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Wplyw wodnych wyciagéw z roslin na wzrost
grzybni Heterobasidion annosum (Fr.) Bref.

The Impact of Water Extracts from Plants on the Heterobasidion
annosum (Fr.) Bref. Mycelium Growth

Korzeniowiec wieloletni — Heterobasidion annosum (Fr.) Brefeld jest sprawca huby
korzeni — jednej z najwazniejszych choréb drzew lesnych.

Jako najbardziej typowy przypadek rozwoju grzyba uwaza sie sytuacje, gdy zarodnik wraz
z kropla wody trafia na powierzchni¢ Swiezego pniaka (3). Duza powierzchnia rany jaka
stanowi pniak oraz wystgpowanie okresu duzej podatnosci na infekcje sprawia, ze jest to
najczesciej spotykany sposéb infekcji pierwotne;j.

Duze szanse rozwoju maja zarodniki, ktére kietkuja na fragmentach i resztkach drewna w
Sci6ice lub w préchnicy. Znajdujace si¢ w Sciétce lub préchnicy szczatki martwych gatazek
lub korzeni stanowia dogodna baze pokarmowa dla rozwijajacej si¢ grzybni (6, 1).

Zarodniki grzyba moga by¢ wmywane wraz z woda opadowa w glab gleby, gdzie moga
rozwijac¢ si¢ na obumartych korzeniach lub infekowa¢ zdrowe korzenie w miejscu ich

uszkodzenia.

Innym sposobem rozprzestrzeniania si¢ grzyba jest infekcja za pomoca grzybni, zwana
infekcja wtérna. Polega ona na przechodzeniu grzybni z chorego korzenia do sasiedniego
zdrowego korzenia. Po dtugim saprofitycznym rozwoju grzybni w pniaku lub na resztkach
drzewnych $ci6tki i préchnicy grzybnia moze réwniez rozwijac si¢ w préchnicy lub glebie
1 infekowac znajdujace sie w poblizu, zdrowe korzenie (8).

Proces chorobowy jest jednym z aspektéow fenotypu rosliny, ktéry zalezy od genotypu
gospodarza, Srodowiska zewnetrznego i czasu (4). Na ogélny termin "Srodowisko zewne-
trzne" sktada si¢ wiele czynnikéw. Jednym z takich czynnikéw moga byc¢ substancje
chemiczne majace swoje Zrédto w roslinach, niekoniecznie bedacych potencjalnym gospo-
darzem dla okreslonego patogena.

Zrédiem zwiazkoéw allelopatycznych moga by¢ wszystkie organy rosliny, zaréwno wege-
tatywne jak i generatywne. Substancje allelopatyczne moga byc¢ wydzielane przez zywe

37



roéliny, badZ powstawa¢ w wyniku rozktadu obumartych organéw lub catych roslin (2).
Najwieksze znaczenie allelopatyczne przypisuje si¢ substancjom, ktérych Zrédiem sa
wegetatywne organy roslin. Najbogatszym ich Zrédiem sa liscie ro$lin. Wydzielone na
powierzchnig rosliny substancje chemiczne sa nast¢gpnie zmywane przez deszcz lub rose¢
do gleby. Z tego wzgledu badania nad allelopatia najczesciej prowadzone sa z wykorzysta-
niem wyciagéw wodnych, ktére maja imitowad dziatanie rosy i deszczu.

Celem badan bylo okreslenie charakteru i stopnia oddziatywania wodnych wyciagow z
roélin runa borowych drzewostanéw sosnowych rosnacych na gruntach porolnych na
wzrost grzybni Heterobasidion annosum.

W przeprowadzonych pracach laboratoryjnych przetestowane zostaty wszystkie gatunki
ro§lin wystepujacych w drzewostanach sosnowych rosnacych na gruntach porolnych (7).
Testowane byly wodne wyciagi sporzadzane oddzielnie z nadziemnych i podziemnych
czesci roslin. W przypadku roslin zielnych do sporzadzania wyciagéw wykorzystywane
byly cate pedy, zas w przypadku roélin drzewiastych pobierane-byty liscie. Czesci pod-
ziemne wykorzystywane do sporzadzania wyciagéw stanowily, w zaleznosci od gatunku,
korzenie, roztogi wraz z korzeniami lub klacza wraz z korzeniami. Do sporzadzania
wyciagéw uzywane byly swieze rosliny oraz woda, jedyny rozpuszczalnik dostepny W
warunkach naturalnych.

Swieze, nie myte rosliny byly rozdrabniane nozem na fragmenty wielkosci ok 3—4 mm, a
nastepnie, po dodaniu wody destylowanej, gotowane przez 5 minut, co pozwolilo na
wyekstrahowanie wigkszej ilosci substancji allelopatycznych. Sporzadzony wyciag, po
ostudzeniu, byt przesaczany przez saczek filtracyjny (Filtrak — Niemcy) i wykorzystywany
do sporzadzenia pozywki agarowo-brzeczkowej, o sktadzie: 75 ml testowany wyciag
wodny, 25 ml brzeczka piwna, niechmielona (Browar Chelm), 4 g agar (Difco). Pozywka
byla sterylizowana w autoklawie przez 30 minut, a nastepnie rozlewanado dziesigciu ptytek
Petriego o srednicy 7 cm. Na przygotowanej w ten sposob pozywce szczepiona byta czysta
kultura H. annosum pochodzaca z kolekcji kultur Zaktadu Fitopatologii Lesne;j SGGW w
Warszawie (kultura nr 6, wyizolowana z korzenia sosny zwyczajnej przy owocniku). Ptytki
Petriego umieszczane byly w termostacie, w ciemnosci, w warunkach optymalnych dla
wzrostu grzyba (temp. 25°C, 2°C, wilg. wzgl. 80%, 5%). Po pigeciu dobach od daty
szczepienia wykonywany byt pomiar wielkosci wyhodowanej grzybni. Wielkosé grzybni
hodowanej na pozywkach z dodatkiem wyciagéw z poszczegdlnych roslin porownywana
byla z hodowla kontrolna. Stanowila ja grzybnia hodowana na pozywce przy sporzadzaniu
ktérej wodny wyciag zastapiono 75 ml destylowanej wody.

W kazdym wariancie testu grzybnia szczepiona byta na dziesi¢ciu ptytkach Petriego.
Wielkosé wyhodowanej grzybni mierzona byta w dwéch kierunkach "na krzyz" z doktad-
noscia do 1 mm. Na podstawie wynikéw pomiaru obliczano stopien inhibicji wzrostu
grzybni wedlug nastgpujacego wzoru:

k—ax

100%

ix—_-

gdzie:
Ix — stopien inhibicji wzrostu grzybni na x—owej plytce Petriego (x=1, ..., 10),



k — Srednica grzybni wyhodowanej na pozywce kontrolnej, (woda
destylowana, bez dodatku wyciagu roSlinnego ),

ax — Srednica grzybni wyhodowanej na x—owej plytce Petriego z pozywka,
do ktérej dodano testowany wyciag (x=1, ..., 10).

Dla kazdego wariantu badan z dziesieciu powtérzen wyliczono srednia arytmetyczna oraz
odchylenie standardowe stopnia inhibicji wzrostu grzybni.

Wyniki badan przedstawiono na rycinie. Na osi poziomej diagramu zostaly zaznaczone
wszystkie gatunki roslin poddane analizie, zas na osi pionowej zaznaczono stopien inhibicji
wzrostu grzybni przez wodne wyciagi z poszczegblnych gatunk6w i czesci roslin. Symbo-
lem "N" oznaczono wyciagi sporzadzone z nadziemnych czesci roslin (liscie, pedy), zas
symbolem "P" z podziemnych czesci roslin (korzenie, ktacza, roztogi).

Wigkszosc¢ testowanych wyciagéw z roslin powodowata inhibicje wzrostu grzybni korze-
niowca wieloletniego. Jedynie w nielicznych przypadkach wystepowata staba stymulacja
wzrostu. Stopien inhibicyjnego oddziatywania poszczegélnych gatunkéw byt bardzo zréz-
nicowany. R6znice zaznaczaly si¢ zar6wno mig¢dzy gatunkami roslin jak réwniez pomigdzy
réznymi cz¢Sciami tej samej rosliny.

Na najwieksza uwage zastuguja rosliny, ktére powodowaly silna inhibicje wzrost grzybni.
Najwyrazniej wptyw ten uwidocznil sie w przypadku zawilca gajowego oraz konwalii
majo-wej. Zaré6wno pedy, jak réwniez klacza tych roslin catkowicie hamowaty wzrost
grzybni. Grzybnia zaszczepiona na pozywce z dodatkim wyciagu z tych roslin obumierata.
Stopien inhibicji wynosit 100%.

Do drugiej grupy zostata zaliczona kruszyna pospolita oraz przetacznik lesny. Obydwa
gatunki wykazywaty bardzo duze réznice w stopniu oddzialywania wyciagéw z pedéw i
korzeni.

Wyciagi z korzeni kruszyny pospolitej powodowaty zamieranie grzybni, a wigc posiadatly
wlasciwosci podobne do wtasciwosci kiaczy konwalii i zawilca. W przeciwienistwie do
korzeni, wyciagi z lisci kruszyny niemal w ogdle nie wptywatly na wzrost grzybni, stopien
inhibicji wynosit zaledwie 7%. Odwrotna sytuacja zaistniata przy testowaniu wyciagow z
przetacznikalesnego. Bardzo silne wlasciwosciinhibicyjne, powodujace zamieranie grzyb-
ni, posiadaty wyciagi z pedéw przetacznika lesnego. Tymczasem wyciagi z korzeni tego
gatunku wprawdzie inhibowaly wzrost grzybni, ale stopien ich oddziatywania, w poréw-
naniu z wyciggami z pegdéw byt znacznie mniejszy i wynosit 74% inhibicji. W wymienio-
nych przypadkach stwierdzona zostata najsilniejsza inhibicja wzrostu grzybni, powodujaca
nawet catkowite zamieranie grzybni zaszczepionej na pozywce. W pozostatych przypad-
kach zawsze obserwowano wzrost grzybni, cho¢ czesto byt on silnie zahamowany. Zaob-
serwowano przy tym duze r6znice pomig¢dzy oddzialywaniem wyciagéw z czesci nadzie-
mnych i podziemnych roslin. Najlepszym potwierdzeniem tego zjawiska jest oméwiona
wczesniej kruszyna pospolita. Stwierdzenie to potwierdzaja réwniez przedstawione ponizej
przyktady.

Wyciag z lisci leszczyny powodowat 85% inhibicje, zas stopien inhibicji wzrostu grzybni
przez wyciag sporzadzony z korzeni tego gatunku wynosit tylko 13%. Inhibicja wzrostu
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grzybni powodowana przez wyciag z korzeni jarzabu pospolitego wynosita 77%, natomiast
wplyw wyciagu z lisci byt mniejszy i powodowat 11% inhibicje wzrostu grzybni.

Z kolei w przypadku boréwki czarnej wyciag z liSci wywieral znacznie wigkszy wplyw na
wzrost grzybni niz wyciag z korzeni tego gatunku. Wyciag z lisci powodowal 69% inhibicje
wzrostu grzybni gdy tymczasem wyciag z korzeni boréwki stymulowat w 9% wzrost
grzybni.

Na uwage zastuguje fakt, ze gatunki, ktére powodowaty bardzo silna inhibicj¢ wzrostu
grzybni (zawilec i konwalia) wystepowaty wyltacznie w drzewostanach zdrowych (7).
Pozostate gatunki odznaczajace sie silnym wptywem na wzrost grzybni H. annosum
wystgpowaty czesciej w drzewostanach zdrowych anizeli porazonych (boréwka, przetacz-
nik). Zauwazy¢ réwniez nalezy, ze gatunki roslin, ktére wystepowaly z wigksza iloSciowo-
Scia w drzewostanach porazonych nie wywieraly hamujacego wplywu na wzrost grzybni
lub wptyw ten byl bardzo staby. Wyciagi z lisci jezyny faldowanej, korzeni maliny
wlasciwej oraz roztogéw i pedéw trzcinnika leSnego nie wptywaly na wzrost grzybni.
Jedynie wyciagi z korzeni jezyny faldowanej oraz lisci maliny wlasciwej w niewielkim
stopniu hamowaty wzrost grzybni. W przypadku korzeni jezyny faldowanej wzrost grzybni
byt inhibowany w 35%, zas przy lisciach maliny w 28%.

Badania wykazaty, ze wodne wyciagi z roslin bardzo licznie wystepujacych w drzewosta-
nach porazonych nie inhibuja wzrostu grzybni, a wiec obecnos¢ tych roslin nie moze
hamowac swobodnego rozprzestrzeniania sie choroby. Jednoczesnie wsréd roslin wyste-
pujacych w drzewostanach bez oznak porazenia byty gatunki o bardzo silnych wtasciwo-
sciach inhibujacych wzrost grzybni Heterobasidion annosum. Mozna wiec przypuszczac,
ze obecnosc tychroslin wptywa w konkretnych drzewostanach narozwéj choroby. Potwier-
dzenie tej hipotezy wymaga przeprowadzenia badan srodowiskowych, uwzgledniajacych
modyfikujace oddziatywania wielu czynnikéw srodowiska.

Badania nie potwierdzily pogladu, ze wigkszosé zwiazkéw o dziataniu allelopatycznym
znajduje si¢ w lisciach (9). Z przedstawionych przyktadéw wynika, ze niektére gatunki
roslin zawieraja znacznie wigcej zwiazkow allelopatycznych w podziemnych organach niz
w lisciach lub pedach.

Niektére z testowanych w tej pracy gatunkow roslin byty wczesniej badane przez Fedorova,
Solovjovai Vasiljauskasa. Fedorov (1) wykryt inhibicyjne oddzialywanie wyciagéw z debu
czerwonego i1 hipy drobnolistnej. Szczegdlng uwage zwrdécit na dab czerwony, ktérego
korzenie i liscie silnie inhibowaty wzrost grzybni. Przeprowadzone w tej pracy badania
wilasciwosci tych nie potwierdzily. Obydwa gatunki powodowaty bardzo staba inhibicjc
wzrostu grzybni, a niekiedy nawet nieznacznie stymulowatly wzrost grzybni. Znaczn%e
wigcej gatunkéw przetestowal w swojej pracy Vasiljauskas (10). W jego badaniach jedynie
wyciagi z lisSci czeremchy amerykanskiej 1 zarnowca miotlastego inhibowaty wzrpst
grzybni. Pozostate gatunki, do ktérych nalezaty: bor6wka czarna, narecznica samcza, orhc_a
pospolita, dab czerwony, brzoza brodawkowata, jarzab pospolity, leszczyna, grab zwyczaj-
ny i Swierk pospolity stymulowaty wzrost grzybni. Badania wykazaly, ze wiele z tygh
gatunkéw roslin dosc silnie inhibowato wzrost grzybni. Mozna przypuszczad, ze uzyskanie
ré6znych wynikéw przy badaniu tych samych roslin wynikato z zastosowania innej metody
sporzadzania wyciagow. Vasiljauskas moczyt rozdrobnione rosliny w zimnej wodzie przez
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24 godziny. Zastosowanie zimnej wody, jakkolwiek uznawane za postepowanie najbardziej
zblizone do warunkéw naturalnych, pozwala wyekstrahowac przede wszystkim latwo
rozpuszczalne w wodzie zwiazki tzw. metabolizmu podstawowego. Zwiazki allelopatyczne
natomiast na og6t naleza do trudno rozpuszczalnych w wodzie (5). Z tego wzgledu mozna
przypuszczac, ze zastosowane w moich badaniach metody ekstrakcji goraca woda pozwa-
laty na wyekstrahowanie wigksze] ilosci zwiazkéw allelopatycznych.
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Summary

The Impact of Water Extracts from Plants
on the Heterobasidion annosum (Fr.) Bref. Mycelium Growth

The disease process is the one of aspects of the plant phenotype that depends on the host

genotype, ambiency, and time. The external ambiency is shaped by many factors. Chemical
substances from plants can be one of them.

Identification of features and levels of the impact of water extracts from plants occuring in

pine stands growing in former agricultural lands on the growth of the Hererobasidion
annosum (Fr.) Bref. mycelium was the aim of the research.

42



The research was carried out using the method of testing in laboratory the impact of water
extracts from donor plants on the growth of mycelium. Extracts from 31 plant species were
tested in the research. Separately were tested extracts from roots, leaves, and shoots.

Most tested extracts caused an inhibition of the mycelium growth. Only in few cases there
was a very low stimulation noted. Extracts from wood anemone and mayflower gave the
the strongest influence. The dieback of grafted mycelium was caused by extracts from both
stems and rhizomes of those plants.

In the case of alder buckthorn the extracts from roots caused a dieback of mycelium, while
those from leaves did not however impact the mycelium growth almost at all. The reverse
situation was recorded at testing extracts from speedwell. An extract from its stems caused
a mycelium dieback, while that from roots inhibited the mycelium growth at the level of

74%.

Extracts made from the remaining plant species had their impacts on the mycelium growth
at various levels that depended on the on the species and the part of a plant from which the
extract had been made. The extract from hazel leaves inhibited singnificantly the growth
of mycelium, at the level of 85%; from rowan roots — at 77%: from bilberry leaves — at

69%.

The research has not confirmed the opinion presented by many authors that most allelopat-
hic compounds are located in plant leaves.
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