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Celem pracy byto wdrozenie metod badawczych dotyczacych kolonizacji mikoryzowej korzeni roslin
energetycznych uprawianych na terenie rolniczym zanieczyszczonym metalami ciezkimi. Pobrano korze-
nie trzech gatunkow wieloletnich traw: Miscanthus giganteus, Panicum virgatum, Spartina pectinata.
Probki barwiono wg zmodyfikowanej metody Phillipsa-Haymana (1970). Na podstawie obserwacji mi-
kroskopowych przygotowanych preparatow wprowadzono modyfikacje w etapie trawienia w KOH (do-
bor odpowiedniej temperatury i czasu) oraz wybrano PVLG jako najlepsze medium zamykajace sposrod
trzech testowanych (DPX, laktoglicerol, PVLG). Wprowadzone zmiany umozliwity uzyskanie dobrej ja-
kos$ci obrazow mikroskopowych, co pozwolito na prawidtowe rozpoznanie struktur mikoryzowych wy-
stepujacych w korzeniach badanych roslin. W wyniku przeprowadzonych badan u wszystkich testowa-
nych gatunkow roslin wykryto obecno$¢ struktur charakterystycznych dla mikoryzy arbuskularne;j.
Badania te miaty charakter wstepny, ich rezultatem jest wdrozenie metod pozwalajacych na poprawna
analize kolonizacji mikoryzowej u wybranych roslin energetycznych uprawianych na terenie zanieczysz-
czonym metalami ci¢zkimi.

1. WSTEP

1.1. UPRAWA ROSLIN ENERGETYCZNYCH NA TERENACH ZANIECZYSZCZONYCH
METALAMI CIEZKIMI

Zgodnie z zalozeniami ,,Polityki Energetycznej Polski do 2030 roku”, uwzglednia-
jacymi cele stawiane przez Uni¢ Europejska, Polska powinna zwigkszy¢ udziat energii
ze zrodet odnawialnych w catkowitym zuzyciu energii, osiagajac w 2020 roku poziom
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15%. W kolejnych latach powinien nastgpowac dalszy wzrost tego udziatu [10]. W Pol-
sce gtownym kierunkiem rozwoju odnawialnych zrédet energii (OZE) jest wykorzysta-
nie biomasy [9]. Zaktadanie plantacji ro$lin uprawianych na cele energetyczne nie po-
winno konkurowa¢ z uprawami rolniczymi i oddzialywa¢ negatywnie na sektor
zywno$ciowy — gleby dobrej klasy powinny by¢ wykorzystywane do uprawy roslin kon-
sumpcyjnych, natomiast pod uprawe roslin energetycznych moga by¢ przeznaczone
gleby gorszej jakosci i tereny zdegradowane [8].

Jednym z najpowszechniejszych czynnikow degradacji gleby jest jej zanieczyszcze-
nie metalami ciezkimi. Zawarto$¢ tych pierwiastkow w glebach wynika z ich naturalnej
obecno$ci w skale macierzystej oraz z doptywu pochodzenia antropogenicznego, beda-
cego skutkiem przemystowej, gospodarczej i rolniczej dziatalnosci czlowieka. Sposrod
tych czynnikow najwickszy wplyw na zanieczyszczenie gleb metalami cigzkimi ma
emisja zwigzana z wydobyciem i przetworstwem rud metali. Problem ten dotyczy
szczegolnie obszaru Gornego Slaska, gdzie skupia sie znaczna czeéé krajowego prze-
mystu gorniczo-hutniczego [5, 19]. Ponad potow¢ powierzchni wojewodztwa Slaskiego
stanowig uzytki rolne [4], przy czym od 5% do 10% z nich jest zanieczyszczonych kad-
mem, cynkiem i otowiem [19].

Wsrod roslin uprawianych na cele energetyczne wymieni¢ mozna drzewa i krzewy
(wierzba, robinia akacjowa, topola, r6za wielokwiatowa), byliny (§lazowiec pensylwanski,
sylfium przeroste, topinambur), a takze wieloletnie trawy (miskant olbrzymi, spartina pre-
riowa, proso rozgowate), bedace przedmiotem niniejszej pracy [21]. Wymienione gatunki
traw przeprowadzaja fotosynteze typu Ca, dzigki czemu, w porownaniu do rodzimych ga-
tunkow, wykazuja wyzsza efektywno$¢ wigzania dwutlenku wegla, prowadzg oszczedniej-
sza gospodarke wodna, sa bardziej odporne na susz¢ i charakteryzujg si¢ lepszym plonowa-
niem. Szybki przyrost biomasy i jej wysoka warto$¢ opatowa, odpornos¢ na szkodniki
1 choroby oraz niewielkie wymagania siedliskowe sprawiaja, ze rosliny te moga by¢ z po-
wodzeniem wykorzystywane na cele energetyczne. Ponadto, ze wzgledu na wysoki plon
biomasy wymienione trawy moga pobierac z zanieczyszczone] gleby znaczne iloSci metali,
wykazujg wiec potencjat fitoremediacyjny [8, 21]. Akumulacja metali ciezkich w czesciach
nadziemnych roslin energetycznych wigze si¢ jednak z ryzykiem reemisji zanieczyszczen
do atmosfery w przypadku nieodpowiedniego spalania zanieczyszczonej biomasy [13].
Waznym czynnikiem wptywajacym na zwigkszenie tolerancji roslin na zanieczyszczenie
gleby metalami cigzkimi oraz mogacym modyfikowac¢ pobor metali 1 ich transport do czeéci
nadziemnych roslin jest mikoryza arbuskularna [6].

1.2. MIKORYZA ARBUSKULARNA

Mikoryza jest to symbiotyczny zwigzek pomiedzy grzybami i korzeniami ro$lin
wyzszych. Istotg tej symbiozy jest przekazywanie substancji pomig¢dzy partnerem grzy-
bowym i ro§linnym — strzg¢pki zewnatrzkorzeniowe przerastajagce podioze umozliwiaja
grzybom pobieranie znacznych ilo$ci substancji mineralnych (zwlaszcza fosforu
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1 azotu, a takze potasu, cynku, wapnia, magnezu i miedzi), ktdre sa nastepnie transpor-
towane do korzeni ro$lin. W zamian grzyby, bedace heterotrofami, otrzymuja od part-
nera roslinnego produkty przeprowadzanej przez niego fotosyntezy [7, 24].

Ze wzgledu na sposob kolonizacji korzeni wyr6znia si¢ trzy gtdéwne typy mikoryzy:
ektomikoryze, endomikoryzg i typ posredni — ektendomikoryzg. Najbardziej rozpo-
wszechnionym typem tej symbiozy jest endomikoryza, do ktorej naleza: mikoryza stor-
czykowa, erikoidalna oraz mikoryza arbuskularna. W kazdym z tych typéw endomiko-
ryzy strzepki grzybni sa obecne zardwno w przestrzeniach migdzykomorkowych, jak
réwniez wewnatrz komoérek kory korzeni. Mikoryza arbuskularna (ang. arbuscular my-
corrhiza, AM) jest najstarszym filogenetycznie i najbardziej powszechnym typem mi-
koryzy. Ten rodzaj mutualistycznej symbiozy ro$lin z zasiedlajacymi ich korzenie grzy-
bami z gromady Glomeromycota dotyczy ponad 80% ro$lin ladowych [6, 20, 22].
Grzyby zaangazowane w ten rodzaj symbiozy, nazywane arbuskularnymi grzybami mi-
koryzowymi (ang. arbuscular mycorrhizal fungi, AMF), wytwarzaja r6znego rodzaju
struktury wewnatrz- i zewnatrzkorzeniowe. Do najbardziej charakterystycznych naleza
arbuskule, od ktorych pochodzi nazwa omawianego typu mikoryzy. Arbuskule sg
drzewkowatymi strukturami powstajagcymi wewnatrz komorek kory korzenia poprzez
wielokrotne, dychotomiczne rozgatezianie sie strzepek grzybni. W procesie formowa-
nia si¢ arbuskul strzepki wnikaja do wnetrza komorek poprzez §ciang komorkowa i two-
rza wglebienia w blonie komorkowej, nie naruszajac jej integralnosci, a zarazem zwigk-
szajac powierzchni¢ wymiany substancji pomigdzy symbiontami. Innymi waznymi
strukturami, obecnymi tylko u grzybow AM, sg pecherzyki (wezykule). Sg to kuliste
badZz eliptyczne rozdecia strzgpek wewnatrzkorzeniowych, powstajace wewnatrz
strzgpki lub na jej koncach. Wielko$¢ pecherzykow wynosi 30-100 um. Moga one wy-
stepowac zarowno w komorkach korzeni roslin, jak i w przestworach miedzykomorko-
wych. Wewnatrz pecherzykow gromadzone sg kropelki tluszczu — struktury te petnia
wiec gléwnie rolg organéw magazynujacych substancje zapasowe, ale moga takze
(u niektorych gatunkow AMF) spetnia¢ funkcje propagul (struktur, z ktérych powstaje
nowa grzybnia). Nie wszystkie arbuskularne grzyby mikoryzowe wytwarzaja pgche-
rzyki, ocenia si¢, ze wystepujg one u okoto 80% AMF [1, 5, 6, 20].

Arbuskule i pecherzyki sa dwoma strukturami charakterystycznymi dla mikoryzy
arbuskularnej, umozliwiajacymi jej jednoznaczne rozpoznanie. Poza nimi, do struktur
obecnych w tkankach korzeni naleza jeszcze strzgpki wewnatrzkorzeniowe, mogace pe-
netrowa¢ wnetrze komorek rosliny lub pozostawa¢ w przestworach miedzykomorko-
wych. Strzepki te zawierajg substancje zapasowe i uczestniczg w transporcie zwigzkow
absorbowanych z gleby przez strzepki zewnatrzkorzeniowe, kierujagc pobrane substan-
cje do arbuskul lub bezposrednio do komorek korzeni. Strzgpki wystepuja w obrebie
tkanek korzeni w postaci nierozgatezionej lub tworza H- i Y-ksztattne rozgatezienia.
Ponadto moga tworzy¢ zwoje, najczgsciej w poblizu miejsca wniknigcia grzybni w glab
korzenia, cho¢ takze w innych miejscach — ich lokalizacja oraz czesto$¢ wystepowania
sa bowiem zalezne od rodzaju AMF [1].
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Do zewnatrzkorzeniowych struktur mikoryzy arbuskularnej naleza strzepki grzybni
znajdujace si¢ poza korzeniem ro$liny (ekstramatrykalne) oraz zarodniki (spory).
Strzgpki arbuskularnych grzybéw mikoryzowych wyrdznia brak poprzecznych sept.
W miejscu wnikania strzgpki do wnetrza korzenia powstaje charakterystyczne zgrubie-
nie, nazywane apresorium. Rolg strzgpek zewnatrzkorzeniowych jest przede wszystkim
pobieranie wody i substancji pokarmowych oraz wytwarzanie spor (pojedynczych, wie-
lojadrowych komorek, otoczonych gruba, czesto wielowarstwowa $ciang komorkowa).
Grzyby z gromady Glomeromycota rozmnazaja si¢ bowiem bezptciowo, poprzez spory
(azygospory, chlamydospory) wytwarzane na koncach zewnatrzkorzeniowych strzepek
(rzadziej spory moga wystepowac rowniez wewnatrz korzenia). Strzgpki ekstramatry-
kalne umozliwiaja ponadto tworzenie potaczen pomigdzy korzeniami sasiadujgcych ze
sobg roslin i dzi¢ki temu przekazywanie miedzy nimi substancji pokarmowych, a takze
uczestnicza w procesach glebotwodrczych, poprzez laczenie czastek gleby w agregaty
[1, 5, 20].

Obecno$¢ mikoryzy arbuskularnej wplywa pozytywnie na kondycje roslin m.in. po-
przez zwigkszenie powierzchni chtonnej korzeni, co umozliwia roslinom lepszy dostep
do wody i substancji mineralnych zawartych w glebie. Wyniki licznych badan wska-
zuja, ze rosliny skolonizowane przez AMF wykazuja wigksza odpornos¢ na czynniki
stresu srodowiskowego, takie jak niedobor substancji odzywczych, dtugotrwata susza,
zasolenie gleby, wysokie temperatury, a takze organiczne i nieorganiczne zanieczysz-
czenia, w tym skazenie gleby metalami cigzkimi [3]. Kolonizacja mikoryzowa wplywa
zatem na poprawe warunkow siedliskowych i stymuluje wzrost roslin uprawianych na
terenach zanieczyszczonych, co ma istotne znaczenie podczas prowadzenia upraw ro-
§lin energetycznych na terenach zdegradowanych [22]. Ponadto obecnos¢ mikoryzy ar-
buskularnej moze wptywaé na procesy migracji zanieczyszczen w uktadzie gleba/ko-
rzen/czes¢ nadziemna rosliny — poprzez wigzanie metali cigzkich w obrebie grzybni
AMF moga unieruchamia¢ metale w ryzosferze i zapobiega¢ ich przemieszczaniu do
czesci nadziemnych roslin [5, 14, 22].

1.3. DSE — NIEMIKORYZOWE ENDOFITY

Korzenie roslin naczyniowych moga by¢ zasiedlane nie tylko przez grzyby mikory-
zowe, ale takZze inne endofity. Czesto spotykang i szeroko rozpowszechniong grupe
grzybow kolonizujacych korzenie stanowig ciemnostrzepkowe grzyby endofityczne
z przegrodami (ang. dark septate endophytes, DSE). Jak wskazuje nazwa, cechg cha-
rakterystyczng DSE jest wystepowanie septowanych strzepek o ciemnym zabarwieniu,
wynikajacym z obecnosci melaniny. DSE moga tworzy¢ w obrebie korzeni skupiska
$cisle upakowanych komoérek — mikrosklerocja, bedace forma grzybni przetrwalniko-
wej [15, 17, 23]. Grzyby te kolonizuja korzenie roslin wystepujacych zaréwno w natu-
ralnych ekosystemach, jak i w uprawach rolnych, a takze zasiedlajacych tereny zdegra-
dowane, w tym zanieczyszczone metalami cigzkimi. Moga by¢ obecne w korzeniach
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roslin mikoryzowych i kolonizowac¢ je wspoélnie z grzybami mikoryzowymi, lub wyste-
powac samodzielnie, bowiem wykryto je takze w korzeniach roslin klasyfikowanych
jako niemikoryzowe. W odroznieniu od arbuskularnych grzybéw mikoryzowych, kto-
rych pozytywny wptyw na ro§liny zostat szeroko udokumentowany, rola DSE w $rodo-
wisku pozostaje niejasna [11, 17, 18, 23].

Celem przeprowadzonych badan bylo wdrozenie metod badawczych dotyczacych
kolonizacji mikoryzowej korzeni wybranych ro$lin energetycznych uprawianych na te-
renie rolniczym zanieczyszczonym metalami cigzkimi.

2. MATERIALY I METODYKA BADAN

2.1. CHARAKTERYSTYKA TERENU

Do badan wytypowano nastgpujace trzy gatunki roslin energetycznych: miskant ol-
brzymi, proso rézgowate, spartina preriowa. Trawy te uprawiane sg na zalozonych
w 2014 roku poletkach do§wiadczalnych Instytutu Ekologii Terenéw Uprzemystowio-
nych (rysunek 1). Rosliny kazdego z wybranych gatunkow rosng na osobnym poletku,
kazde o wymiarach 4x4 m, z zachowaniem 4 metrowe;j strefy buforowej. Na kazdym
z poletek posadzonych zostato 49 roslin. Poletka doswiadczalne zlokalizowane sg
W wojewodztwie $laskim, na granicy Bytomia i Piekar Slaskich (50°20'43,8"N,
18°5720,3"E), na gruntach nalezacych do Rolniczej Spotdzielni Produkcyjnej. Teren
ten znajduje si¢ w odlegltosci okoto 1 km od nieczynnej juz huty cynku i otowiu, bedacej
cze$cig ZGH ,,Orzet Biaty". Na skutek kilkudziesigcioletniego oddzialywania przemy-
stu gorniczo-hutniczego w tym obszarze doszlo do znacznego zanieczyszczenia gleb
metalami cigzkimi. Grunty, na ktorych znajduja si¢ poletka zaklasyfikowane zostaty
jako glina pylasta (udziat poszczegélnych frakcji: 28% piasek, 56% pyt, 16% it) [13].
Stezenie catkowite Pb, Cd i Zn w glebie na tym obszarze wynosi odpowiednio:
373-541 mg/kg, 14-20 mg/kg i 1369-1835 mg/kg (dane z 2014 roku, niepublikowane),
a wiec przekracza dopuszczalne wartosci stezen tych metali dla uzytkow rolnych, za-
warte W rozporzadzeniu Ministra Srodowiska z dnia 9 wrzesnia 2002 r., w sprawie stan-
dardow jakosci gleby oraz standardéw jakos$ci ziemi [16]. Stezenie biodostepnych form
Cd i Zn wynosi odpowiednio: 0,5-1,5 mg/kg i 24,2-88,0 mg/kg. Stezenie biodostep-
nych form Pb znajduje si¢ ponizej granicy oznaczalnosci (dane z 2014 roku, niepubli-
kowane).
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Rys. 1. Roéliny na poletkach badawczych: a) miskant olbrzymi (Miscanthus x giganteus); b) proso
rbzgowate (Panicum virgatum); c) spartina preriowa (Spartina pectinata) (wrzesien 2015 r.)

2.2. POBOR I PRZYGOTOWANIE MATERIALU KORZENIOWEGO

Materiat korzeniowy pobierano w okresie czerwiec — wrzesien 2015 roku. Pobor ten
obejmowat probki korzeni miskanta olbrzymiego, prosa rozgowatego i spartiny prerio-
wej, w trzech powtorzeniach (probki korzeni trzech roslin z kazdego poletka). Probki
pobierane byty z glebokosci 5-30 cm, za pomoca topatki ogrodniczej. Pobrane korzenie
po przetransportowaniu do laboratorium zostaty oczyszczone z gleby poprzez wstepne
ptukanie w wodzie biezacej, a nastgpnie w pluczce ultradzwickowej. Oczyszczony ma-
terial utrwalono w 50% alkoholu etylowym i przechowywano w lodéwce w temperatu-
rze 4 °C.

2.3. PRZYGOTOWANIE PROBEK DO BADAN MIKROSKOPOWYCH

Utrwalony materiat korzeniowy optukano w kilku zmianach wody destylowanej,
w celu usuniecia alkoholu. Fragmenty korzeni barwiono stosujac zmodyfikowang me-
tode Phillipsa-Haymana (1970) [12]. Korzenie poddano trawieniu w 10% KOH (przez
48 godzin), kilkakrotnie optukano w wodzie destylowanej, zakwaszono w 5% kwasie
mlekowym (przez 24 godziny), a nastepnie barwiono w 0,05% roztworze biekitu aniliny
w laktoglicerolu (80% kwas mlekowy: glicerol: woda destylowana, w stosunku 1:1:1).
Kazdg z tak przygotowanych probek korzeniowych podzielono na dwie cz¢$ci: jedna
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z nich do czasu przygotowania preparatow mikroskopowych przechowywana byta
w roztworze barwnika, druga natomiast po 24-godzinnym barwieniu zostata optukana
w wodzie destylowanej zakwaszonej niewielka iloscig kwasu octowego (0,3% roztwor)
i przeniesiona do laktoglicerolu.

Przed przystapieniem do sporzadzenia preparatow mikroskopowych probki korzeni
przechowywane w roztworze bigkitu aniliny odptukano z nadmiaru barwnika w zakwa-
szonej wodzie destylowanej, natomiast probki przechowywane w samym laktoglicerolu
nie byly powtdrnie ptukane. Nastepnie korzenie podzielono na mniejsze, okoto jedno-
centymetrowe fragmenty, ktore umieszczano na szkietku podstawowym. Do zamykania
preparatow przetestowano trzy rodzaje mediow zamykajacych: laktoglicerol, synte-
tyczng zywice DPX oraz roztwor alkoholu poliwinylowego z laktoglicerolem (ang.
polyvinyl-lacto-glycerol, PVLG). Z kazdej probki korzeniowej utworzono po 2 prepa-
raty zawierajgce 15 jednocentymetrowych fragmentow korzeni. Przygotowane w ten
sposob preparaty poddano obserwacji mikroskopowej, majacej na celu wykrycie i iden-
tyfikacje struktur mikoryzowych w korzeniach badanych gatunkéw roslin oraz oceng
jakosci przygotowanych preparatéw. Badania mikroskopowe prowadzono w jasnym
polu, stosujac powickszenia 100x, 200x i 400x%,

Na podstawie uzyskanych wynikow (oméwionych w dalszej czesci pracy) zdecydo-
wano o0 wprowadzeniu nastepujacych modyfikacji w procesie przygotowania materiatu
do badan: zmniejszenie objetosci probki korzeniowej poddanej trawieniu w KOH,
Zmiana czasu trawienia i temperatury, w ktérej prowadzony jest ten proces. Przygoto-
wanie kolejnych probek do badan rozpoczgto od podzielenia korzeni na mniejsze, okoto
24 cm fragmenty, zmniejszono tez ilos¢ korzeni w stosunku do objgtosci roztworu
KOH. Tak przygotowany materiat (uprzednio utrwalony w 50% alkoholu etylowym
i oplukany w wodzie destylowanej) poddano trawieniu w 10% KOH, prowadzac proces
w 80°C (w tazni wodnej), przez 1 godzing. Nastepnie korzenie kilkakrotnie optukano
w wodzie destylowanej, zakwaszono w 5% kwasie mlekowym (przez 24 godziny)
i barwiono w 0,05% roztworze btekitu aniliny w laktoglicerolu (przez 24 godziny). Nad-
miar barwnika odplukano w wodzie z dodatkiem kwasu octowego, probki do czasu
przygotowania preparatéw mikroskopowych przechowywano w laktoglicerolu. Do za-
mykania preparatow uzyto PVLG. Po obserwacji mikroskopowej przygotowanych
w ten sposob preparatow i analizie uzyskanych wynikow, zdecydowano o wprowadze-
niu dalszych modyfikacji czasu trawienia w KOH. W celu dobrania czasu trawienia
odpowiedniego dla wlasciwego oczyszczenia korzeni poszczegodlnych gatunkow roslin,
z kazdej probki materiatu korzeniowego utworzono 5 subprobek, dla ktérych proces
trawienia (prowadzony w 80°C, w tazni wodnej) przerywano po uptywie: 15, 25, 35, 45
1 55 minut. Pozostate etapy oczyszczania, barwienia i przechowywania materiatu ko-
rzeniowego oraz przygotowania preparatow nie ulegly zmianie i przebiegaty zgodnie
z procedurg opisang powyzej. Przygotowane w ten sposob preparaty poddano obserwa-
cji mikroskopowej.
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3. WYNIKI BADAN

3.1. DOBOR METODYKI PRZYGOTOWANIA | BARWIENIA MATERIALU KORZENIOWEGO
WLASCIWEJ DLA BADANYCH ROSLIN

Wynikiem przeprowadzonych badan sa obrazy mikroskopowe, zamieszczone w dal-
szej cze$ci niniejszej pracy. Obserwacje preparatow przygotowanych z materialu ko-
rzeniowego przechowywanego w roztworze barwnika oraz tych, ktore przygotowano
z fragmentdéw korzeni przechowywanych w laktoglicerolu wykazaty, ze korzystniejsze
jest przenoszenie wybarwionych fragmentow korzeni do laktoglicerolu. W przypadku
wiekszo$ci badanych fragmentow komorki korzeni przechowywanych w laktoglicerolu
byly mniej zabarwione niz miato to miejsce W korzeniach pozostawionych w roztworze
barwnika (rysunek 2), co umozliwito uzyskanie lepszego kontrastu pomiedzy wybar-
wionymi strukturami mikoryzowymi, a tkankg roslinng (ktéra powinna pozostaé
niewybarwiona).

Rys. 2. Obrazy mikroskopowe fragmentéw korzeni miskanta olbrzymiego: a) przechowywanych
w roztworze btekitu aniliny; b) przechowywanych w laktoglicerolu; Arb — arbuskule

Wiyniki testow trzech mediow zamykajacych: zywicy DPX, laktoglicerolu i PVLG,
wykluczyly stosowanie zywicy DPX w procesie przygotowywania preparatow z frag-
mentow korzeni badanych gatunkéw roslin. DPX jest medium pozwalajacym na szyb-
kie i skuteczne tworzenie trwatych preparatow mikroskopowych, jednak substancja ta
okazata si¢ nieprzydatna w odniesieniu do tworzenia preparatdéw mikoryzowych z ko-
rzeni wybranych gatunkéw roslin. Obrazy mikroskopowe uzyskane w wyniku obserwa-
cji fragmentow korzeni w DPX byly bardzo ciemne, warstwy komorek naktadaty si¢ na
siebie, tkanki korzenia byty silnie zabarwione (rysunek 3a) co utrudniato, a w wielu
przypadkach zupetie uniemozliwiato obserwacj¢ struktur mikoryzowych.

Obrazy uzyskane z preparatow, dla ktérych medium zamykajacym byt laktoglicerol
byty bardziej czytelne, a struktury grzybéw mikoryzowych — lepiej widoczne (rysunek
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3b). Laktoglicerol wydaje si¢ wiec by¢ lepszym medium niz DPX, jednak przygotowane
przy jego uzyciu preparaty sg nietrwate, szkietko nakrywkowe przesuwa si¢ wzdhuz po-
wierzchni szkietka podstawowego zmieniajac potozenie fragmentdéw korzeni, a roztwor
czesto wyplywa spomiedzy szkietek. Sposrod przetestowanych medidw zamykajacych
substancja, ktorej uzycie przyniosto najkorzystniejsze efekty byt PVLG (rysunek 3c).
Zastosowanie PVLG pozwolilo na uzyskanie trwatych preparatow, ktorych obserwacja
dostarczyta dobrej jakosci obrazow o odpowiednim kontrascie.

Rys. 3. Obrazy fragmentow korzeni miskanta olbrzymiego w trzech réoznych mediach zamykajacych:
a) zywicy DPX; b) laktoglicerolu; ¢) PVLG; Struktury mikoryzowe widoczne na zdj¢ciach:
Arb — arbuskule, V — pecherzyki (ang. vesicles)

Istotng przeszkode w prowadzeniu obserwacji struktur charakterystycznych dla mi-
koryzy arbuskularnej stanowita obecno$¢ pozostatosci cytoplazmy w nie do$¢ skutecz-
nie oczyszczonych komorkach korzeni (rysunek 4 a, b). Material ten ulegt zabarwieniu
i utrudniat prawidtowa obserwacje i identyfikacj¢ badanych struktur. Substancja stuzaca
do oczyszczania i zmigkczania korzeni oraz usuwania cytoplazmy z ich komorek jest
KOH. Na nieskuteczne oczyszczenie komoérek wpltyw moze miec¢ kilka czynnikow, do
ktorych naleza: zbyt krotki czas trawienia w roztworze KOH, za niska temperatura pro-
wadzenia tego procesu lub zbyt duza objeto$¢ probki badanego materiatu w stosunku
do objetosci roztworu. W celu wyeliminowania btedéw i poprawnego oczyszczenia ko-
rzeni wprowadzono zmiany w procedurze przygotowania materiatu korzeniowego do
barwienia, modyfikujac objetos¢ probki, temperature roztworu i czas trawienia. Jak po-
daje Brundrett i in. [2], wstepnie oczyszczone w wodzie korzenie powinny zostac¢ po-
dzielone na 2—4 cm fragmenty, a masa pojedynczej probki nie powinna przekraczaé
2 gram. Tak przygotowany materiat mozna umiesci¢ w roztworze KOH i autoklawowac
w temperaturze 121°C przez 15-20 minut (w razie potrzeby dtuzej: 25-60 minut) lub
podgrzewac roztwor KOH w tazni wodnej do temperatury 60-90°C. W tym wypadku
czas oczyszczania korzeni nalezy dobra¢ eksperymentalnie, zalezy on m.in. od grubos$ci
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korzenia 1 stopnia jego pigmentacji. Zbyt krotki czas prowadzi do niepelnego oczysz-
czenia komorek, natomiast fragmenty korzeni zbyt dtugo trawione w KOH ulegajg roz-
padowi.

Rys. 4. Nieskutecznie oczyszczone komorki korzeni: spartiny preriowe;j (a) i prosa rozgowatego (b)
oraz zdezintegrowane tkanki korzeni: miskanta olbrzymiego, Arb — arbuskule (c) i spartiny preriowej (d)

Jak wykazaty badania mikroskopowe, wprowadzenie zmian w procedurze oczysz-
czania korzeni (zmniejszenie objetosci pojedynczej probki materiatu korzeniowego
oraz podzielenie korzeni na mniejsze fragmenty i trawienie w 10% KOH, w temperatu-
rze 80°C przez 1 godzing) przyniosto pozytywny rezultat w postaci lepszego oczysz-
czenia komoérek korzeni. ROwnocze$nie zaobserwowano jednak, ze wiele fragmentow
ulegto cze$ciowej lub znacznej degradacji (rysunek 4 c, d).

Celem kolejnego etapu badan byto wyznaczenie odpowiedniego czasu trawienia
w KOH, pozwalajacego na uzyskanie optymalnych rezultatow dla poszczeg6lnych ga-
tunkoéw ro$lin. Na podstawie przeprowadzonych obserwacji mikroskopowych stwier-
dzono, ze najbardziej optymalny czas trawienia korzeni w 10% KOH (w fazni wodnej
w temperaturze 80°C) wynosi: 35 minut dla miskanta olbrzymiego, 45 minut dla prosa
roézgowatego oraz 25 minut dla spartiny preriowej.

Zastosowanie podgrzewania w 10% roztworze KOH pozwolito na skuteczne odbar-
wienie (usunigcie pigmentu) korzeni wybranych gatunkéw roslin (co przedstawiono na
rysunku 5 na przyktadzie korzeni miskanta olbrzymiego) oraz lepsze oczyszczenie Ko-
morek korzeni, a dobdr odpowiedniego czasu trawienia zapobiegt dezintegracji tkanek.
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Rys. 5. Mikroskopowy obraz niebarwionych fragmentow korzeni miskanta olbrzymiego: a) fragment nie
trawiony w KOH; b) fragment poddany trawieniu w 10% KOH przez 35 min. w temp. 80°C

3.2. MIKORYZA ARBUSKULARNA WYBRANYCH GATUNKOW ROSLIN

U wszystkich badanych gatunkow roslin stwierdzono obecno$¢ arbuskularnych
grzybow mikoryzowych. W wyniku barwienia bigkitem aniliny struktury mikoryzowe
wybarwity si¢ na kolor niebieski. W analizowanych fragmentach korzeni obserwowano
wystepowanie struktur charakterystycznych dla mikoryzy arbuskularnej: arbuskul i pe-
cherzykoéw oraz innych zewnatrz- i wewnatrzkorzeniowych struktur AMF, wybrane
przedstawiono na rysunkach 6-8.

Rys. 6. Struktury mikoryzowe w korzeniach prosa rozgowatego: a) arbuskule (Arb) i zwoj (C — ang. coil);
b) arbuskula (Arb) i strzepki wewnatrzkorzeniowe (Ih — ang. intraradical hyphae); c) strzepki zewnatrz-
korzeniowe (Eh — ang. extraradical hyphae); d) arbuskule (Arb) i strzgpki wewnatrzkorzeniowe (Ih)
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Rys. 7. Struktury mikoryzowe w korzeniach miskanta olbrzymiego: a) arbuskule (Arb); b) pgcherzyk
(V —ang. vesicle) i strzgpki wewnatrzkorzeniowe (Ih); ¢) apresorium (Apr); d) strzepki wewnatrzkorze-
niowe (Ih) tworzace rozgatezienie H-ksztaltne; e) strzepki zewnatrzkorzeniowe (Eh); f) apresorium (Apr)
i zwoj (C); g) pecherzyk (V) i strzgpki wewnatrzkorzeniowe (1h); h) spora (Sp); i) arbuskula (Arb);

1) zwoje (C)
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Rys. 8. Struktury mikoryzowe w korzeniach spartiny preriowej: a) arbuskule (Arb) i strzgpki wewnatrz-
korzeniowe (Ih); b) apresorium (Apr); c) strzgpki zewnatrzkorzeniowe (Eh); d) arbuskule (Arb);
e) zwoje (C); f) pecherzyk (V) i strzepki wewnatrzkorzeniowe (Ih) tworzace rozgatezienie Y -ksztaltne

Poza strukturami mikoryzowymi, w analizowanych fragmentach korzeni wystgpo-
waly struktury §wiadczgce o obecnos$ci DSE — mikrosklerocja oraz ciemne, septowane
strzgpki, ktore nie wybarwily si¢ na niebiesko, lecz pozostaty brazowe. Obrazy mikro-
skopowe struktur DSE przedstawiono na rysunku 9.
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Rys. 9. Ciemnostrzgpkowe endofity (DSE): a) mikrosklerocja (Ms) i septowane strzepki DSE (Sh)
w korzeniu miskanta olbrzymiego; b) strzgpki DSE w korzeniu spartiny preriowej, w tle widoczne
pecherzyki (V) arbuskularnych grzybéw mikoryzowych

4. WNIOSKI

Przeprowadzone badania mikroskopowe umozliwily sformutowanie nastgpujacych

wnioskow:

1.

Wszystkie badane gatunki roslin energetycznych (miskant olbrzymi, proso rézgo-
wate, spartina preriowa) uprawiane na terenie zanieczyszczonym metalami ci¢zkimi
tworza zwiagzki mikoryzowe z grzybami z gromady Glomeromycota.

O obecno$ci mikoryzy arbuskularnej w badanych fragmentach korzeni $wiadczy
wystepowanie struktur charakterystycznych dla tego typu symbiozy: arbuskul i pe-
cherzykow.

Poza wystepowaniem arbuskularnych grzyboéw mikoryzowych, w korzeniach bada-
nych roslin stwierdzono takze obecno$¢ innych grzybowych endofitow — DSE.
Dobor odpowiednich metod przygotowania, trawienia, barwienia i przechowywania
materiatu korzeniowego oraz sporzadzania preparatow mikroskopowych z tego ma-
teriatu umozliwia uzyskanie wysokiej jakosci obrazow mikroskopowych i utatwia
poprawne rozpoznanie struktur mikoryzowych.

Przedstawione wyniki zostaty wykonane w Instytucie Ekologii Terenow Uprzemysto-

wionych w ramach pracy finansowanej z dotacji Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wy:z-
szego oraz projektu ,,Phyto2Energy”, realizowanego w ramach dziatan Marie Curie-
Sktodowskiej 7 programu ramowego UE.
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ARBUSCULAR MYCORRHIZA OF SELECTED ENERGY CROPS CULTIVATED
ON HEAVY METALS CONTAMINATED SITE

The aim of these studies was to implement methods for the detection and observation of arbuscular
mycorrhizal colonization of energy crops grown on heavy metals contaminated agricultural soil. Root sam-
ples of three perennial grasses (Miscanthus x giganteus, Panicum virgatum, Spartina pectinata) were col-
lected. The samples were stained according to modified Phillips and Hayman (1970) method. Based on
microscope observations of prepared samples several modifications of clearing in KOH procedure were
made. Three mounting media were also tested (DPX, lactoglycerol, PVLG) and PVLG was found to be the
most suitable. Selection of optimal parameters for processing, clearing, staining and storage root samples
has improved the visualization of arbuscular mycorrhizal structures in field-collected roots of selected spe-
cies. All three plant species examined has been found to form arbuscular mycorrhizal associations. These
preliminary studies should allow to correctly quantify mycorrhizal colonization of selected energy crop
species in the next stage of the research.



