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ABSTRACT

Minirhizotrons are non-destructive devices (cameras) for studying the formation,
longevity, biomass production and functions of fine roots in natural plant growth
conditions, i.e. forest areas, farmland and other plant ecosystems, as well as in controlled
conditions (greenhouses, phytotrons). In the case of fruit-bearing plants, this method has
not been widely used and there are very few centres in the world that have taken up the
challenge (USA, Israel, Denmark). At the Research Institute of Pomology and Floriculture
in Skierniewice, the minirhizotron method was introduced in the autumn of 2006 in order to
study the growth and development of roots in fruit plants in orchard conditions.

Minirhizotron studies make it possible to learn about the morphology and
development of roots in fruit-producing plants and trees in an orchard with respect to agro-
technical factors such as fertilization, irrigation and tree training. The use of a minirhizotron
enables not only monitoring of the growth and development of fine roots and the rate of
their decomposition, but also observations of their symbionts and natural components of the
soil biosphere (fungi, including mycorrhizal fungi, and invertebrates, i.e. insects, arachnids,
chilopods, crustaceans, annelids). Despite some inherent problems, the minirhizotron
technique has so far been one of the best, and non-invasive at that, methods of studying
roots in situ and obtaining important information on the growth and development of fine
roots in natural plant growth conditions.
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WSTĘP

Minirizotron jest niedestrukcyjnym urządzeniem do badania
formowania się, długości życia, produkcji biomasy oraz funkcji drobnych
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korzeni w naturalnych warunkach wzrostu roślin, tj. na terenach leśnych,
rolniczych oraz w innych ekosystemach roślinnych, a także w warunkach
kontrolowanych (szklarnie, fitotrony). W przypadku roślin sadowniczych
metoda ta nie jest powszechnie stosowana i niewiele jest ośrodków na
świecie podejmujących tętematykę(USA, Izrael, Dania). W Instytucie
Sadownictwa i Kwiaciarstwa w Skierniewicach metoda ta została
zastosowana jesienią2006 roku do badania wzrostu i rozwoju korzeni roślin
sadowniczych w warunkach polowych. Dotychczas stosowano niedestruk-
cyjne metody badania korzeni i rizosfery roślin sadowniczych z zastoso-
waniem techniki rizoboksów w warunkach kontrolowanych (Sas i in. 1996,
1999, 2002, 2003; Sas-Paszt i Żurawicz 2004, 2005; Sitarek i Sas-Paszt
2005).

Badania te umożliwiąpoznanie morfologii i rozwoju korzeni roślin
sadowniczych w warunkach polowych, w zależności od takich czynników
agrotechnicznych, jak nawożenie, nawadnianie, formowanie drzew.
Zastosowanie minirizotronu umożliwia nie tylko badanie wzrostu i rozwoju
korzeni drobnych oraz tempa rozkładu korzeni, ale także obserwacjęich
symbiontów i naturalnych komponentów biosfery gleby (grzyby, w tym
grzyby mikoryzowe, bezkręgowce, tj. owady, pajęczaki, pareczniki,
skorupiaki, pierścienice).

Prekursorem techniki minirizotronowej była metoda rizotronów.
Polegała ona na tym, że w glebie wykopywano doły przypominające swym
wyglądem dośćduże profile glebowe, w których umieszczano przezroczyste
okna, tj. ścianki ze szkła lub tworzywa sztucznego. Podobnie jak
w przypadku minirizotronów, w rizotronach wykonywano okresowe
obserwacje korzeni (Taylor i in. 1990, Joslin i Wolfe 1999; Johnson i in.
2001; Withington i in. 2003 ).

Minirizotron po raz pierwszy zostałopisany przez Batesa w 1937 roku
(Bates 1937; Hendrick i Pregitzer 1996a). Największązaletątej metody jest
możliwośćbezpośredniej i niedestrukcyjnej obserwacji tych samych korzeni
lub fragmentów systemu korzeniowego rośliny w określonych odstępach
czasowych (od uformowania sięażdo ich zaniku). Technika ta pozwala na
zmniejszenie do niezbędnego minimum ingerencji w procesy przebiegające
w korzeniach (Johnson i in. 2001), dostarczając jednocześnie cennych
informacji dotyczących ich wzrostu i rozwoju, długości życia i fenologii
oraz występowania w szerokim spektrum ekosystemów (Hendrick
i Pregitzer 1996b). Wcześniej stosowane techniki były o wiele bardziej
destrukcyjne zarówno dla środowiska glebowego, jak i dla samych korzeni.
Wymagały one także dośćdużego wysiłku fizycznego i czasu. Korzenie
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wykopywano z gleby ręcznie bądźspecjalnie skonstruowanymi do tego celu
narzędziami. Po pobraniu z gleby korzenie przesiewano przez specjalne sita,
a następnie opłukiwano z cząsteczek gleby w wodzie. Największąwadą
tych technik było to, iżbadano korzenie oddzielone od reszty systemu
korzeniowego rośliny, poza ich naturalnym środowiskiem glebowym.
Techniki te sąoczywiście wciążstosowane, ponieważpewne pomiary mogą
byćwykonane tylko w laboratorium.

Najnowsze badania korzeni prowadzone w wielu ośrodkach na świecie
dotycząoddziaływańkomponentów rizosfery na parametry wzrostu korzeni,
np. wpływu warunków glebowych na aktywnośćmikrobiologicznąrizosfery
i długośćżycia korzeni drobnych, wpływu substancji wydzielanych przez
korzenie na aktywnośćmikrobiologicznąrizosfery i pobieranie substancji
odżywczych z gleby, wpływu stopnia asocjacji mikoryzowej korzeni na
wzrost korzeni, oddziaływanie w glebie mikroorganizmów rizosferowych na
stan zdrowotny i wzrost korzeni. Badania prowadzone są zarówno
w warunkach polowych, jak i kontrolowanych (szklarnie, fitotrony,
laboratoria) i obejmująswym zasięgiem bardzo szerokie spektrum metod
pobierania i przygotowywania prób korzeni i gleby, obserwacji i analiz,
badańróżnorodności biologicznej gleby oraz dynamiki wzrostu i rozwoju
korzeni roślin. Stosowane sąmetody inwazyjne, związane z usuwaniem
korzeni z gleby, izolowaniem i badaniami gleby rizosferowej w labora-
toriach, jak i nieinwazyjne, związane z obserwacją korzeni w glebie
(Eissenstat i in. 2000; Pierret i in. 2003; Sitarek i Sas-Paszt 2005). Duże
znaczenie majątakże metody analizy molekularnej (Smalla i in. 2001).

Wiele cennych informacji na temat wzrostu i fizjologii korzeni dotyczy
badańmłodych roślin rosnących w ściśle kontrolowanych warunkach.
Jednakże badania prowadzone w warunkach kontrolowanych mają
ograniczone zastosowanie do opisania zjawisk występujących w korzeniach
roślin rosnących w naturalnych warunkach. W porównaniu z drobnymi
korzeniami roślin jednorocznych (Liedgens i in. 2000) drobne korzenie
drzew i krzewów różniąsięrozwojem i fizjologią, mogążyći funkcjonować
przez wiele miesięcy, a nawet lat (Eissenstat i in. 2000; Wells i Eissenstat
2001; 2003; Wells i in. 2002a). Korzenie wszystkich roślin aktywnie
oddziaływująna otaczającąje rizosferęprzez wydzielanie do niej jonów
i różnych związków organicznych, które bezpośrednio i pośrednio wpływają
na aktywnośći przebieg procesów biofizykochemicznych (Sas i in. 1996)
oraz na dostępnośćzwiązków mineralnych dla roślin (Marschner 1991).
Pobieranie tych związków jest ułatwione dzięki korzystnym oddziały-
waniom symbiotycznych mikroorganizmów glebowych, takich jak grzyby
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mikoryzowe i bakterie rizosferowe (Rodriguez i Fraga 1999). Mikro-
organizmy te mogątakże zwiększaćodpornośćkorzeni roślin na infekcje
powodowane przez patogeny glebowe i szkodniki (Azcon-Aguilar i in.
2002), których wpływ na wzrost i rozwój korzeni jest równieższeroko
badany (Kosola i in. 1995; Wells i in. 2002b).

OPIS MINIRIZOTRONU

Minirizotron jest urządzeniem składającym sięz tuby, specjalnej
kamery i urządzenia do rejestracji obrazu, jak kamera wideo lub komputer
z kartądo zapisu obrazów (rys. 1, fot. 1 A i B). Minirizotron umożliwia
obserwacje i analizowanie wzrostu korzeni w glebie.

Rysunek 1. Schemat minirizotronu – Diagram of a minirhizotron
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Fot. 1. Elementy minirizotronu – Components of a minirhizotron

A – Zestaw do wykonywania fotografii korzeni: – Complete kit for taking photographs of
roots
1 – kamera do minirizotronu – minirhizotron camera
2 – komputer do katalogowania zdjęćkorzeni wraz z jednostkąsterującąkamerą, umiesz-

czone w specjalnej walizce – computer for cataloguing photos of roots and a camera
control unit both housed in a special case

3 – akumulator zasilający zestaw roboczy (kamera i jednostka sterująca) w czasie pracy
w polu – battery to power the working unit (camera and control unit) during field work

4 – zasilacz sieciowy – mains power pack
5 – tuba ochronna do przechowywania i transportu kamery – protective tube for camera

storage and transport
B – Wygląd tuby minirizotronowej używanej w ISK – Minirhizotron tube used at the
Institute

Tuby minirizotronowe (fot. 1B) służące do obserwacji wzrostu
i rozwoju korzeni to okrągłe, przezroczyste rury (o średnicy 3-10 cm
i różnej długości) wykonane z różnego rodzaju materiału, np. szkła, akrylu
lub pochodnych octanu celulozy (Withington i in. 2003). Zakończenia rur są
zabezpieczone przed wnikaniem do ich wnętrza gleby, wody, owadów,
gryzoni i innych zanieczyszczeń. Dolny, zainstalowany w glebie, koniec
rury powinien byćszczelnie zamknięty. Do tego celu wykorzystuje się
specjalne plastikowe lub gumowe korki, uszczelnione na przykład
silikonem, lub stosuje się przyklejane denka. Górny, wystający nad
powierzchnięgleby, koniec tuby zabezpiecza sięprzed wnikaniem światła
nieprzepuszczającątaśmą, a wlot zakryty jest gumowym korkiem albo
plastikowym, lub metalowym kapslem. Niejednokrotnie konieczne jest
dodatkowe zabezpieczenie wystających fragmentów tub przed takimi
czynnikami zewnętrznymi, jak na przykład uszkodzenia mechaniczne
spowodowane przez dzikie zwierzęta. Na powierzchni tuby należy wykonać
ponumerowane „okienka”, które ułatwiająindeksacjęi późniejsząanalizę
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uzyskanych informacji, tj. obrazów korzeni. Okienka można wypalić
lutownicą. Tuby instaluje sięw glebie, w naturalnych warunkach wzrostu
roślin, w miejscu największego zasiedlania przez drobne korzenie.
Umieszcza sięje na głębokości od kilkunastu (Campbell i in. 1994) do
kilkudziesięciu centymetrów i głębiej, pionowo lub pod kątem 30, 35, 45,
60° do powierzchni ziemi, a także poziomo. Tuby wertykalne i instalowane
ukośnie umożliwiająobserwacje tych samych korzeni w różnych warstwach
profilu glebowego, a umieszczone horyzontalnie służądo wielokrotnych
obserwacji i monitorowania wzrostu korzeni na jednej głębokości gleby.
Przed instalacją tub w glebie wykonuje się proste, gładkie otwory
odpowiednimi urządzeniami: świdrami ziemnymi lub korkoborami
(o średnicy zbliżonej do parametrów tub). Wykonuje sięje tak, aby
zminimalizowaćprzemieszczanie sięgleby i zapewnićścisłe jej przyleganie
do powierzchni rur (Phillips i in. 2000). Prawidłowa instalacja zabezpiecza
przed przemieszczaniem siętub w profilu glebowym i zapewnia ścisłe
przyleganie gleby. Brak pustych przestrzeni pomiędzy ścianami tub
a otaczającąglebąumożliwia naturalny wzrost korzeni. Z reguły stabilizację
warunków w miejscu instalacji tuby w glebie uzyskuje sięw przeciągu
roku. Wówczas korzenie rosnąw sposób naturalny i kolonizująprzestrzeń
na zewnątrz ścian tub tak, jakby napotykały kamienie czy inne duże obiekty
w glebie. Uważa się, że dla roślin drzewiastych okres 6-12 miesięcy jest
wystarczający do dobrej kolonizacji powierzchni tub przez korzenie roślin
(Aerts i in. 1989; Hendrick i Pregitzer 1993; Hansson i in. 1994). Po tym
czasie warstwa otaczającej gleby ściśle przylega do zewnętrznych ścianek
tub, co umożliwia dostęp składników mineralnych dla nowo formujących
siękorzeni.

Do obserwacji korzeni stosuje sięspecjalne kamery do minirizotronów
(fot. 1A), ale można zastosowaćtakże specjalnie zaadaptowany aparat
fotograficzny z teleobiektywem (Poelman i in. 1996). Kameręminiri-
zotronowąwprowadza sięna okres pomiaru do wnętrza tub w różnych
odstępach czasu (cotygodniowo w przypadku roślin jednorocznych
i comiesięcznie u roślin wieloletnich). Odstępy czasowe powinny być
dostosowane do gatunku rośliny, warunków jej wzrostu i rodzaju obser-
wacji. Na przykład obserwacje wykonywane co 8 tygodni sązbyt rzadkie
dla badańdynamiki wzrostu drobnych korzeni, gdyżw tym okresie wiele
korzeni sięformuje i obumiera. Należy je wykonywaćco 2-4 tygodnie, aby
dokładniej określićdługość, liczbęi żywotnośćkorzeni. Dotychczasowe
badania wykazały, iżdługośćkorzeni jest bardziej precyzyjnym parametrem
określenia dynamiki ich wzrostu niżich liczba (Johnson i in. 2001).
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Kamera minirizotronowa umożliwia obserwacje liczby, długości,
morfologii i biomasy nowo uformowanych korzeni oraz długości ich życia
i tempa rozkładu. Obraz z wnętrza tuby zapisywany jest w formie plików
wideo lub pojedynczych fotografii, w zależności od zastosowanej techniki.
Najczęściej wykonywane sąpojedyncze zdjęcia przez wspomniane już
„okienka”. W każdej z tub kamera wykonuje kilkadziesiąt zdjęć,
pojedynczo dla każdego „okienka”, które sąnastępnie analizowane z uży-
ciem odpowiedniego oprogramowania. W doświadczeniach prowadzonych
w ISK używana jest kamera z oprzyrządowaniem, w którego skład wchodzi
także program do zapisu i katalogowania zdjęćw doświadczeniach, wypro-
dukowanej przez BartzTechnology Corporation (http:// artztechnology.com/
bartzmain/products.html).

Wykonane fotografie sązapisywane tak, że specjalistyczne programy
do wykonywania pomiarów korzeni (komercyjne Win RhizoTron lub
RooTracker, czy RootFly, rozpowszechniany na zasadach otwartej licencji
GLP – open source) odczytująz pliku takie parametry, jak nazwa doświad-
czenia, numer sesji, numer tuby, numer okienka czy data wykonania
fotografii. Ułatwia to znacznie i przyspiesza obróbkęuzyskanych informacji
w porównaniu z metodami opierającymi sięna wykorzystaniu tradycyjnych
programów graficznych (np. Adobe Photoshop) (Bułaj 2006). Wykony-
wanie zdjęćkamerąjest łatwiejsze i mniej czasochłonne niżanalizy
i interpretacje uzyskanych obrazów korzeni. Obecnie rozwijane sąmetody
komputerowe, które pozwoląna automatyczne określanie liczby, długości
i średnicy korzeni na sfotografowanych obrazach (Zeng i in. 2006). Dzięki
nim można precyzyjnie, wielokrotnie, w odstępach czasowych wykonywać
obserwacje poszczególnych korzeni lub ich fragmentów w tych samych
miejscach profilu glebowego (Johnson i Meyer 1998). Optymalizacja metody
minirizotronowej koncentruje sięna poprawie jakości zdjęćkorzeni i otaczają-
cej gleby oraz na ulepszaniu metod gromadzenia, przetwarzania i analizy danych.

ZASTOSOWANIE MINIRIZOTRONU

Minirizotron jest urządzeniem do nieinwazyjnej obserwacji dynamiki
wzrostu i rozwoju drobnych korzeni w warunkach naturalnych. Zaletątej
metody jest możliwośćmonitorowania, począwszy od formowania sięażdo
obumierania, poszczególnych korzeni lub ich fragmentów w określonych
odstępach czasowych bez ujemnego wpływu na procesy zachodzące
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w korzeniach. Zastosowanie tej techniki umożliwia badanie formowania się
korzeni drobnych (Wells i in. 2002a), ich fenologii, wzrostu, długości życia,
a także obiegu węgla i innych pierwiastków w glebie (Hendrick i Pregitzer
1996a; Majdi 1996; Eissenstat i in. 2001; Wells i Eissenstat 2003; Guo i in.
2004; Hendricks i in. 2006).

Fot. 2. Zdjęcia korzeni jabłoni (o średnicy 0,2-0,5 mm) wykonane w tych samych
okienkach tej samej tuby, na głębokości 20-25 cm od powierzchni gleby (10-krotne
powiększenie uzyskane za pomocąkamery, Sad Pomologiczny ISK, jesień2006);
A – 2 tygodnie po instalacji tub – 14.09.2006 – nowo formujące siękorzenie widoczne na
tle otaczającej tubęgleby; B – Miesiąc po instalacji tub – 28.09.2006 – widoczne licznie
uformowane korzenie drobne w okresie 2-tygodniowej wegetacji roślin, C – Dwa miesiące
po instalacji tub – 3.11.2006 – brak nowych przyrostów korzeniowych spowodowany
zahamowaniem wzrostu roślin, widoczna nieznaczna pigmentacja korzeni następująca wraz
z ich starzeniem się– Roots of an apple tree (dia. 0.2-0.5 mm) recorded in the same
windows of the same tube, at a depth of 20-25 cm below soil surface (10 times
magnification made possible by the camera, ISK Pomological Orchard, autumn 2006);
A – 2 weeks after tube installation – 14.09.2006 – newly forming roots visible against
a background of the soil surrounding the tube; B – One month after tube installation –
28.09.2006 – numerous fine roots formed during 2 weeks of vegetative growth; C – Two
months after tube installation – 3.11.2006 – no further root growth because plants have
stopped growing; slight pigmentation appearing on roots as they become older

Technika ta jest jużpowszechnie stosowana w wielu krajach świata,
głównie w badaniach systemu korzeniowego i mikoryz drzew leśnych
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(Polska, Szwecja, Norwegia, Stany Zjednoczone), a także roślin rolniczych,
warzywnych i w mniejszym stopniu sadowniczych (Stany Zjednoczone,
Izrael, Dania, Polska). Umożliwia ona badanie in situ dynamiki korzeni
drobnych w celu określenia ich tempa wzrostu (przyrostu długości korzeni
w czasie), obumierania i rozkładu oraz obiegu składników mineralnych
w glebie. W ekosystemach leśnych badania te umożliwiająidentyfikację
korzeni poszczególnych gatunków drzew oraz roślin runa leśnego, a także
ocenęstopnia asocjacji grzybów ektomikoryzowych na korzeniach roślin.

Fot. 3. Młode korzenie – wyraźnie widoczne włośniki korzeniowe (Sad Pomologiczny ISK,
jesień2006) – Young roots – hair roots are clearly visible (ISK Pomological Orchard,
autumn 2006)

Minirizotrony sąjużpowszechnie instalowane w lasach (Hendrick
i Pregitzer 1993; Joslin i Wolfe 1999), na terenach rolniczych (Volkmar
1993; Samson i Sinclair 1994; Williams i Weil 2004), na łąkach (van
Noordwijk i in. 1985), pustyniach (Reynolds i in. 1999; Phillips i in. 2000),
nielicznie w sadach (Kosola i in. 1995; Wells i Eissenstat 2001; Wells i in.
2002b), na plantacjach krzewów owocowych (Pedersen 2002), a także w kon-
trolowanych kamerach wzrostowych (Johnson i in. 1995; Tingey i in. 1996)
oraz w warunkach szklarniowych (Heeraman i in. 1993; Fitter i in. 1999).

Ważnym kierunkiem jest także możliwośćzastosowania minirizotro-
nów w powiązaniu z innymi metodami badania korzeni do:

 określenia długości życia drobnych korzeni (fine roots) i krótkich
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korzeni mikoryzowych (mycorrhizal short roots) (Wells i Eissenstat
2001; Andersson i Majdi 2005);

 określenia pobierania składników odżywczych z gleby przez
korzenie drobne i grzyby mikoryzowe (Majdi 1996; Kristensen
i Thorup-Kristensen 2004);

 formowania sięi tempa wzrostu korzeni w różnych warstwach
profilu glebowego i w różnych warunkach glebowo-klimatycznych
(Ephrath i in. 1999; Pateňa i Ingram 2000);

 oceny biomasy i stanu żywotności korzeni drobnych, tj. formowania
się, obumierania, zanikania, obiegu i demineralizacji korzeni (Aerst
i in. 1989; Kosola i in. 1995; Liu i Huang 2002; Coleman i in. 2004);

 monitorowania wzrostu korzeni w celu określenia wskaźników
stresów środowiskowych w różnych ekosystemach i regionach
świata (Wells i in. 2002a,b);

 opracowania stosunków zawartości składników mineralnych
w glebie i w korzeniach jako istotnych wskaźników stresów
środowiskowych i korzeniowych (Sas 1998);

 identyfikowania korzeni drobnych na poziomie gatunków i poje-
dynczych drzew w ekosystemach wielogatunkowych, takich jak
lasy, łąki, sady (Fitter i in. 1999);

 badania roli naturalnych komponentów biosfery gleby i rizosfery
(bakterie, grzyby mikoryzowe, wydzieliny korzeniowe) w odży-
wianiu roślin, ich wzroście i plonowaniu oraz odporności roślin na
patogeny glebowe (Waipara i in. 1997; Treseder i in. 2005);

 porównania i oceny istniejących metod badania wzrostu korzeni
drobnych (Majdi 1996);

 modelowania dynamiki wzrostu i rozkładu korzeni drobnych
w różnych warunkach środowiskowych, np. zdefiniowania kryteriów
danych wyjściowych do opracowywania modeli korzeni, powią-
zania modeli korzeni szkieletowych z modelami korzeni drobnych
(Bułaj 2006; Zeng i in. 2006);

 oszacowania roli i funkcji korzeni drobnych w akumulacji węgla,
azotu i innych pierwiastków w glebie (Guo i in. 2004).
Zastosowanie rizotronów i minirizotronów pozwala na bezpo-

średniąobserwacjękorzeni in situ, bez konieczności izolowania ich od
rośliny macierzystej oraz środowiska życia (Johnson i Meyer 1998; Tierney
i Fahey 2001). Jednakże zastosowanie minirizotronów w większym stopniu
niżrizotrony zmniejsza ingerencjęczłowieka w naturalne środowisko życia
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korzeni, jakim jest gleba i rizosfera. Technika ta nie jest oczywiście
pozbawiona wad i wciążsięjąusprawnia (Hendrick i Pregitzer 1992;
Hendrick i Pregitzer 1996b; Joslin i Wolfe 1999; Johnson i in. 2001;
Tierney i Fahey 2001; Withington i in. 2003).

Ryzyko metody minirizotronowej wiąże się z następującymi
problemami:

 formowaniem się i zanikaniem korzeni w okresie pomiędzy
poszczególnymi pomiarami;

 trudnościąw interpretowaniu zdjęćkorzeni;
 trudnością rozróżnienia korzeni różnych gatunków roślin, np.

korzeni drzew leśnych od korzeni roślin runa leśnego, chwastów od
roślin uprawnych;

 zjadaniem lub uszkadzaniem korzeni przez owady i inne organizmy
glebowe;

 zasłanianiem starych korzeni przez nowo formujące sięlub przez
strzępki grzybów;

 zakłóceniami zdjęćkorzeni spowodowanymi obumieraniem korzeni,
a także zawilgoceniem, rysami czy uszkodzeniami ścian tub miniri-
zotronowych;

 niemożnościąwykonania obserwacji korzeni zimąlub w trudnych
warunkach pogodowych.

PODSUMOWANIE

Pomimo występujących trudności technika minirizotronowa należy do
jednej z najlepszych nieinwazyjnych metod badania korzeni in situ
i pozyskiwania istotnych informacji na temat wzrostu i rozwoju korzeni
drobnych w naturalnych warunkach wzrostu roślin.
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