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Wplyw grzyb6w ektendomikoryzowych
i bakterii dwuazotroficznych na siewki sosny
(Pinus sylvestris L.) — in vitro

The effect of ectendomycorrhizal fungi and diazotrophic bacteria
on pine seedlings (Pinus sylvestris L.) in vitro

Abstract. Ectendomycorrhizal fungi influenced on various ways on shoots and roots of pine seedlings, most often
however it was an inhibiting action. Bacillus polymyxa stimulated the length of shoots in seedlings inoculated earlier
with the Wilcoxina sp. Z 30362K fungus. No impact of Azospirillum brasilense on pine seedlings was observed.

Wstep

Ektendomikoryzy maja cechy zaréwno ektomikoryz (mufka grzybniowa, sie¢ Hartiga)
jak i endomikoryz (wewnatrzkomdrkowa penetracja komorek epidermalnych i mig-
kiszu korowego). Ektendomikoryza rozwija si¢ czgsto w Srodowiskach zdegradowanych
przez przemysl, o znacznej zawartosci metali toksycznych (24). Ten typ mikoryz chara-
kterystyczny jest tez dla szkétek leSnych, czgsto przenawozonych azotem (25). Ektendomi-
koryzy wykrywano na korzeniach siewek w procesach naturalnej regeneracji las6w sosno-
wych i czasami na korzeniach drzew starszych (11). Mikola i in. (18) stwierdzili obecno$¢
grzyba ektendomikoryzowego Wilcoxina mikolae jako pierwszego mikoryzowego koloni-
zatora siewek sosny na obszarach popozarowych. Wszystkie te obserwacje wskazuja na to,
ze grzyby ektendomikoryzowe moga powszechnie wystepowac w glebach lesnych, chociaz
ich konkurencyjne mozliwosci z grzybami ektomikoryzowymi wydaja si¢ stabe.

Dostepnos¢ azotu w glebie moze by¢ waznym czynnikiem naturalnej selekcji symbiontéw
mikoryzowych — rosliny i grzyba. Z licznych badan wynika, ze mikoryzom utworzonym
przez réine grzyby towarzysza bakterie dwuazotroficzne (13, 15, 23). Potencjalny korzy-
stny wplyw bakterii dwuazotroficznych, wolnozyjacych lub symbiotycznych, na grzyby
mikoryzowe i/lub na rosling gospodarza nie ogranicza si¢ tylko do zaopatrywania mlko.ry-
zowych partneréw w azot, w ubogich glebach lesnych. Organizmy te moga rowniez
wytwarzaé witaminy z grupy B, aminokwasy, hormony wzrostu i inne biologicznie czynne

substancje (14, 16, 8, 6, 22, 3, 7).
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Material i metody

Pochodzenie grzybow i bakterii

3 Grzyby ektendomikoryzowe:

Wilcoxina mikolae Yang i Korf var. mikolae (ATCC 52685), wyizolowany z korzeni Pinus
resinosa (Red pine) w Oregonie, USA; Wilcoxina sp. BG 30335K, wyizolowany z korzeni
mikoryzowych siewek sosny zwyczajnej (P. sylvestris L.) w w szkélce lesnej Barwald,
Nadlesnictwo Andrychéw; Wilcoxina sp. Z 30362K, wyizolowany z korzeni mikoryzo-

wych siewek sosny zwyczajnej (P. sylvestris L.) w szkétce lesnej Zabrzeg, Nadlesnictwo
Bielsko-Biata.

(O Bakterie diazotroficzne towarzyszace mikoryzom:

Azospirillum brasilense Cd (ATCC 29710), wyizolowany z korzeni cynodonu palczastego

(Cynodon dactylon (L.) Pers); Bacillus polymyxa, wyizolowany z wnetrza ektendomikory-
zy Pinus sylvestris L. utworzonej przez grzyba Mrg X.

Hodowla grzybow i bakterii

Grzyby ektendomikoryzowe hodowano na skosach sporzadzonych z Potato Dextrose Agar

(PDA, Difco), w temperaturze 24°C przez okres 10-14 dni. Bakterie hodowano na skosach
agarowych z pozywka Rennie (20), inkubowano w temperaturze 26°C.

Pochodzenie nasion sosny zwyczajnej

Nasiona sosny zwyczajnej (Pinus sylvestris L.) pochodzily z wytuszczarni w Klosnowie
pod Chojnicami, Nadlesnictwo Rytel.

Hodowla siewek sosny

Nasiona sosny sterylizowano powierzchniowo wstrzasajac przez 20 minut w 30% wodzie
utlenionej (H202), po czym przeptukiwano kilkakrotnic sterylng woda destylowang. Osu-
szone nasiona wykiadano na szalki Petriego z pozywka o skladzie: peptobak — 10,0 g, agar
— 15,0 g (nalitr pozywki). Nasiona inkubowano w temperaturze pokojowej przy o§wictleniu
ciagltym. Po 5-7 dniach hodowli skietkowane nasiona sosny o réwnej dtugosci korzonka,
przenoszono aseptycznie do plastikowych kubkéw (o pojemnosci 0,3 1) po 4 do kazdego.
Podtoze hodowlane stanowita mieszanina gleby spod sosny oraz wermikulitu i torfu (1:1:1).
Potowg mieszaniny wyjatowiono przez trzykrotna sterylizacjg, przez 30 minut w tempera-
turze 100°C, w odstgpach 7-dniowych. Hodowle siewek prowadzono w klimatyzowane]
komorze hodowlanej o fotoperiodzie: 16 godzin o$wietlenia okoto 43-48 umol x m2xs

przy t.emperaturze 20-24°C i 8 godzin ciemnosci przy temperaturze 18-20°C. Do podlewa-
nia snew;k zastosowano rozcieficzong (1:10) pozywke mineralng In gestada (9) [przed
zaszezepieniem siewek grzybem oraz dwa tygodnie po zaszczepieniu grzybem siewki

podlewano pozywka Ingestada pozbawiong zwiazkéw fosforu (NaH2PO4 x 2H20,
KH2PO4)].
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Szczepienie siewek

Grzyby ektendomikoryzowe wyroste na skosach agarowych PDA, zmywano pozywka
Ingestada z dodatkiem glukozy (2 g/1), pozbawiong zwiazkéw fosforu (NaH2PO4 x 2H20,
KH2PO4). Bakterie ze skoséw agarowych z pozywka Rennie zmywano taka sama pozywka
Ingestada. Kazda siewke zaszczepiano 2 ml zawiesiny grzybowej i 400 pl zawicsiny
bakteryjne;j.

Wykonano nast¢pujace warianty doswiadczalne:

[ kontrola: siewki nie zaszczepione,
O siewki zaszczepione grzybem ektendomikoryzowym,
(O siewki zaszczepione grzybem ektendomikoryzowym i bakterig jednoczesnie,

(O siewki zaszczepione bakteria po 7 dniach od zaszczepienia grzybem.

Wymicnione warianty prowadzono w podiozu hodowlanym sterylnym i niesterylnym dla
trzech grzyb6w ektendomikoryzowych: Wilcoxina sp. (BG 30335 i Z 30362) oraz Wilco-
xina mikolae, z bakteriami: Azospirillum brasilense, Bacillus polymyxa. Dla kazdego
wariantu prowadzono hodowle w 10 powtérzeniach. Siewki hodowano przez okres 3

miesigcy od momentu zaszczepienia grzybem.
Parametry siewek

Po uplywic czasu hodowli, obserwowano rozwdj mikoryz na korzeniach i dokonano
pomiaru dlugosci oraz suchej masy pedéw i korzeni siewek. Przed pomiarem wymienio-
nych parametréw oceniano wizualnie podobierfistwa i réznice w wygladzie siewek w

r6znych wariantach do§wiadczalnych.
Analiza statystyczna wynikow

Wyniki badari poddano analizie statystycznej stosujac test Studenta, tréjczynnikowq ana-
liz¢ wariancji (ANOVA 3) oraz test wielokrotnego rozstgpu Newmana-Keula.

Wyniki

Wyniki badari przedstawiono w tabelach 1-4 oraz na fotografii. Uzyte do badan 3 szczepy
grzybéw ektendomikoryzowych w rézny sposéb wplywaty na dtugos¢ i sucha masg pedow
i korzeni siewek sosny. Najczesciej jednak bylo to oddziatywanie hamujace. Szczep
Wilcoxina sp. BG 30335K hamowat wzrost korzeni i pgdéw siewek zar6wno w podtozu
hodowlanym sterylnym jak i niesterylnym (tab. I). Drugi grzyb ektcndomikoryzowy:
Wilcoxina sp. Z 30362K, w podtozu hodowlanym sterylnym zmniejszat sucha mase kor;em
i pedéw nie wplywajac na ich dlugos¢. W podtozu niesterylnym zanotowano sFymulumcy
wplyw tego grzyba na diugos¢ pedow (tab. 1). Wzorcowy grzyb ektendomikoryzowy,
Wilcoxina mikolae, nic oddzialywat na korzenie i pe
sterylnym, natomiast w podlozu niesterylnym hamowal wzrost
stymulowatl wydtuzanic si¢ pedow siewek (tab. 1).

dy siewek w podlozu hodowlanym
korzeni na dlugos¢ i
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FOT. Mikoryzy utworzone na korzeniach siewek sosny zwyczajnej (Pinus sylvestris L.)
po zaszczepieniu grzybem W. mikolae (podltoze sterylne)

Tréjczynnikowa analiza wariancji (ANOVA 3) dla szczepu Wilcoxina sp. BG 30335K
poréwnujaca wplyw podtoza hodowlanego, czasu szczepienia bakterig oraz rodzaju bakte-
ril na wzrost pedéw i korzeni siewek wykazata, ze w podtozu hodowlanym sterylnym
siewki miaty dtuzsze pedy, wigksza sucha masg pedéw oraz dtuzsze korzenie niz w podtozu
niesterylnym (tab. 2). Takiego oddziatywania nie zanotowano w przypadku dwéch pozo-
statych grzybow ektendomikoryzowych (tab. 3 i 4). Czas szczepienia siewek bakteriami w
odniesieniu do czasu zaszczepienia tym grzybem (Wilcoxina sp. BG 30335K) byt wazniej-
szym czynnikiem wptywajacym na siewki (na sucha mas¢ pedéw) niz rodzaj bakterii (tab.
2). W przypadku Wilcoxina sp. Z 30362K na dtugo$¢ pedéw siewek korzystnie wptywat
Bacillus polymyxa, gdy byt wprowadzany na korzenie roslin po tygodniu od ich zaszcze-
pienia grzybem ektendomikoryzowym (tab. 3.). W do§wiadczeniach z grzybem Wilcoxina

mikolae bakterie i czas ich wprowadzenia na korzenie siewek nie wplywal narozw6j pedow
1 korzeni siewek (tab. 4).

Dyskusja

Dominujacym gatunkiem grzyba w szkétkach lesnych na calym Swiecie jest Wilcoxina
mikolge, ktérego cechy jest wysoka efektywnos¢ w opanowaniu korzeni przy jednoczesne]
S’(le-)CJ. zdolnosci konkurencyjnej z tubylczymi grzybami ektomikoryzowymi (17, 25).
Opinie na temat réznic w symbiotycznej wydajnosci grzybéw ckto- i cktendomikoryzo-
wyc.:h' sa wsrdd badaczy rozbiezne. Niektorzy (12), uwazajq grzyby ektendomikoryzowe za
mnie] korzystne lub nawet szkodliwe dla gospodarza. Mikola (18) nie stwierdzit istotnych
roznic we wzrosScie siewek bez mikoryz i z cktendomikoryzg. Laiho (11) natomiast

zanotowal znaczacy wplyw szczepienia grzybem ektendomikoryzowym na wzrost i kon-
dycje siewek. Uzyte w naszych doswiadczeniach grzyby ektendomikoryzowe réznie od-
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dziatywaly nakorzenie i pedy siewek. Szczep Wilcoxina sp. BG 30335K wptywat hamujaco
na dtugos¢ korzeni i pgdéw zar6wno w podtozu hodowlanym sterylnym jak i niesterylnym.
Inny zbadany przez nas szczep, Wilcoxina sp. Z 30362K, wplywat hamujaco na sucha masg
korzeni i pedéw. Wilcoxina mikolae nie oddzialywat na siewki w podtozu hodowlanym
sterylnym, natomiast w podtozu niesterylnym hamowat wzrost korzeni i stymulowat wzrost
pedéw. Zahamowanie wzrostu lub biomasy roslin wskutek mikoryzowej infekcji notowali
Nylund i Wallender (19), Dosskey i in. (5) oraz Colpaert i in. (1). Chanway i Holl (2)
wykazali, ze W. mikolae uzyty do zaszczepienia siewek stymulowat rozwdj mikoryz, ale
hamowat biomase ped6w. Bakteria Bacillus sp. nie wplywata na biomase siewek. Zaszcze-
pienie siewek mieszana hodowla grzyba i bakterii dalo natomiast efekt mikoryzowej
infekcji podobny do zaszczepienia siewek samym grzybem. Wigksza byla jednakze bio-
masa pedéw. Biomasa korzeni i wiekszo$¢ pedéw nie zmienita sie wskutek zaszczepienia

siewek tymi drobnoustrojami.

Bakteria Azospirillum brasilense nie wptywata na badane parametry siewek, natomiast
Bacillus polymyxa stymulowat dtugos¢ pedéw siewek tylko w obecnosci grzyba Wilcoxina
sp. Z 30362K. Réwniez Rézycki i in. (21) zanotowali, ze dzialanie bakterii (Bacillus
subtilis, Arthrobacter sp., Pseudomonas fluorescens) zalezato od grzybowego symbionta.
Nasze badania wykazaly, ze oddziatywanie badanych mikroorganizméw na siewki sosny
zalezato od podtoza, w kt6rym rosty. W podtozu hodowlanym sterylnym oddziatywanie
drobnoustrojéw (grzybéw i bakterii) niekiedy byto korzystniejsze niz w podlozu niesteryl-
nym.

Weczesniejsze badania nad siewkami ektomikoryzowymi (4) réwniez wykazaly, ze oddzia-
tywanie grzyb6w ektomikoryzowych i bakterii na siewki zalezato od podtoza hodowlane-
g0. W hodowlanym, sterylnym podtozu jednoczesne zaszczepienie grzybem ektomikory-
zowym (Hebeloma crustuliniforme) i Bacillus polymyxa nie zmieniato biomasy korzeni w
poréwnaniu z zaszczepieniem siewek samym grzybem. Kiedy bakteria byta wprowadzona
7 dni po zaszczepieniu siewek grzybem ektomikoryzowym wzrosta natomiast biomasa
pedéw przy jednoczesnym braku wptywu na korzenie. W podtozu hodowlanym sterylnym
obserwowano zjawisko odwrotne. W prezentowanych do§wiadczeniach, Bacillus polymy-
Xa wprowadzany do gleby po tygodniu od zaszczepienia siewek grzybem ektendomi.kory-
zowym (Wilcoxina sp. Z 30362K) stymulowal wzrost pedéw. Badania te sugeruja, Ze
oddziatywania pomigdzy grzybem a bakteria moga wplywaé na wzrost sieweklml.kory.zo-
wych. Badari tych nie wykonywano w warunkach naturalnych, gdzie bez watpienia rézne
zmienne czynniki rodowiska moga wplywaé na wzajemne oddziatywanie ro§lina-grzyb

ektendomikoryzowy i bakteria.
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Summary

The effect of ectendomycorrhizal fungi and diazotrophic bacteria on pine seedlings
(Pinus sylvestris L.) — in vitro studies

The fungi used in our studies in different manner affected the lenght and dry mass of shoots
and roots. Most often was however the effect inhibitory. Bacillus polymyxa stimulated the
lenght of the shoots of the seedlings after the previously inoculation with Wilcoxina sp. Z
30362K. Azospirillum brasilense did not affect the seedlings. The sterile medium was more
profitable than the nonsterile one for the seedlings inoculated with Wilcoxina sp. BG
30335K. In the case of another ectendomycorrhizal fungus Wilcoxina sp. Z 30362K the
sterility of the medium had no meaning on the influence of the effect of the fungus and

bacteria on the pine seedlings.



