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ABSTRACT

Behnke-Borowczyk J., Kwasna H. 2016. Wptyw metodyki badan na ocen¢ struktury zbiorowisk mikroor-
ganizméw w glebie lesnej. Sylwan 160 (6): 492-503.

"Two different communities of microorganisms were identified in soils by application of the classical
method of fungi isolation (soil dilution, culturing on artificial media, morphotyping) and a molecular
method (extraction of the environmental DNA, amplification with universal primers NS1 and
NS2, cloning and sequencing of representative clones). No organisms were common to both
communities. Apart from rare representatives of the Animalia, communities included single fungus-
-like Eucarya belonging to the Protista, Class Oomycota, and numerous fungi belonging to
Chytridiomycota, Zygomycota, Ascomycota and Basidiomycota orders. In total, 88 species were iden-
tified in four soil samples. Fungi were mostly Ascomycota. The classical method was particularly
effective in detection of fungi important for creation of phytosanitary conditions of soil, i.c. antag-
onists (Penicillium, Tolypocladium and Trichoderma) and potential stimulants (dark-pigmented
Hormiactis candida, Humicola spp. and Phialophora spp.) of phytopathogens (including the common
forest genera Armillaria and Heterobasidion). Application of the classical method allowed the
detection of mycorrhizal Ascomycota from the genus Oidiodendron. Application of the molecular
method allowed the detection of 13 mycorrhizal Basidiomycota. Although primers NS1 and NS2
were designed from a match with DNA of culturable organisms, they also amplified the DNA
of non-culturable organisms. This emphasizes their potential usefulness in studies of the bio-
diversity of microorganisms in environmental samples. The shortage of reference sequences
in the database discourages use of the 18S rDNA region in studies on fungal communities. The
studies on the biodiversity of microorganisms need the application of a few independent methods
of detection and identification.
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Wstep

Mikroorganizmy wystepujg we wszystkich srodowiskach i stanowig istotny element ekosystemu
ziemskiego. Ich obecnosé i dziatalnosé jest warunkiem podtrzymywania zycia na Ziemi. Mikro-
organizmy: uczestniczg w obiegu wegla, azotu, fosforu i innych pierwiastkéw budulcowych oraz
zwigkszaja dostepnos¢ jonéw amonowych dla roslin, rozktadajg i mineralizujg substancj¢ orga-
niczng i nieorganiczng, uwalniajg do podloza, transportujg i udost¢pniajg roslinom wiele zwigzkéw
i pierwiastkéw, tworzg i odnawiajg zwiazki humusowe, ksztaltujace strukture i zyznos¢ gleby,
ksztattujg wlasciwosci fizyczne, chemiczne i biologiczne gleby, uczestnicza w procesach glebotwér-
czych oraz transportujg wod¢ i wpltywajg na ci$nienie osmotyczne roslin [Christensen 1989].
Poprzez udzial w obiegu materii i energii uczestniczg w ksztaltowaniu biosfery. Dodatkowo,
okresowo lub lokalnie, immobilizujg zwigzki chemiczne i pierwiastki, gromadza metale cigzkie,
uczestniczg w detoksykacji gleby i w samooczyszczaniu si¢ zbiornikéw wodnych oraz przyczy-
niajg si¢ do powstawania zt6z sktadajacych si¢ z produktéw ich metabolizmu [Christensen 1989;
Nicklin i in. 2002]. Mikroorganizmy glebowe wykorzystywane sg do produkeji zywnosci, lekéw,
biatka, preparatéw enzymatycznych, zwigzkéw i substancji chemicznych, diagnostyki mikrobio-
logicznej, oczyszczania sciekw, dezaktywacii i utylizacji odpadéw przemystowych i bioremediacji
oraz biologicznej ochrony roslin przed grzybami, owadami i chwastami. R6znorodno$¢ genetyczna
mikroorganizméw glebowych moze by¢ Zrédtem szczepéw o pozadanych whasciwosciach biotech-
nologicznych wykorzystywanych przez przemyst [Behnke-Borowcezyk, Kwasna 2010].

Chorobotwdreze mikroorganizmy glebowe mogg by¢ sprawcami wielu choréb roslin, zwierzat
i ludzi. Z kolei bior6znorodnos¢ mikroorganizméw chroni rosliny, zwierzeta i ludzi przed patoge-
nami. Mozliwe jest to dzigki réznorodnej strategii zycia mikroorganizméw, a szczegélnie rézno-
rodnych mechanizméw konkurencji migdzy nimi o poszczegélne czynniki srodowiska, gléwnie
sktadniki pokarmowe, pozycje biosocjalng czy swiatto. Konkurencja ogranicza mozliwosé wyste-
powania w danym Srodowisku jakiegokolwiek organizmu jako monokultury [Whipps 2001].
Wspdtistnienie wielu réznych gatunkéw decyduje o trwatosci i harmonii naturalnych ekosyste-
mdéw i ma podstawowe znaczenie dla przebiegu ewolucji. Wszystkie wymienione relacje zmuszajg
do badania bioréznorodnosci mikroorganizméw oraz sposobdéw jej wzbogacenia.

Mikroorganizmy cechuje niewyobrazalna bioréznorodnosé. Kazde srodowisko to niepowta-
rzalny ekosystem. Najwigcej mikroorganizméw wystepuje w uprawnej warstwie gleby (na glebokosci
5-20 c¢m, s3 to gléwnie organizmy tlenowe) oraz wokét korzeni roslin (w ryzosferze). W warstwie
ornej na 100 m? znajduje sie okoto 70 kg masy bakterii, 70 kg masy promieniowcéw i 10-15 kg masy
grzybéw. Grzyby stanowia 1,33% objetosci gleby i 0,2% jej cigzaru. Wsréd 10 mIn komérek mikro-
organizméw znajdujgcych si¢ w gramie gleby od 75 tys. do 1,5 min stanowig zarodniki grzybéw
[Watanabe 2002; Kwasna 2014] W glebie w warunkach naturalnych mikroorganizmy zyja w zbio-
rowiskach skfadajacych si¢ z wielu gatunkéw. Sktad zbiorowiska zalezy od whasciwosci fizycznych,
chemicznych i biologicznych gleby (temperatury, wilgotnosci, pH, zawartosci materii organicznej,
charakteru i rozmieszczenia roslin) oraz od wzajemnych relacji mi¢dzy wszystkimi komponen-
tami ekosystemu [Doran 1980; Collins i in. 1992; Fils i in. 1993; Anderson 1998; Lundquist i in.
1999; Zelles 1999; Marstorp i in. 2000; Bdath, Anderson 2003].

Dotychczasowe badania nad strukturg mikroorganizméw gleb lesnych w Polsce prowadzono
metodami klasycznymi [Marika 1964, 1974, 1976, 1978, 1988; Kwasna 1995, 1997a, b; Sierota,
Kwasna 1999; Marika i in. 2006]. Detekcja i identyfikacja grzybéw oparta na morfotypowaniu
uwzgledniata cechy morfologiczne grzybni oraz sposéb zarodnikowania. Wymagata czasu, wiedzy
i doswiadczenia. Zawodzita w przypadku sterylnosci kultur, braku cech typowych i matego zr6zni-
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cowania mi¢dzy- i wewngtrzgatunkowego oraz pomijata organizmy niechodowalne iz vitro. Umo-
zliwiata wykrycie maksymalnie 50% mikroorganizméw wystepujacych w danym srodowisku.

Techniki biologii molekularnej, takie jak izolacja DNA, PCR (reakcja faricuchowej polime-
razy), klonowanie, sekwencjonowanie, RFLP (polimorfizm dtugosci fragmentéw restrykeyjnych)
oraz DGGE (elektorforeza na zelach z gradientem czynnika denaturujgcego), sg powszechnie
stosowane w detekeji i identyfikacji mikroorganizméw glebowych. Metody te opierajg si¢ na
analizie struktury kwaséw nukleinowych lub biatek i wykorzystujg podobieristwo w ich sek-
wencji i budowie. Reakcja faricuchowej polimerazy umozliwia amplifikacj¢ DNA, a poréwnanie
DNA badanego organizmu z DNA wzorca znajdujacego si¢ w bazie danych umozliwia precy-
zyjng identyfikacjg.

Celem badan bylo poznanie i poréwnanie struktury zbiorowisk mikrogrzybéw w glebie
lesnej badanej metodg klasyczng i molekularng. W metodzie molekularnej zastosowano uniwer-
salne startery NS1 i NS2 dla regionu 18S rDNA, spodziewajac si¢ ich duzej skutecznosci
w detekeji grzybéw, zwlaszeza gatunkéw wolno rosngceych, synergistycznych (wspierajacych si¢
nawzajem) lub niehodowalnych. Struktura zbiorowisk mikroorganizméw glebowych umozliwita
rozpoznanie waloréw fitosanitarnych gleb lesnych po réznym sposobie przygotowania gleby
i utylizacji pozostalosci zrgbowych.

Materiatl i metody

Préby gleb pobrano z jednorocznej uprawy sosny zwyczajnej (Pinus sylvestris 1..) w Nadles-
nictwie Bierzwnik, oddz. 89g (53°02'08"N 15°39'54"E) oraz z 40-letniego drzewostanu sosnowego
w Nadlesnictwie Migdzychdd, oddz. 30a ( 52°36'03,60"N 15°53'23,58"E). W Nadlesnictwie Bierzwnik
przed posadzeniem sadzonek usuni¢to wszystkie pozostatosci pozrgbowe, a glebe odlozono na
srodek naorywaczem watkéw, tworzac wat pod sadzonki (gleba 1), lub zaniechano przygotowa-
nia gleby i pozostawiono igly opadte z 80-letnich sosen (gleba 2). W Nadle$nictwie Mi¢dzychéd
wykonano w 1970 roku pelng ork¢ gleboka, rozdrobnienie wszystkich pozostatosci pozr¢bowych
i wymieszanie ich z glebg (gleba 3) lub glebg¢ wzruszono brong talerzowg na krzyz i pozostawiono
wszystkie pozostatosci pozrgbowe (gleba 4).

Klasyczng izolacjg zbiorowisk grzybéw glebowych wykonano metodg rozciericzers Warcupa
[1950, 1955]. Grzyby identyfikowano w oparciu o klucze mykologiczne [Pitt 1979; Domsch i in.
1980, Klich, Pitt 1992]. Badanie DNA wykonano po ekstrakeji prébki srodowiskowej zestawem
Power Soil™ DNA Isolation Kit (Mo BIO Laboratories, Inc. Nr kat. 12888-50). Region 18S rDNA
amplifikowano uniwersalnymi starterami NS1 (5' GTA GTC ATA TGC TTG TCTC 3) i NS2
(5' GGC TGC TGG CAC CAG ACT TGC 3') [White i in. 1990] metodg PCR. Produkty PCR
oczyszczano zestawem MinElute PCR Purification Kit (Qiagen, Crawley, UK) i klonowano przy
pomocy pGEM-T Easy (Promega Corporation Madison, WI, USA). Tworzono biblioteki klonéw
dla kazdej analizowanej gleby. Klony poddano wst¢pnej selekcji na pozywce z X-gal. Reprezen-
tatywne klony amplifikowano, a nastgpnic poddano ponownej selekcji, badajac polimorfizm
dhugosci fragmentéw restrykeyjnych (RFLP) z dwoma enzymami restrykeyjnymi (H/al i BsuRI).
Grupe klon6éw o identycznych wzorach trawienia dwoma enzymami zdefiniowano jako operacyjng
jednostke taksonomiczng (OT'U). Zatozono, ze wszystkie klony z jednego OTU w indywidualnej
bibliotece nalezg do tego samego taksonu. Reprezentatywne klony oczyszczano i sekwencjono-
wano metodg Sangera w Centrum Badai DNA (Poznan). Sekwencje poszczegdlnych OTU po-
réwnano z seckwencjami referencyjnymi z bazy danych NCBI, wykorzystujac algorytm BLAST.
Kazda sekwencja zostata zidentyfikowana do mozliwie najnizszej rangi taksonomicznej. Frek-
wencja taksonu wyrazona jest jego procentowym udziatem w zbiorowisku.



Wplyw metodyki badani na ocene struktury 495

Wyniki
W wyniku izolacji mikroorganizméw badanymi metodami otrzymano zbiorowiska o réznym
sktadzie gatunkowym. W sktad zbiorowisk wchodzity pojedyncze grzybopodobne organizmy
cukariotyczne zaliczane do krélestwa Protista, typu Oomycota oraz liczne grzyby z czterech gro-
mad: Chytridiomycota, Zygomycota, Ascomycota i Basidiomycota (tab.). Z, czterech gleb otrzymano
tacznie 88 gatunkéw grzybéw.

Z gleby 1i 2 po zastosowaniu metody klasycznej otrzymano odpowiednio 3351 i 178 izola-
téw reprezentowanych przez 17 i 29 gatunkéw grzybow, gléwnie z gromady Ascomycota. Przewazaty
grzyby z rodzajéw Penicillium (14 1 7 gatunkéw, 95,29 i 77,44% wszystkich grzybéw). Najliczniej
wystapity P adamerzii (78,5 i 5,61%), P. citreonigrum, P. daleae i P janczewskii. Wsréd grzybéw
z rodzaju Trichoderma (4,02 1 11,89%) najliczniejsze byty T koningii, T pubescens i T. viride. Po zasto-
sowaniu metody molekularnej otrzymano 107 i 135 klonéw z insertem. Wsréd nich byty klony grzy-
béw nalezacych do 5 znanych gatunkéw. Phialocephala fortinii wystapit w obu glebach, Auricularia
polytricha i Rhodosporidium toruloides tylko w glebie 1, a Melanomma pulvis-pyrius i Thanatephorus
cucumeris w glebie 2. Dla wigkszosci klonéw (88,23 1 80,94%) z krétkimi sekwencjami (do 200 pz)
nie znaleziono sekwencji referencyjnych w bazie danych NCBI.

Z gleby 3 i 4 po zastosowaniu metody klasycznej otrzymano odpowiednio 1184 i 875 izo-
latéw reprezentowanych przez 33 i 29 gatunk6éw grzybéw z gromady Zygomycota i Ascomycota.
Przewazaty grzyby z rodzaju Penicillium (11 i 9 gatunkéw, 71,15 i 81,6%). Najliczniej wystgpity
P adamerzi (10,81 i 37,19%), P. janczewskii (9,29 i 33,52%) i P. terlikowskii (35,14 i 0,57%).
Wsréd grzybéw z rodzaju Oidiodendron (21,1 i 3,63) najliczniej wystapity O. seytaloides (13,23%),
O. chlamydosporicum (5,24%) i O. rhodogenum (2,63%). Po zastosowaniu metody molekularnej otrzy-
mano 90 i 120 klon6éw z insertem. Byly one reprezentowane przez 28 i 15 taksonéw grzybowych
nalezacych do Chytridiomycota, Zygomycota, Ascomycota i Basidiomycota. Liczniej wystapity Amanita
novinupta (1,2%), Calycellinopsis xishuangbanna (11,7%), Leucosporidium antarcticum (7,2%),
Penicillium spp. (64,78%), Piloderma fallax (10,8%), Tolypocladium geodes (6,59%), Trichoderma
spp. (5,22%) i Tylospora asterophora (8,1%). W glebie 4 stwierdzono obecnos¢ grzybéw nichodo-
walnych iz vitro. Dla 8,8% klonéw nie znaleziono sekwencji referencyjnych w bazie danych
NCBI. W glebach z Migdzychodu frekwencja grzybéw wynosita 62,1-64,8%. Pozostate taksony
nalezaty do krélestwa Animalia (Alicorhagidia sp., Enchodelus macrodorus de Man, Isotoma viridis
Bourlet, Marionina clavata Nielsen & Christensen) lub Protista (Cercomonadida sp., Cercozoa
spp., Epispathidium papilliferum Kahl, Ochromonadaceae, Physochila griseola Penard, Stramenopile,
Trachelocorythion pulchellum Penard). W glebie z Bierzwnika byly tylko pojedyncze taksony
7. kr6lestwa Animalia.

Dyskusja
Wiedza na temat réznorodnosci mikroorganizméw w glebie jest ograniczona z powodu trudnosci
metodologicznych w ich izolacji oraz probleméw z identyfikacja taksonomiczng. Ciggle badane
sg powigzania struktury (w tym réznorodnosci) zbiorowisk mikroorganizméw z ich funkcjg. Przy
czym réznorodno$¢ ujmowana jest zwykle jako réznorodnos$é gatunkowa, wynikajgca z rézno-
rodnosci genetycznej. Réznorodnosé migdzy- i wewngtrzgatunkowa wynika z ogélnej liczby
gatunkéw i szczepow.

W glebie lesnej dominujg wsréd mikroorganizméw grzyby, gléwnie z uwagi na optymalne
warunki rozwoju, tj. wysokg kwasowos¢ i zawartos¢ preferowanych przez wiele grzybéw zrédet
pokarmu (celulozy i ligniny). Baza pokarmowa, ktéra trafia do gleby, jest zr6znicowana. Stanowi
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ja gtéwnie biomasa z drzew i roslin oraz runa (liscie, korzenie) bezposrednio lub po ich czg¢scio-
wym przetworzeniu przez mikroorganizmy [Badura 2002]. Analizujac zbiorowisko grzybéw gle-
bowych, mozemy m.in. wyciggaé wnioski o charakterze Srodowiska, w jakim one bytuja. Martyn
i Skwaryto-Bednarz [2005] przeprowadzili analiz¢ mikrobiologiczng gleby z rejonu Roztoczani-
skiego Parku Narodowego. Zaobserwowali, Ze wraz ze wzrostem intensywnosci gospodarki lesnej
dochodzi do spadku liczebnosci grzybéw glebowych. Zwigzane jest to z dostarczaniem substancji
organicznej do gleby i zmiang odczynu. Podobne wyniki otrzymano w glebach Puszczy Niepo-
tomickiej, jednak tutaj wptyw na otrzymane wyniki miata réwniez niska temperatura w miesigcach
zimowych [Galus-Barchan, Pasmionka 2014]. Zbyt wysoka wilgotno$¢ ma wplyw na liczebnos¢
grzybéw. Niewolak i in. [2007], analizujac ryzosfere gleb z terenéw srédlesnych mokradet Puszezy
Niepotomickiej, zaobserwowali zmniejszong liczebnos¢ grzybow. Zbyt duza ilosé wody w glebie
wigze si¢ ze zmniejszonym dostgpem powietrza, co wptywa ujemnie na rozwdj mikroorganizméw
glebowych [Martyn, Skwarylo-Bednarz 2005].

Zastosowanie starter6w NS1 i NS2 dla 18S rDNA czesto dostarcza informacji o grzybach
i pozwala na ich charakterystyke. Zastosowane startery byly wykorzystywane w badaniu sktadu
mykobioty korzeni drzew i gleb lesnych. Anderson i in. [2003] z duza skutecznoscig uzyli star-
teréw NS1 i NS2 do detekeji grzybéw w glebie. Filion i in. [2004] zastosowali startery NS1 i NS2
do detekcji mikroorganizméw w ryzosferze siewek §wierka. Singh i in. [2012] umiarkowanie
skutecznie uzyli powyzszych starteréw do badania zbiorowisk grzybowych w osadach morskich.
W badaniach Bertini i in. [1999] startery NS1 i NS2 skutecznie amplifikowaty DNA grzybéw
mykoryzowych.

Tabela prezentuje otrzymany sktad zbiorowisk grzybéw glebowych z uwzglednieniem naj-
nizszej rangi taksonomicznej poszczegdlnych mikroorganizméw. Prac tego typu jest niewiele,
np. praca Anderson i in. [2003]. Najczesciej prace nad bior6znorodnoscig mikrobiologiczng pre-
zentujg ogblny udzial wigkszych grup mikroorganizméw (gléwnie bakterii) w zbiorowiskach
i unikajg podania przynaleznosci taksonomicznej stwierdzanych mikroorganizméw, co uniemo-
zliwia oceng charakteru srodowiska, w tym stanu fitosanitarnego gleby.

Liczba stwierdzonych gatunkéw byta wyzsza po zastosowaniu klasycznej metody izolacji
grzybéw (z mieszaniny glebowo-piaskowej), hodowli na pozywkach i identyfikacji opartej na
morfotypowaniu. Ekstrakcja srodowiskowego DNA i amplifikacja 18S rDNA z zastosowaniem
pojedynczej pary starteréw uniwersalnych NS1 i NS2 okazata si¢ mniej skuteczna w detekcji
grzybéw glebowych, mimo ze przydatnosé regionu 18S rDNA do badania grzybéw i organizméw
eukariotycznych jest niepodwazalna.

Wigkszos¢ zidentyfikowanych grzybéw nalezata do Ascomycota. Najczgsciej byly to typowe
gatunki glebowe zwigzane z fazg stalg gleby. Sporadycznie stwierdzano endofity — organizmy
pasozytnicze, symbiotyczne lub komensaliczne, zyjace wewnatrz roslin lub zwierzat. Metoda
klasyczna byta czg¢sciej skuteczna w detekeji grzybéw ksztattujaeych fitosanitarne whasciwosci
gleby, tj. antagonistow (Penicillium spp., Tolypocladium spp. i Trichoderma spp.) i potencjalnych
stymulantéw (ciemno zabarwione Hormiactis candida, Humicola spp., i Phialophora spp.) organiz-
mdéw fitopatogenicznych. Wiedza na temat ich obecnosci w glebie jest cenna, potrzebna i wyko-
rzystywana w praktyce. Grzyby z rodzaju Penicillium, Tolypocladiu i Trichoderma sa bezkonkuren-
cyjnymi antagonistami wiclu patogenéw glebowych i korzeniowych, wlgczajac powszechnie wy-
stepujace patogeny lasu Armillaria spp. i Heterobasidion spp. [Hyppel 1968; Sierota 1976; Lundgren
iin. 1978; Nelson i in. 1989; Reaves i in. 1990; Dumas, Boyonoski 1992; Fox i in. 1994; Onsando,
Waudo 1994; Highley 1997; Harman 2006; Szwajkowska-Michatek i in. 2012]. W zaleznosci od
sytuacji dziatajg poprzez skuteczng konkurencj¢ w zdobywaniu pokarmu, przestrzeni zyciowej,
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antybioze¢, mykopasozytnictwo lub poprawe kondycji roslin. Gatunki ciemno zabarwione z reguty
stymulujg wzrost grzyb6w z rodzaju Armillaria i Heterobasidion in vitro i przypuszcza si¢, ze w po-
dobny sposéb bedg dziataty w naturze.

Zastosowanie metody klasycznej umozliwito detekcj¢ mykoryzowych Ascomycota z rodzaju
Oidiodendron. W drzewostanach tworzg one mykoryz¢ ericoidalng z roslinami wrzosowatymi
(Ericaceae), gtéwnie z boréwka (Vaccinium spp.). Oidiodendron czg¢sciej wystapit w 40-letnim drze-
wostanie, co ma bezposredni zwigzek z obecnoscig roslin-partneréw w runie lesnym [Xiao, Berch
1995; Martino i in. 2007] i stabilizacjg kwasowosci gleby (optymalne pH=3,0-5,0). Zwig¢kszona
liczba roslin-gospodarzy w 40-letnim drzewostanie sprzyjata zaréwno pojawieniu si¢ Oidiodendron,
jak i zréznicowaniu gatunkowemu. Stwierdzono az 7 gatunkéw. Metoda klasyczna byta jednak
nieskuteczna w detekcji Basidiomycota, podczas gdy metoda molekularna umozliwita zidentyfi-
kowanie 13 taksonéw. Nie stwierdzono zadnych gatunkéw wspélnych dla obu metod izolacji.

Region 18S rDNA jest jednak podobny u grzybéw i innych Eucarya. W badaniach Hagn
i in. [2003] startery NS1 i NS2 byly komplementarne z 70% regionu 18S DNA grzybéw i z 75-
-90% regionu 18S DNA innych Ewcarya, co sugeruje ich uniwersalnosé. W niniejszych badaniach
startery NS1 i NS2 okazaly si¢ takze mato specyficzne dla grzybéw. Amplifikowaty réwniez DNA
mikroorganizméw nalezacych do krélestwa Animalia i Protista.

Pomimo ze startery NS1 i NS2 zostaly opracowane na podstawie budowy DNA organizméw
hodowalnych, skutecznie amplifikowaty réwniez DNA organizméw nichodowalnych (w glebie 3
11,2%, w glebie 4 — 27%), co podkresla ich ewentualng przydatnosé do badaii réznorodnosci
mikroorganizméw w prébkach srodowiskowych.

Grzyby glebowe reagujg szybko i zdecydowanie na zmiany warunkéw fizykochemiczno-
-biologicznych gleby ksztattujacych si¢ pod wpltywem stosowanych zabiegéw hodowlanych
i roslinnosci. Analizujac gleby potraktowane w r6zny sposéb w blizszej i dalszej przesztosci,
spodziewano si¢ duzych réznic w skladzie i aktywnosci zbiorowisk grzybowych. I rzeczywiscie,
bardziej zréznicowane i liczniejsze (Migdzychdd) zbiorowiska grzybéw wystgpity po rezygnacii
z przygotowania gleby lub ograniczonej i odleglej w czasie uprawie (wzruszenie gleby brong
talerzowg na krzyz 40 lat wezesniej). Wydaje sig, Ze umiarkowana interwencja w Srodowisko gle-
bowe na zr¢bie zapobiegta nadmiernemu wzrostowi natlenienia, co spowolnito rozklad materii
organicznej. W konsekwencji utrzymywata si¢ trwale stata i wysoka liczebnos¢ i réznorodnosé
mikroorganizmé6w.

Wsréd grzybéw nalezgcych do gromad Ascomycota i Basidiomycota identyfikowano gatunki
opisywane jako kolonizujace martwe drewno (Piloderma fallax, Rhodosporidium toruloides), ko-
rzenie drzew i runa lesnego (Meliniomyces variabilis), glebg (Penicillium spinulosum, Tolypocladium
opacum), gatunki mykoryzowe (Melanomma pulvis-pyrius, Oidiodendron spp., Phialocephala fortinii)
[Grelet i in. 2005; Saito i in. 2006; Miinzenberger i in. 2009], patogeny roslin (Botrytis anthophila
na koniczynie czerwonej, Auricularia polytricha, Gibberella tricincta, Thanatephorus cucumeris na wielu
roslinach), patogeny nicieni (Paecilomyces carneus) oraz gatunki chorobotwércze dla cztowicka
(Candida albicans, Cladosporium cladosporioides, C. herbarum, Stachybotrys echinata) i zwierzat
(Sagenomella spp.).

Réznice w strukturze zbiorowisk mikrogrzybéw badanych metodami klasycznymi i mole-
kularnymi zaobserwowane podczas prezentowanych badan opisanych w niniejszym opracowa-
niu oraz przez innych badaczy [Viaud i in. 2000; Hunt i in. 2004; Menkis i in. 2006; Kwasna i in.
2006, 2008; Kwasna, Bateman 2009], a takze detekcja niewielu gatunkéw wspdélnych dla r6znych
metod (1,5-10,7%) zmuszajg do jednoczesnego stosowania metod klasycznych i molekularnych.
Anderson i Cairney [2004], Kwasna i in. [2006, 2008] oraz Kwasna i Bateman [2009] zalecaja (w za-
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leznosci od celu i warunkéw badan) stosowanie 2-7 réznych metod detekeji mikroorganizméw
w glebie. Wigkszos¢ z nich prezentujg Behnke-Borowczyk i in. [2012]. Tylko tgczne wyniki uzy-
skane réznymi metodami pozwalajg pozna¢ pelen zakres bior6znorodnosci mikroorganizméw.

Duzy wplyw na otrzymany wynik miat jednak wybdr metody ekstrakcji DNA. Zastoso-
wany zestaw umozliwial prostg i szybkg izolacj¢ srodowiskowego DNA. Otrzymane DNA zostato
skutecznie oczyszczone z kwaséw humusowych zakiGeajacych czgsto pdzniejszg amplifikacje
DNA. Oczyszczanie z ktopotliwych sktadnikéw gleby zwykle skutkuje 50-procentows bezpow-
rotng utratg DNA moggcego by¢ Zrédtem informacji o pozostatych mikroorganizmach w glebie.
Dodatkowo analizowano niewiclkg prébke gleby — 1 g, stanowigca niewystarczajgce Zrédio
informacji o bior6znorodnosci mikrobiologicznej gleby.

Analiza filogenetyczna pozyskanego DNA moze by¢ uzyta przynajmniej do czgsciowej iden-
tyfikacji dominujacych grzybéw przy duzej kompletnosci baz danych. Dla ponad 80% sekwencji
mikroorganizméw w glebie z Bierzwnika nie znaleziono sekwencji referencyjnych regionu 18S
rDNA w bazie danych. Swiadczy to o jej niewielkiej kompletnosci i braku aktualizacji. Brak
seckwencji referencyjnych dla sekwencji badanych zniechg¢ca do uzywania regionu 18S rDNA
w badaniach grzybéw. Otrzymane wyniki potwierdzity skutecznos¢ klasycznych metod izolacji
grzybéw dla okreslenia fitosanitarnych wlasciwosci gleby oraz konieczno$¢ réwnoczesnego
stosowania kilku metod izolacji dla okreslenia bioréznorodnosci mikrobiologicznej gleby.
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