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ABSTRACT

Jankowiak R. 2010. Grzyby z grupy Ophiostoma sensu lato zwigzane z kézkowatymi Monochamus sutor (L.)
i Rhagium inquisitor (L..) w potludniowej Polsce. Sylwan 154 (6): 381-387.

The study identified ophiostomatoid species associated with Monochamus sutor and Rhagium inquisitor
on Norway spruce and Scots pine in Poland. 249 cultures, representing 10 species of Optiostoma sensu lato
or their asexual states, were isolated.
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Wstep

Zerdzianka szewc (Monockamus sutor 1..) nalezy do groznych szkodnikéw technicznych i fizjo-
logicznych $wierka pospolitego (Picea abies (L.) Karst.). Owad ten wystepuje gtéwnie w gérskich
lasach swierkowych, ostabionych przez dziatanie ré6znych czynnikéw abiotycznych i biotycznych.
Larwy Zerujg najpierw w korze i tyku, a p6zniej w drewnie, gdzie wytwarzajg dhugie na 15 cm
i szerokie na 8 cm chodniki. Zerdzianka szewc w trakcie r6jki dokonuje takze zeru uzupel-
niajgcego, ktéry odbywa na korze mtodych pedéw. W przeciwiedstwie do M. sutor, rebacz pstry
(Rhagium inquisitor L.) zwykle opada zamierajace bgdZ martwe juz drzewa, szczegélnie te, kté-
re wezesniej byly zaatakowane przez korniki lub porazone przez patogeniczne grzyby. Owad ten
jest najczgsciej spotykany na so$nie zwyczajnej (Pinus sylvestris 1..) i §wierku pospolitym, gdzie
tworzy chodniki na granicy tyka i miazgi [Dominik, Starzyk 1983].

Korniki (Coleoptera: Scolytidae) zerujace na $wierkach i sosnach sg znane ze wspélzycia
7 grzybami, szczegdlnie tymi nalezacymi do Ophiostoma sensu lato i Ceratocystis. Grzyby te nalezg
do grupy potocznie zwanej w literaturze anglojezycznej ,,ophiostomatoid fungi” i sq uwazane za
organizmy o duzym znaczeniu gospodarczym. Powodujg sinizn¢ drewna swiezo pozyskanego
surowca drzewnego, jak i przyczyniajg si¢ do zamierania drzew zywych [Kirisits 2004]. Zwigzek
pomiedzy grzybami z rodzaju Ophiostoma i owadami niszczacymi drewno jest stabo poznany.
Wigkszos¢ badan z tego zakresu dotyczy powigzari owadéw z rodzaju Terropium i Monochamus
7 grzybami ofiostomatoidalnymi [Mathiensen 1950; Mathiensen-Kiirik 1953; Kotynkovi-
-Sychrovi 1966; Wingfield 1987; Jacobs, Wingfield 2001; Jacobs, Kirisits 2003; Jacobs i in. 2003;
Jankowiak, Kolatik 2010]. Chrzaszcze M. sutor przenosza na swoim ciele zarodniki
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Leptographium lundbergii Lagerb. & Melin i Grosmannia penicillata (Grosmann) Goid.
[Mathiensen 1950; Mathiesen-Kéirik 1953), podczas gdy R. inquisitor jest wektorem dla Ophiostoma
allantosporum (H. D. Griffin) M. Villarreal, Ophiostoma piliferum (Fr.) Syd. & P. Syd. i G. penicillata
[Mathiensen 1950; Mathiesen-Kiirik 1953; Griffin 1968].

W trakcie obecnej pracy dokonano izolacji grzybéw z zywych larw i chrzaszezy zebranych
na powierzchniach badawczych w potudniowej Polsce. Celem badari bylo poznanie grzybéw
z grupy Ophiostoma sensu lato powigzanych z kézkowatymi M. sutor i R. inquisitor. Uzyskane re-
zultaty pozwolg przyczyni¢ si¢ do zrozumienia roli tych owadéw w rozprzestrzenianiu grzybéw
ofiostomatoidalnych w srodowisku lesnym.

Material i metody

POWIERZCHNIE BADAWCZE. Badania prowadzono na czterech powierzchniach badawczych zloka-
lizowanych w potudniowej Polsce. Powierzchnie te wybrano na podstawie sktadu gatunkowego
drzewostanu i licznego wystepowania kézkowatych. Dwie z nich (Mielec, Zurada) znajdowaty
sic w 60-letnich drzewostanach sosnowych z niewiclka domieszkg brzozy brodawkowatej
(Betula verrucosa Ehrh.) i modrzewia europejskiego (Larix decidua Mill.). Pozostate powierz-
chnie badawcze (Wojkowa, Kamienica) zlokalizowano w 90-letnim drzewostanie $wierkowym
z 40% domieszkg jodty pospolitej (Adies alba Mill.).

[ZOLACJA GRZYBOW 7 CHRZASZCZY. Chrzgszcze M. sutori R. inquisitor byty zbierane w czerwcu 2005
i 2006 roku z wytozonych na powierzchniach badawczych watkéw sosnowych i §wierkowych.
Okazy pobierano za pomocy sterylnej pincety i przekladano do pojemnikéw typu Eppendorf
(1,5 ml). Ogdtem zebrano 92 chrzgszeze, wsréd ktérych 61 reprezentowato R. inquisitor; zas 31
— M. sutor. Rebacz byl zebrany na wszystkich powierzchniach badawczych, zas zerdzianke
znaleziono jedynie na powierzchniach badawczych w Wojkowej i Kamienicy.

W laboratorium kazdy chrzgszcz byl moczony przez 30 sekund w wodzie sterylnej. Po osusze-
niu na bibulach, rozgniatano go skalpelem i wyktadano na selektywng pozywke dla grzybéw
z rodzaju Ophiostoma (20 g maltoza, 20 g agar i 1000 ml destylowanej wody, 0,05% cycloheksamid
i 0,04% tetracykliny) rozlang i zestalong w plytkach Petriego. Ten typ pozywki byt uzyty we
wszystkich izolacjach i hodowlach grzybéw. Rozgniecione chrzgszeze byly rozprowadzane na
powierzchni pozywki i codziennie monitorowane pod katem wzrostu grzybéw. Inkubacja grzy-
béw nast¢powata w temperaturze pokojowej bez dostgpu swiatta. Wyrastajace kolonie grzybéw
byly nastepnie odszczepiane na 2% pozywke agarowo-maltozows.

[ZOLACJA GRZYBOW 7 LARW. Larwy zbierano w czerwcu i lipcu 2006 roku z sosen i $wierkéw na
czterech powierzchniach badawczych. W tym celu watki o dugosci 40 cm zasiedlone przez zer-
dzianke i rebacza byly wycinane z uprzednio scigtych drzew. Na kazdej powierzchni badawczej
Scigto 4 drzewa. Byly to drzewa zamierajace lub martwe. W laboratorium z watkéw odrywano
korg i za pomocy skalpela wyjmowano larwy z chodnikéw i przektadano do pojemnikéw typu
Eppendorf. Ogétem zebrano 177 larwy, z ktdrych 128 reprezentowato R. inquisitor; zas 49 nale-
zato do M. sutor. Larwy rebacza stwierdzono na wszystkich powierzchniach badawczych, zas zer-
dzianka byla zebrana w Wojkowej i Kamienicy. Dalsze procedury byly te same jak w przypadku
chrzaszczy.

IDENTYFIKACJA GRZYBOW. Grzyby identyfikowano na podstawie cech morfologicznych, zas wytwo-
rzone przez nie struktury poréwnywano z zamieszczonymi w literaturze opisami gatunkéw
z rodzaju Ophiostoma [Mathiensen 1951; Upadhyay 1981; Solheim 1986; Jacobs, Wingfield
2001]. Dodatkowo przyréwnywano uzyskane izolaty ze znanymi kulturami zgromadzonymi
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w kolekeji Katedry Fitopatologii Lesnej Uniwersytetu Rolniczego w Krakowie. Identyfikacja
oparta na kryteriach morfologicznych byta takze potwierdzona przez sekwencjonowanic DNA
niektdrych szczepéw (604/06, 482/07, 483/07, 01547/07), dwéch nieznanych gatunkdéw z rodza-
ju Ophiostoma. Amplifikacji poddano trzy regiony genomu: ITS (ITS1-5.8 S-I'TS2), (L.SU)
rRNA i gen kodujacy B-tubuling. Amplifikacje przeprowadzono z wykorzystaniem starter6w
I'TS1 i NL4 wedtug metodyki opisanej przez Kolafika i in. [2006]. Otrzymane sckwencje byly
nast¢gpnie poréwnywane z sekwencjami gatunkéw z rodzaju Ophiostoma zgromadzonymi
w GenBanku (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) przy uzyciu opcji ,,blast similarity search”.

Wyniki

IDENTYFIKACJA GRZYBOW NALEZACYCH DO OPHIOSTOMA SENSU LATO. Na podstawie cech morfolo-
gicznych otrzymanych izolatéw, zidentyfikowano 10 gatunkéw nalezacych do grupy Ophiostoma
sensu lato. Byty to: G. penicillata, G. piceiperda (Rumbold) Goid., Ophiostoma minus (Hedgc.)
Syd. & P. Syd., O. piceae (Miinch) Syd. & P. Syd., O. fetropii Math.-Kéirik, Graphium fimbriispo-
rum (M. Morelet) K. Jacobs, Kirisits & M. J. Wingf., L. lundbergii, L. procerum (W. B. Kendr.)
M. J. Wingf. i dwa nieznane gatunki z rodzaju Ophiostoma. Badania molekularne pokazaty,
7e Ophiostoma sp. 1 jest prawdopodobnie nowym dla nauki gatunkiem silnie spokrewnionym
7. O. rectangulosporium Ohtaka, Masuya & Yamaoka. Stwierdzono 99% podobieristwa
7z sekwencjami I'TSr DNA tego grzyba zgromadzonymi w bazie danych NCBI. W przypadku
Ophiostoma sp. 2 analiza filogenetyczna wykazala, ze takson ten takze nalezy do rodzaju
Ophiostoma, i ze wykazuje 97% podobieristwa z sekwencjami I'T'St DNA grzyba O. allantosporum
zgromadzonymi w bazie danych NCBI. Obydwa gatunki wytwarzaty w kulturach jedynie stadia
niedoskonate. Ophiostoma sp. 1 wytwarzal stadium konidialne typu Sporothrix, zas Ophiostoma sp.
2 produkowat stadium konidialne typu Pesotum.

GRZYBY WYIZOLOWANE 7 R. INoUISITOR. W wyniku izolacji z 90 larw oraz 61 chrzgszczy R. inquisitor
uzyskano odpowiednio 89 i 42 izolaty. Wsréd wyizolowanych kultur wyrézniono dziewigé
gatunkow: G. penicillata, G. piceiperda, O. minus, O. piceae, O. tetropii, G. fimbriisporum, L. lundbergii,
L. procerum i Ophiostoma sp. 1 (tab.).

Czestotliwos¢ izolacji wielu gatunkéw grzybéw zalezala od miejsca pochodzenia larw.
Takie grzyby jak Ophiostoma minus, O. piceae, L. procerum i Ophiostoma sp. 1 byly stwierdzone na
larwach i chrzgszczach zebranych w drzewostanach sosnowych, zas G. penicillata, G. piceiperda,
O. piceae, O. tetropii, G. fimbriisporum i L. lundbergii bylty wykryte w populacjach R. inquisitor wy-
stepujgcych w drzewostanach swierkowych. Larwy R. inquisitor zebrane w drzewostanach sos-
nowych najczesciej zasiedlone byty przez O. piceae, ktérego wyizolowano z prawie 49% larw.
Drugim pod wzglgdem czgstotliwosci izolowania grzybem byt Ophiostoma sp. 1, ktéry zostat
stwierdzony na ponad 10% larw. Na chrzgszczach stwierdzono obecnos¢ jedynie dwdch gatun-
kéw grzybow — O. minus i O. piceae. Byly one izolowane odpowiednio z 30 i 16,7% chrzaszczy (tab.).

Wsréd pigciu gatunkéw grzybéw stwierdzonych na larwach R. inguisitor zebranych w drze-
wostanach §wierkowych, O. piceae byt gatunkiem najczgsciej izolowanym (28,8% larw). G. picei-
perda i G. fimbriisporum byly izolowane z 6% larw. Podobnie jak w przypadku larw, O. piceae
dominowat w izolacjach z chrzgszczy r¢bacza. Gatunek ten zostat stwierdzony na prawie 68%
chrzgszczy. Stosunkowo duza czgstotliwosé wystgpowania cechowata takze G. piceiperda, ktéry
zostal wyizolowany z 19,4% chrzgszezy (tab.).

GRZYBY WYIZOLOWANE 7 M. sutor. W wyniku izolacji z 49 larw oraz 31 chrzaszczy zerdzianki
uzyskano 117 izolaty grzybéw. Wsréd wyizolowanych kultur stwierdzono pig¢é gatunkéw grzy-
béw nalezacych do grupy Ophiostoma sensu lato. Byty to nast¢pujace gatunki grzybéw: G. penicil-
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lata, G. piceiperda, O. piceae, G. fimbriisporum i Ophiostoma sp. 2. Larwy najczgsciej zasiedlone
byty przez G. piceiperda i O. piceae, ktére wyizolowano z ponad potowy larw. Czgstotliwosé wy-
stgpowania przekraczajacg 25% larw charakteryzowala takze G. penicillata. Grzyby wyizolowane
7 chrzgszezy zerdzianki byly reprezentowane jedynie przez trzy gatunki: G. piceiperda, O. piceae
i Ophiostoma sp. 2. Najczesciej (54,8% przypadkéw) izolowanymi gatunkami bylty G. piceiperda
i Ophiostoma sp. 2 (tab.).

Dyskusja
Na podstawie cech morfologicznych i poréwnania sekwencji DNA niektérych gatunkéw grzy-
béw zidentyfikowano 10 gatunkéw grzybéw zwigzanych z M. sutor i R. inquisitor. Grzyby te
nalezaly do czterech rodzajow Grosmannia, Ophiostoma, Graphium i Leptographium. Wsréd wyréz-
nionych gatunkéw, dwa prawdopodobnie reprezentujg nowe dla nauki taksony i be¢dg niebawem
opisane w odrebnych publikacjach. Zidentyfikowane gatunki grzybéw sg znane ze wspétzycia
z kornikami Zerujgcymi na sosnie i $wierku w Polsce [Jankowiak 2005, 2006a, b, 2008;
Jankowiak i in. 2009] i innych krajach europejskich [Kirisits 2004]. Prawdopodobnie posiadanie
wspdlnych symbiontéw grzybowych przez kézkowate i korniki zwigzane jest z zajmowaniem tej
samej niszy ckologicznej przez te grupy owadéw. Dlatego mikobiota zwigzana z R. inquisitor
i M. sutor jest bardzo podobna do mikobioty kornikéw wystepujacych na sosnie i Swierku.

Otrzymany w prezentowanych badaniach zespét grzybéw towarzyszacych zerdziance i rgba-
czowi byt o wicle bardziej zréznicowany niz uzyskane przez innych badaczy [Mathiensen 1950
Mathiesen-Kiirik 1953; Griffin 1968]. W pracach tych wyrézniono jedynie trzy gatunki grzybéw
zwigzane z R. inquisitor: O. allantosporum, O. piliferum i G. penicillata, podczas gdy w obecnych
badaniach dodatkowo izolowano takze osiem innych grzybow: G. piceiperda, O. minus, O. piceae,
O. tetropii, G. fimbriisporum, L. lundbergii, L. procerum i Ophiostoma sp. 1. W prezentowanych bada-
niach wykazano, ze chrzaszcze zerdzianki mogg by¢ potencjalnym wektorem dla G. piceiperda,
O. piceae, G. fimbriisporum i Ophiostoma sp. 2. Dotychczas wiadomo bylo, ze owad ten moze prze-
nosi¢ jedynie zarodniki L. fundbergii i G. penicillata [Mathiensen 1950; Mathiesen-Kiirik 1953].

Wsréd stwierdzonych grzybéw tylko G. piceiperda, O. piceae i Ophiostoma sp. 2 byly czesto
izolowane z chrzgszczy i larw M. sutor. Grzyb O. piceae byt dominatem w tych izolacjach i zdaje
si¢ by¢ najwazniejszym symbiontem grzybowym dla M. sutor w Polsce. Grzyb ten takze nalezat
do najczgstszych gatunkéw towarzyszacych Tetropium spp. na swierku w Polsce, co moze suge-
rowaé, ze O. piceae jest najliczniejszym gatunkiem grzyba nalezacego do Ophiostoma sensu lato
zwigzanego z kézkowatymi w Polsce [Jankowiak, Kolaiik 2010]. O. piceae jest zwigzany z wielo-
ma gatunkami kornik6w zerujacych na drzewach iglastych w Europie [Kirisits 2004]. Drugim
gatunkiem, ktéry czgsto wystgpowal w larwach i chrzaszczach M. sutor, byta G. piceiperda.
Podobnie jak O. piceae, gatunek ten zwigzany jest z szerokim zakresem owaddw, najczgscicej
z Dryocoetes autographus (Ratz.), Hylurgops palliatus (Gyll.) i Ips amitinus (Eichh.) na swierku
pospolitym w Europie [Kirisits 2004; Jankowiak i in. 2009]. Trzeci z czgsto izolowanych gatun-
k6w — Ophiostoma sp. 2 — nie byt jeszcze odnotowany w powigzaniu z innymi gatunkami owadéw,
co moze wskazywad, ze jest to specyficzny symbiont M. sutor. Analiza filogenetyczna wskazuje,
ze takson ten jest silnie spokrewniony z O. allantosporum. Wedtug Griffina [1968] gatunek ten
jest zwigzany z R. inquisitor w Kanadzie.

Sktad gatunkowy i czgstotliwos¢ izolowania grzybéw z larw i chrzaszezy R. inquisitor zaleza-
ty od sktadu gatunkowego drzewostanu, z ktérego pobierano owady do analizy. Stwierdzono,
ze populacje R. inquisitor zyjace w lasach sosnowych sg zwigzane z O. piceae, O. minus, L. procerum
i Ophiostoma sp. 1, za$ takie grzyby jak G. penicillata, G. piceiperda, O. piceae, G. fimbriisporum
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i O. tetropii zostaly odnotowane z larw i chrzgszczy zebranych z drzewostanéw swierkowych.
Chrzaszcze R. inquisitor 7yjace w lasach sosnowych mogg przenosi¢ zarodniki grzybéw (najcze-
sciej O. piceae i O. minus), ktére sg pospolicie zwigzane z réznymi gatunkami kornikéw zasied-
lajacymi sosny. Podobne relacje mogg wystgpowaé w drzewostanach $wierkowych, gdzie
R. inguisitor moze czgsto transportowal takic grzyby jak G. piceiperda i O. piceae. Podobne
zaleznosci wykryto takze dla grzybéw ofiostomatoidalnych zwigzanych z Tefropium spp. na
sosnie zwyczajnej i Swierku pospolitym w Polsce [Jankowiak, Kolafitk 2010] oraz dla wielu
gatunkéw kornikéw [Kirisits 2004]. Wydaje si¢, ze gtéwnym czynnikiem wptywajacym na sktad
mikobioty owadéw podkorowych w Europie jest roslina-gospodarz.

G. penicillata, O. tetropii, G. fimbriisporum, L. lundbergii, L. procerum i Ophiostoma sp. 1 byly
izolowane z larw i chrzaszczy M. sutor i R. inquisitor z bardzo niskg czgstoscig wystgpowania.
Moze to sugerowad, ze grzyby te nalezg do przypadkowych i sporadycznych symbiontéw tych
owaddw.

Podsumowanie

Na podstawie uzyskanych wynik6w mozna stwierdzié, ze grzyby zwiazane z M. sutor i R. inquisitor
s zwigzane z wieloma gatunkami grzyb6éw z Ophiostoma sensu lato. O. piceae, G. piceiperda
i Ophiostoma sp. 2 wydaja si¢ by¢ pospolitymi symbiontami grzybowymi M. sutor, podczas gdy
0. piceae, O. minus i G. piceiperda sg statymi elementami mikobioty R. inguisitor. Badania
wykazaly takze, ze roslina zywicielska (sosna, swierk), na ktérej rozwija si¢ R. inquisitor; moze
istotnie réznicowac sktad mikobioty tego owada.
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SUMMARY

Ophiostoma sensu lato species associated with the cerambycid beetles
Monochamus sutor (L..) and Rhagium inquisitor (L..) in southern Poland

Bark beetles (Coleoptera: Scolytinae) infesting Picea abies and Pinus sylvestris are known to be asso-
ciated with fungi, especially species of Ophiostoma sensu lato. Little is known about the fungi
associated with cerambycid beetles (Coleoptera: Gerambycidae). In this study, the ophiostomatoid
fungi associated with Monochamus sutor and Rhagium inquisitor colonizing Norway spruce and
Scots pine were investigated. Fungi were isolated from adult beetles and larvae collected at four
sites in southern Poland. In total, 249 fungal isolates including 10 species of Ophiostoma sensu
lato or their asexual states, were obtained. Among these, Ophiostoma piceae, Grosmannia piceiperda
and Ophiostoma sp. 2 appeared to be specifically associated with M. sutor while R. inquisitor was
efficiency vector of O. piceae, O. minus and G. piceiperda. The other six ophipostomatoid species,
G. penicillata, O. tetropii, G. fimbriisporum, L. lundbergii, L. procerum and Ophiostoma sp. 1 were
isolated at very low frequencies from adult and larvae of M. sutor and R. inquisitor. This suggests
that these fungi seemed to be sporadic and causal associates of these cerambycid beetles.
During the study it was also found that fungal species on R. inguisitor in pine stands differed
from those species in spruce forests.



