczne. Nie nalezy zapominaé, Ze ograniczone
ingerowanie w wierzchnie warstwy gleby zmniejsza liczb¢ przerwanych korzeni oraz ryzomorf
Armillaria i zapobiega rozprzestrzenianiu si¢ Heterobasidion, co moze zmniejszy¢ zagrozenie ze
strony obu patogenéw [Rykowski 1985, 1990; Sierota 2013].

Podsumowanie

Umiarkowana interwencja w srodowisko glebowe (poprzez wykonanie jamek, ptytkie wzrusze-
nie gleby brong talerzowg na krzyz, ale réwniez wzruszenie gleby frezem — do 10 cm glebokos-
ci lub tworzenie watu naorywaczem watkéw) lub rezygnacja z przygotowania gleby przed
zatozeniem uprawy okazaly si¢ korzystne z mikrobiologicznego punktu widzenia [Kwasna i in.
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2015]. Metody te owocujg wzrostem liczebnosci grzybdéw i bakterii, w tym gatunkéw uwazanych
za antagonistyczne w stosunku do patogenicznych dla drzew — Armillaria i Heterobasidion — po
1 roku, 10 i 40 latach od zabiegu. Mogg one zwigkszy¢ opornosé gleby w stosunku do patogenéw
korzeni.
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