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ABSTRACT

Hilszczadska D., Sierota Z. 2006. Wpltyw inokulum mikoryzowego grzyba Thelephora terrestris na wzrost
sadzonek sosny zwyczajnej Pinus sylvestris L. 1. Badania polowe. Sylwan 2: 20-28.

Scots pine (Pinus sylvestris L.) seedlings which were inoculated with ectomycorrhizal fungus — Thelephora
terrestris and grown in different regimes of N fertilization [Hilszczanska, Sierota 2006], next year were
planted out on post-agricultural land. The development of fine roots after 6 months of vegetation, number
of mycorrhizas, identity of some mycorrhizas and growth parameters of Scots pine seedlings were studied.
Mycorrhizal abundance was higher in the inoculated previously variants than in non-inoculated ones. PCR
RFLP analysis confirmed share of two different isolates of Thelephora engaged in mycorrhizal symbiosis.
Growth parameters was higher in non-inoculated seedlings. Vitality of seedlings was lower at lower level
of N fertilization in non-inoculated treatment.
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Wstep

System korzeniowy sosny obligatoryjnie tworzy w mikrosrodowisku glebowym z obecnym kom-
ponentem grzybowym charakterystyczne dla niego ektomikoryzy (ECM). Stopieri kolonizacji
ektomikoryzowej i sktad gatunkowy tworzacych ja grzybéw, szczegdlnie na glebach rekulty-
wowanych, decyduje w znacznym stopniu o udatnosci upraw i stabilnosci tworzacych si¢ péZniej
ekosystemdw lesnych [Haselwandter, Bowen 1996; Mullins i in. 1989].

W celu przyspieszenia i ukierunkowania tworzenia symbioz mikoryzowych coraz
powszechniej w praktyce gospodarczej stosuje si¢ sztuczng mikoryzacj¢ siewek [Dunabeitia
i in. 2003; Cairney, Chambers 1999; Kowalski 1997; Parlade i in. 1996a].

Zwykle wprowadza si¢ te gatunki grzybéw mikoryzowych, ktdre sg charakterystyczne dla
mlodego wieku drzew i tworzg symbiozy z wieloma roslinami. Jak wynika z opisywanych w litera-
turze technologii [Kowalski 1997] najbardziej efektywne dla sztucznej mikoryzacji sq szczepionki
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w postaci grzybni wegetatywnej. Szczepionki zarodnikowe grzybéw, np. z rodzaju Scleroderma,
Rhizopogon czy stosowanego w cieplejszych strefach geograficznych Pisolithus tinctorius, sg co
prawda tariszym i prostszym sposobem mikoryzacji, lecz jednoczesnie mniej efektywnym
[Hilszczariska 2000].

Réznorakie strategie Zyciowe grzybéw mikoryzowych, duze zréznicowanie wewngtrz-
gatunkowe i wptyw czynnikéw zewngtrznych zmuszajg do cigglych poszukiwan aktywnych
szczep6w grzybéw i doskonalenia sposobéw mikoryzacii.

Selekcja szczepéw jest niezbgdna do minimalizacji prawdopodobieristwa niezgodnosci
miedzy ro$ling a wystgpujagcym w danym Srodowisku glebowym grzybem ektomikoryzowym, czy
tez migdzy grzybem ektomikoryzowym a zbiorowiskiem innych grzybéw glebowych, w tym
saprotroficznych oraz bakterii [Dodd, Thomson 1994]. Stad grzybnia mateczna stosowana
w szczepionkach, niezaleznie od formy ich aplikacji w terenie, powinna by¢ pozyskiwana z po-
dobnych warunkéw edaficznych i klimatycznych, z uwzglgdnieniem lokalizacji powierzchni,
okresu trwania wegetacji, odczynu i wilgotnosci gleby, jej struktury i zasobnosci w sktadniki
pokarmowe, jak i historii uzytkowania danego podloza [Bowen 1994].

Uniwersalny, wszg¢dobylski charakter oraz stosunkowo duza tolerancja na wysokg zawar-
to$¢ azotu w glebie grzyba ECM Thelephora terrestris Fr. [Colpaert 1999] staly si¢ przestankami
do wykorzystania tego gatunku w sztucznej mikoryzacji siewek sosny, ktére przeznaczone
zostaty do wysadzenia na gruncie uprzednio uzytkowanym rolniczo. Celem pracy bylo okresle-
nie efektywnosci sztucznej mikoryzacji, wyrazonej liczbg mikoryz z udzialem 7. ferrestis oraz
struktury mikoryz utworzonych u sadzonek sosny po ich wysadzeniu na gruncie porolnym.
Wykorzystano w tym celu jednoroczne sadzonki, ktére bylty mikoryzowane w roku poprzednim
i hodowane w warunkach kontrolowanych w nast¢pujacych wariantach: 1 — inokulacja +0,2 g N;
2 - 0,2 g N bez inokulacji; 3 — inokulacja +0,3 g N; 4 — 0,3 g N bez inokulacji [Hilszczariska,
Sierota 2006].

Material i metody

Powierzchni¢ badawczg zatozono na gruncie porolnym na terenie Nadlesnictwa Jabtonna od-
dziat 327. Glebg stanowit piasek stabogliniasty; zawarto§¢ wegla i azotu organicznego oraz
wybranych pierwiastkéw i odczynu gleby przedstawiono w tabeli 1. Doswiadczenie zatozono
w ukladzie catkowicie losowym wykorzystujac te same 4 warianty dos§wiadczenia laboratoryj-
nego [Hilszczariska, Sierota 2006]. Wiosng 7 kwietnia 2004 r., kiedy wysadzano sadzonki, opady
deszczu byly intensywne i wynosity 27 mm, a temperatura powietrza wahata si¢ od 8 do 10°C.
Roczna suma opadéw atmosferycznych dla danej powierzchni wynosita 522,8 mm, a $rednia
roczna temperatura powietrza 8,4°C.

Na poczatku wrzesnia z kazdego wariantu pobrano losowo po 10 sadzonek do oceny
wielkosci parametréw wzrostu (dtugosé pedu i grubosé szyi korzeniowej) oraz do oceny liczeb-
nosci mikoryz. Mikoryzy liczono w calym systemie korzeniowym sadzonek. Cechy morfolo-
giczne mikoryz analizowano wedtug Agerera [1987-1997], Ingleby’ego i in. [1990], Parlade i in.
[1996b].

Tabela 1.
Srednia zawartos¢ pierwiastkéw w glebie na glebokosci 20 cm (g x kg™') i odezyn podioza
Mean nutrient contents in soil at a depth of 20 cm (g x kg™!) and soil pH

C N Ca Mg K P S Al pHKCL

8,3 0,85 1,17 0,67 0,75 0,63 0,10 5,55 4,48
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W celu potwierdzenia identyfikacji mikoryz wykonanej metodg tradycyjng, wybrane
korzenie krétkie z kazdego wariantu analizowano metodqg PCR RFLP, badajac rDNA partnera
grzybowego [White i in. 1990]. Do ekstrakcji DNA z pojedynczego wierzchotka mikoryzowego
uzyto buforu 2% CTAB (hexadecytrimethylammonium bromide), nast¢gpnie prébki potrakto-
wane buforem podgrzewano w tazni wodnej w temperaturze 65°C (od 45 min. do 1 h). Po odwi-
rowaniu przy 13 000 obr/min. przez 5 min., przenoszono gérng faz¢ do probéwki i oczyszczano
chloroformem fenolowym (600 pl przy 600 pl 2% CTAB). Po powtérnym wirowaniu DNA
stracano przez dodanie 1,5 objgtosci isopropanolu (750 pl przy 600 yul 2% CTAB), DNA roz-
cierficzono w 50 pl TE (10 mM Tris HCI buffor, pH 8,1 mM EDTA). Ekstrakty przechowywano
w temperaturze —20°C do chwili zastosowania analizy PCR.

Do zwielokrotnienia (amplifikacji) regionu ITS (wewngtrznej sekwencji nickodujgcej
DNA) zastosowano startery opisane przez White’a i in. [1990]: I'TS1-o0 sekwencji TCCGTAGGT-
-GAACCTGCGG i ITS4-0 sekwencji TCCTCCGCT-TA-TTGATATGC [Erland i in. 1999].
Skfadniki wymagane dla reakcji PCR zostaly przedstawione przez Henrion i in. [1994]. Zwicelo-
krotnione odcinki I'TS poddano analizie RFLP, polegajacej na cigciu enzymami restrykeyjnymi
Hinf1, Mbo 1'i Tag 1, nastepnie dokonano rozdziatu elektroforetycznego uzyskanych fragmentéw
restrykeyjnych DNA. Produkty analizy restrykeyjnej rozdzielono na 2,4% zelu agarozowym przy
napigciu 110V, a nastgpnie wybarwiono je w bromku etydyny. Fragmenty restrykeyjne obserwo-
wano w $wietle UV, a nast¢pnie sfotografowano aparatem Polaroid i analizowano za pomocg pro-
gramu komputerowego Gel-Scan 1.2. Analizy wykonane zostaly przez dr. A. Patuch¢ w IBiB PAN.

Dane pomiarowe parametréw wzrostu sadzonek analizowano przy uzyciu programu
Statistica v. 98, wedlug testu Anova; istotnos¢ réznic poréwnywano uzywajac testu NIR.

Wyniki
Najwigkszg udatnoscig nasadzen (95,5%) charakteryzowaly si¢ sadzonki sosny w wariancie 1
(inokulowane w laboratorium +0,2 g N), najmnicejszg za$ (88,8%) sadzonki rosngce w wariancie 2

(0,2 g N bez inokulacji). Udatnos¢ nasadzeri sadzonki w wariantach 3 (inokulacja +0,3 g N)
i4 (0,3 g N bez inokulacji) byta podobna, odpowiednio 93 i 92% (ryc. 1).
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Rye. 1.
Przezywalnos¢ sadzonek sosny na gruncie porolnym: 1 — Thelephora terrestris (Tt) +0,2 g N; 2 - 0,2 g N;
3-Te+03gN;4-03gN
Survival of Scots pine seedlings on the ex-farmland: 1 — Thelephora terrestris (Tt) +0,2 ¢ N; 2 - 0,2 g N;
3-Tt+03gN;4-03¢gN
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Niezaleznie od wyjsciowych warunkéw do tworzenia mikoryz (dawki azotu) wigksza
liczebnoscig mikoryz w terenie charakteryzowaly si¢ sadzonki uprzednio inokulowane (ryc. 2).
W wariancie 1 $rednia liczebnosé mikoryz wynosita 659, a w wariancie 3 — 728 szt. Réznice
w liczbie mikoryz migdzy wariantami mikoryzowanymi a niemikoryzowanymi byly statystycz-
nie istotne. Z kolei w wariancie niskiego nawozenia azotem (2) odnotowano 489 mikoryz,
w wariancie (4) wysokiego nawozenia za$ — 328 mikoryz. Migdzy ostatnimi dwoma wariantami
réznice w Sredniej liczbie mikoryz byly réwniez statystycznie istotne.

Najwigkszg dhugosé pedu stwierdzono u sadzonek niemikoryzowanych z wariantu 2; nieco
nizsze od nich byly sadzonki niemikoryzowane, utworzone w warunkach wigkszego nawozenia
— wariant 4 (ryc. 3). Sadzonki mikoryzowane i nawozone wickszg dawkg azotu (wariant 3) uzys-
kaly najmniejszg dtugo$¢ pedu. Réznice miedzy srednimi byty statystycznie istotne.

Podobnie ksztaltowaly si¢ réznice migdzy wariantami pod wzglgdem parametru grubosci
szyi korzeniowej. Najmniejszg wartoscig charakteryzowaly si¢ sadzonki z wariantu 3 (ryc. 4).

Przedstawione na rycinie 5 mikoryzy nalezg do rodzaju Thelephora, co potwierdza wynik
analizy PCR RFLP (tab. 2). Mikoryzy tego samego rodzaju odnotowano réwniez u sadzonek
sosny, ktére nie byly uprzednio inokulowane grzybem 1. ferrestris. Ich ogélna liczba byta jed-
nak wicksza o okoto 35% u sadzonek uprzednio mikoryzownaych i nawozonych 0,2 g N, niz
u sadzonek niemikoryzowanych oraz wicksza o okoto 30% u sadzonek nawozonych 0,3g N.
Okreslenie liczebnosci mikoryz nalezacych do Thelephora (1) i Thelephora (I1) (tab. 2) nie bylo
mozliwe, z uwagi na brak réznic morfologicznych w ocenie tradycyjnej. Z 22 mikoryz analizowa-
nych metodg PCR RFLP szczep Thelephora (1), czyli mikoryzy powstale w wyniku mikoryzacji,
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Srednia liczebnos¢ mikoryz u sadzonek sosny po 5. miesigcach od wysadzenia na gruncie porolnym:
1 = Thelephora terrestris (T't) +0,2 g N; 2-0,2 gN; 3- Tt + 0,3 g N; 4-0,3 g N. Jednakowe litery oznaczajg
brak istotnych réznic

Mean number of mycorrhizas on pine seedlings 5 months after outplanting on the ex-farmland: 1 — Thelephora
terrestris (Tt) +0,2 g N; 2-0,2gN; 3-Te + 0,3 gN;4-0,3 g N. The same letters indicate lack of significant
differences



24  Dorota Hilszczariska, Zbigniew Sierota

3 gy - B :
e S e
C7T8 SRS S S— S S—
E : : : : :
= : i : ; :
= A e s feimiiie e mimienieie e ;
b, : : : : :
2 3 ] ; : ;
) 8 : b 5 ab! :
2 B R S Pt S :
El a: : 5
E : :
7R SR gy T = G R PN ;
e s s
PP — . T . I +Odch. std.
[] +Blad std.
6 ; i ; ; ; O  Srednia
1 2 3 4
Rye. 3.

Wysokosé pedu sadzonek sosny zwyczajnej rosngcych na gruncie porolnym. Warianty: 1 - (Tt) +0,2 g N;
2-02gN;3-Tt+03gN;4-03¢gN

Stem height of Scots pine seedlings growing on ex-farmland. Variants: 1 - (Tt) +0,2 g N; 2 - 0,2 g N;
3-Tt+03gN;4-03¢gN
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Grubos¢ szyi korzeniowej u sadzonek sosny Warianty: 1 — (Tt) +0,2 g N; 2-02gN; 3-Te + 0,3 g N;
4-03¢gN

Root collar diameter of pine seedling. Variants: 1 — (Tt) +0,2 gN;2-0,2gN; 3-Tt+0,3gN;4-0,3gN
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Rye. 5.
Mikoryzy siewek sosny zwyczajnej
tworzone przez grzyb Thelephora
lferrestris
Mycorrhizas of Scots pine seedlings
tormed by Thelephora terrestris

Tabela 2.

Srednie wielkosci fragmentu restrykeyjnego (pary zasad) wewnetrznej sekeji kodujgcej ITS w badanych
morfotypach ektomikoryzowych

Average restriction fragment (base pair) sizes of the I'TS external coding section in ectomycorrhizal
morphotypes under analysis

Typ mikoryzy I'TS Hinf1 Mbo 1 Tag 1
Thelephora terrestris 680 315 240 103 360 225 60 295 270 65

- czysta kultura

Thelephora (1) 663 318 242 105 365 226 58 297 270 65
Thelephora (I1) 718 228208134115 24523615567 295224 108 98

stanowit 36% badanych prébek, natomiast Thelephora (11), czyli mikoryzy autochtoniczne pow-
stale z grzybni obecnej w glebie gruntu porolnego — 64%.

U sadzonek we wszystkich wariantach zabiegowych stwierdzono takze obecnosé¢ mikoryz
typu Hebeloma i ektendomikoryz utworzonych w sposéb samoistny z korzeniami wprowadzonej
na grunt porolny sosny.

Dyskusja
Uzyskane wyniki wskazujg jednoznacznie, ze zabieg mikoryzacji (inokulacji korzeni w warun-
kach laboratoryjnych) oraz specyficzna dawka nawozenia azotowego miaty pozytywny wplyw na
ksztattowanie si¢ mikoryz po wysadzeniu sosny na grunt porolny. Wigkszy o 34% udziat miko-
ryz u sadzonek przy mniejszym nawozeniu azotowym w okresie inokulacji i ponad dwukrotny
w przypadku wigkszej dawki nawozenia swiadczy, ze tak mikoryzowane sadzonki adaptujg si¢
do niekorzystnych warunkéw gleb uprzednio uzytkowanych rolniczo i tatwiej sg zasiedlane
przez inne grzyby ektomikoryzowe — tu: typu Hebeloma, czy tez grzyby ektendomikoryzowe.
Jednakze grzyb T zerrestris, mimo duzej efektywnosci kolonizacyjnej korzeni, a przez to pozy-
tywnego oddziatywania na ro$ling pod wzgledem zaopatrzenia jej w wode, moze réwnoczesnie
hamowaé wzrost ro$lin, zwlaszcza w poczatkowej fazie, podobnie jak Laccaria laccata [Thomson
19961, czy Hebeloma crustuliniforme [Stenstrom, Ek 1990]. W prezentowanych badaniach taki
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efekt byt wyraznie widoczny w przypadku sadzonek mikoryzowanych przy wigkszym poziomie
nawozenia azotowego (ryc. 3, 4). Natomiast w przypadku sadzonek mikoryzowanych przy
mniejszym nawozeniu réznice w parametrach wzrostu mi¢dzy sadzonkami mikoryzowanymi
a niemikoryzowanymi byly niewielkie.

Mniejsze przyrosty pedu i szyi korzeniowej u sadzonek w wieku juwenilnym wydajg si¢
w petni uzasadnione, gdyz korzenie pozostajgce w symbiozie odprowadzajg produkty fotosyn-
tezy (weglowodany) do partnera grzybowego. Harley [1989] odnotowal, ze okoto 30% weglowo-
danéw umiejscawia si¢ w grzybni mikoryzowej. Tempo tego procesu zalezy od gatunku grzyba
i warunkéw ekologicznych (rodzaj podioza, zawarto$¢ i rodzaj sktadnikéw pokarmowych
w glebie, czy przebieg pogody).

Prowadzone badania sg wstgpem do dalszych analiz, gdyz ocena korzysci wynikajacych
ze sztucznej mikoryzacji mozliwa jest dopiero po dtuzszym niz jeden rok okresie obserwacji.
Nalezy mie¢ przy tym na uwadze fakt, ze wickszo$¢ mikoryz zyje zwykle okoto 4 miesigcy.
Tammi i in. [2001] podajg, Ze po tym okresie grzyby tworzgce dana mikoryze ,wegetujg”
w stanie uspienia i ponownie kolonizujg korzenie — lub ustepujg (czesciowo, a niekiedy
zupelnie) miejsce innym gatunkom grzybéw. Gléwnym powodem zmian w strukturze mikoryz
jest starzenie si¢ i zamieranie populacji danego zbiorowiska grzybéw. Korzenie krétkie, zasied-
lane przez grzyby mikoryzowe przewaznie zamierajg wraz z populacjg grzyba lub utrzymujg si¢
w stanie niemikoryzowym [Danielson, Visser 1989], , oczekujac” na nowy zestaw gatunkéw
mikoryzowych zdolnych do kolonizacji nastgpnej generacji korzeni krétkich.

Konkurencyjne zastepowanie jednego grzyba przez inny nie jest czgstym procesem. Fox
[1986] uwaza, ze tylko grzyby tzw. wezesnego stadium (do ktérych nalezy takze T fervestris)
kolonizacji korzeni mtodych drzew sg zdolne zasiedla¢ siewki wysadzone do gleby mineralne;j.
Podobnego spostrzezenia dokonali Deacon i in. [1983], wysadzajac siewki do gleby pobrane;j
spod owocnikéw grzybéw reprezentujgcych rézne stadia; tylko grzyby wezesnego stadium
utworzyly symbiozy ektomikoryzowe.

Wybér grzyba T terrestris do mikoryzacji sadzonek przeznaczanych do zalesier gruntéw
porolnych znajduje wi¢c uzasadnienie, zwlaszcza, ze wykonane przez Tammi i in. [2001] bada-
nia molekularne potwierdzajg obecno$¢ mikoryz 1. ferrestris réwniez w dorostym drzewostanie
sosnowym i §wierkowym. Prawdopodobnie gatunek ten moze utrzymywac si¢ na korzeniach
nawet kilkadziesiat lat, podobnie jak grzyb Rkizopogon spp. [Borches, Perry 1990].

Wzorce restrykeyjne uzyskane z przebadanych mikoryz po okresie wegetacyjnym réznigc si¢
nieco pod wzgledem genetycznym (liczba par zasad) od wzorca uzyskanego dla czystej kultury
T terrestris, z ktérej sporzadzono szczepionke mikoryzows, wskazujg na wytworzenie mikoryz
z grzybni autochtonicznej tego gatunku. Z kolei podobna liczba par zasad dla czystej kultury uzy-
tej do inokulacji siewek w laboratorium [Hilszczariska, Sierota 2006] oraz mikoryz Thelephora (1)
wskazuje na utrzymywanie si¢ tego szczepu grzybni w mikoryzach nawet w dwa lata od miko-
ryzacji. Pewne réznice we wzorcach restrykeyjnych wynikajg nie tylko z polimorfizmu 7. ferrestris,
typowego dla wielu grzybéw, lecz takze z naturalnej eliminacji przez grzyby autochtoniczne
szezepow (izolatéw) obeych w danym zbiorowisku. Przypomnieé nalezy, ze zastosowana czysta
kultura 7. zerrestris nie pochodzita z terenu, na ktéry zostata wprowadzona w formie szczepionki
mikoryzowej. Karen i in. [1997] wskazuja, ze najbezpieczniejszg metody identyfikacji mikoryz
jest poréwnywanie wzoréw ich RFLP do wzoréw RFLP uzyskanych z owocnikéw, co jednak
réwniez nie zawsze daje dobre rezultaty. W takiej sytuacji najlepiej jest zwielokrotnié i sekwen-
cjonowaé odcinek ML5/ML6, stanowigcy region mitochondrialnej podjednostki rDNA, a na-
stepnie poréwnac z bazami danych [Horton, Bruns 2001]. Jednak ze wzglgdu na koszty i czas
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jakiego wymagajg takie analizy, tylko mata cz¢$¢ ektomikoryz moze zostaé zidentyfikowana
w ten sposdb.

Cennym spostrzezeniem wydaje si¢ by¢ potwierdzenie przeprowadzonej metodg trady-
cyjng klasyfikacji morfologicznej, ktéra petni nadal podstawowsg role w ilosciowym opisie
ektomikoryz, metodami genetycznymi, ktére wykazaly dominujacag obecnos¢ mikoryz
Thelephora na korzeniach badanych sosen.

W kolejnych latach planowane jest dalsze sukcesywne badanie struktury mikoryz oraz
ksztaltowania si¢ relacji wzrostowych u mikoryzowanych i niemikoryzowanych w wieku juwe-
nilnym sadzonek sosny wysadzonej na grunt porolny.

Whnioski

# Mikoryzowane siewki sosny wyhodowane w podtozu zawierajagcym 0,2 g azotu po wysadze-
niu na gruncie porolnym charakteryzowaty si¢ wigkszg przezywalnoscig niz siewki niemiko-
ryzowane oraz siewki mikoryzowane w podtozu zawierajacym 0,3 g N.

# Liczebnos¢ mikoryz u mikoryzowanych sadzonek sosny (niezaleznie od poziomu nawozenia)
byta istotnie wigksza niz u sadzonek uprzednio nie mikoryzowanych.

#* Wicksza dhugoscig pedu charakteryzowaty si¢ sadzonki nie mikoryzowane przed wysadze-
niem.

# Grzybnia T rerrestris, kt6rg mikoryzowano siewki sosny wykazata duzg zywotnos¢, mikoryzy
z jej udziatem stwierdzono jeszcze po dwuletnim okresie od inokulacji.
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SUMMARY

The role of Thelephora terrestris fungus in mycorrhization on Scots pine
(Pinus sylvestris L.) seedlings.
II. Field study

The study were conducted in post-agricultural land. Scots pine seedlings grew under two regimes
of N fertilization [see: Hilszczaniska, Sierota 2006], and were inoculated with Thelephora terrestris
fungus. One month after out-planting lower vitality of seedlings was in non-inoculated treatment
with low level of fertilization. After 6 months of growth, mycorrhizal abundance and increment
of stem and root collar diameter were studied. Higher number of mycorrhizas possessed seedlings
from inoculated treatments, irrespective of N fertilization level. Mycorrhizas identified as Thelephora
dominated on root systems and belong to two different isolates of Thelephora. Adverse results were
with regards to growth parameters, which were lower in inoculated treatments.



