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ABSTRACT

Behnke-Borowczyk J. 2018. Bior6znorodnosé grzybéw igliwia sosny zwyczajnej porazonej przez jesienng
osutke sosny. Sylwan 162 (4): 288-294.

Needle casts belong to the fungal diseases of the assimilation apparatus, which affect the success
and quality of the renewal of pine stands. The aim of this study was to investigate the diversity
of communities of fungi, which occurred on Scots pine needles. Samples were collected in autumn
2015 from Scots pine saplings from Przedboréw Forest District (17°58'34"E 51°31'57"N). Material
was sequenced for DNA using [lumina system. The results were compared with the NCBI base
sequences. The results show significant dominance of fungi from Ascomycota division. The taxa
responsible for the occurrence of Scots pine needle cast disease were also found. In this group,
a significant share characterized the following species: Lophodermium pinastri, Cyclaneusma minus,
Lophodermium seditiosum, Sydowia polyspora, Cenangium ferruginosum and Beauveria bassiana. The
presented research should enhance the knowledge about the diversity of fungi inhabiting pine
needles and about the contribution of pathogenic taxa, which can be used in a more efficient
use of protective measures in forest management practice.
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Wstep

Osutki nalezg do grzybowych czynnikéw chorobotwérezych porazajacych aparat asymilacyjny
i wptywajacych na udatnos¢ odnowienia (zwlaszcza naturalnego) drzewostanéw sosnowych [Andrzej-
czyk i in. 2009]. Znaczaco obnizaja one przyrost grubosci sosny [Sierota 2001] i przyczyniajg si¢
do powstawania strat ekonomicznych w gospodarce lesnej.

Zbiorowisko grzybéw zasiedlajacych igly sosny zwyczajnej jest réznorodne. Wynika to ze
zréznicowania genetycznego poszczegdlnych roslin-gospodarzy, ich struktury wiekowej, wieku
igiet i modyfikujacego wptywu Srodowiska. Dotychczas wyniki badan dostarczyty informacji na
temat gatunkéw wywotujgeych osutke i ich potencjatu infekcyjnego oraz strategii zyciowej, co ma
znaczenie dla prowadzenia skutecznej ochrony drzewostanéw sosnowych [Kowalski, Majka 1989].
Osutki to zesp6t chorobowy wywotywany przez réznych sprawcéw, silnie podlegajacy wptywowi
srodowiska i charakteryzujacy si¢ szerokim spektrum objawéw. Do wyodrgbnionych jednostek
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chorobowych nalezg: osutka wiosenna, ktérg u mtodych drzew wywotuje Lophodermium seditiosum
Minter, Stanley et Millar, a u starszych sosen — L. pinastri (Schrad.) Chevall; osutka jesienna,
ktdrej sprawcami sg gtéwnie Cyclaneusma minus (Butin) DiCosmo, Peredo & Minter, Sydowia
polyspora (Bref. & Tavel) E. Mill. (synonim Sclerophoma pithyophila Corda v. Hohn), Epicoccum
purpurascens Ehrenb. i Coniothyrium fuckelli (Sacc.); osutka péinocna wywotywana przez grzyb
Hypodermella sulcigena (Link) Tubeuf oraz osutka $niezna, ktérej sprawcy jest Phacidium infestans
P. Karst. Pozostate osutki majg mniejsze znaczenie w gospodarce lesnej. Wiedza dotyczgca zréz-
nicowania osutek spowodowala modyfikacje terminéw i rodzajéw prowadzonych dziatad ochron-
nych w drzewostanach dotknigtych osutkg [Grzywacz 1996].

Celem pracy bylo okreslenie ilosciowego i jakosciowego sktadu zbiorowiska grzybéw wyste-
pujacych w iglach sosny zwyczajnej porazonej przez jesienng osutke sosny. Dodatkowym celem
byto sprawdzenie skutecznosci metody sekwencjonowania nastgpnej generacji (NGS) opartej
na systemie [llumina w okresleniu ilosciowego i jakosciowego sktadu zbiorowiska grzybéw.

Material i metody

Do badari wybrano 7 sosen zwyczajnych rosngcych w lesnictwie Wanda (Nadle$nictwo Przedbo-
16w, 17°58'34"E 51°31'57"N): 6 w wicku od 4 do 11 lat, na kt6rych zaobserwowano objawy osutki
(I-VI), i jedng niewykazujacg objawéw porazenia (kontrola — K). Zbioru igiet dokonano jesienia,
po ukazaniu si¢ objaw6éw osutki. Pobierano igly zesztoroczne i starsze z p¢déw zlokalizowanych
w dolnej i srodkowej czgsci korony z jednakowym nasileniem objawéw. Pojedynczg prébg stano-
wito 15 igiet losowo wybieranych z kazdego drzewa. Igly sterylizowano w roztworze podchlorynu
sodu o stezeniu 10% przez 2 min, nastgpnie kazdg partig igiel trzykrotnie ptukano w sterylnej
wodzie przez 10 min. Wysuszone igly roztarto w moZdzierzu wymrozonym do —70°C.

Izolacj¢ DNA przeprowadzono z wykorzystaniem zestawu Bead-Beat Micro AX Gravity
(A&A Biotechnology), zgodnie z protokotem producenta. Do identyfikacji gatunkowej zbioro-
wiska grzybowego wykorzystano region 1/2 I'TS rDNA. Analiz¢ przeprowadzono z wykorzysta-
niem specyficznych starteréw gI'TS7 5’GTG ART CAT CGA RTC TTT G 3’ [Thrmark i in.
2012] i I'TS4 5"TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC 3’ [White i in. 1990]. Mieszanina reakcyjna
sktadata si¢ z 2,5 pl DNA, 0,2 pl kazdego startera, 10,6 pl wody dejonizowanej oraz 12,5 pl 2X PCR
MIX (A&A Biotechnology). Reakcja amplifikacji przeprowadzona w termocyklerze obejmo-
wata: denaturacj¢ wstepng (94°C, 5 min), 35 cykli denaturacji (94°C, 30 s), anneling (56°C, 30 s),
elongacje (72°C, 30 s) oraz koricowsa elongacje (72°C, 7 min). Nastepnie produkt sprawdzono na
jednoprocentowym zelu agarozowym barwionym przez Midori Green Advance DNA (Genetics).
Otrzymany produkt oczyszczono i sekwencjonowano z wykorzystaniem technologii SBS firmy
[Mlumina w Centrum Badad DNA (Poznan).

"Tabelg operacyjnych jednostek taksonomicznych (O'TU) przygotowano z wykorzystaniem
oprogramowania PIPITS, wersja 1.2.0 [Gweon i in. 2015]. Otrzymane sekwencje przekonwer-
towano do formatu FASTA i scalono w pojedynczy plik z wykorzystaniem PEAR, wersja 0.9.6
[Zhang i in. 2014], nast¢pnie filtrowano z progiem jakosci 30 przez FASTX-Toolkit, wersja 0.0.13
(http://hannonlab.cshl.edu/fastx_toolkit). Przygotowane sekwencje zostaly dereplikowane, a pod-
regiony I'T'S wybrano za pomocg oprogramowania I'TSx, wersja 1.0.11 [Bengtsson-Palme i in. 2013].
Sekwencje unikalne i te krétsze niz 100 bp zostaly usuniete z dalszej analizy. Pozostale sekwencje
grupowano z 97-procentows identycznoscig sekwencji. Z powstatych sekwencji usunigto chimery
przy uzyciu zestawu danych referencyjnych UNITE UCHIME, wersja 6.0 (https://unite.ut.ce).
Sekwencje wejsciowe zmapowano na sekwencje reprezentatywne i utworzono tabelg OTU.
Taksony zidentyfikowano przez poréwnanie z sekwencjami referencyjnymi z bazy danych
National Center for Biotechnology Information (NCBI) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov).
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Liczebno$¢ mikroorganizméw przyjeto jako liczb¢ OTU w prébie. Bior6znorodnosé takso-
néw okreslono jako liczbe pojedynczych taksonéw. Przeprowadzono poréwnanie réznorodnosci
wewnatrz i migdzy zbiorowiskami mikroorganizméw za pomocg wskaznikéw réznorodnosci
obliczonych dla kazdego zbiorowiska [Magurran 1988]. Bogactwo gatunkowe ustalono jako catko-
witg liczb¢ gatunkéw w zbiorowisku wedtug indeksu Margalefa (DMg) i indeksu réznorodnosci
Shannona (H’). Dominacj¢ gatunku w zbiorowisku okreslono z wykorzystaniem wskaznika réw-
nosci Shannona (E), indeksu Simpsona (D) i indeksu Bergera-Parkera (d).

Wyniki
W wyniku sekwencjonowania otrzymano 128 179 sekwencji w badanych prébach oraz 130 w kon-
troli. W iglach pochodzacych z drzew z objawami osutki stwierdzono 99,22% oznaczonych takso-
néw grzybowych, 0,45% nichodowanych grzybéw, 0,31% sekwencji, dla ktérych nie znaleziono
sekwencji referencyjnej w bazie danych, oraz nieliczne sekwencje niegrzybowe (0,027%) nale-
zqgce do Pinus syvestris L. i Dioscerea polystachya Turcz. W przypadku kontroli nie otrzymano sek-
wencji niegrzybowych oraz sekwencji, dla ktérych nie byto sekwencji referencyjnych w bazie
danych. Oznaczone sekwencje grzybowe stanowity 84,62%, a nichodowalne 15,38%. Otrzy-
mane zbiorowisko grzybowe reprezentowane bylo przez taksony nalezgce do gromad Ascomycota
i Basidiomycota. Nie otrzymano zadnych taksonéw nalezacych do Zygomycota. Gromada Ascomycota
reprezentowana byta przez 73 taksony w prébach z objawami oraz 10 w kontroli. W przypadku
gromady Basidomycota bylo to odpowiednio 16 taksonéw i 1 takson. Najliczniej reprezentowane
byty gatunki Lophodermium pinastri (43,71-77,48%), Cyclaneusma minus (Butin) (12,11-30,09%),
Cenangium ferruginosum Fr. (0,54-10,05%), Sydowia polyspora (Bref. & Tavel) E. Miill (0,05-9,15%),
L. seditiosum (0,02-20,24%) oraz Beavuria bassiana (Bals. Criv.) (0-16,6%) i Epicocum nigrum (0-1,54%)
(tab. 1).

Réznorodnosé gatunkéw w poszezegélnych zbiorowiskach mierzona indeksem Margalefa
byta wyzsza w prébach z objawami niz w kontroli. Dominacja pojedynczych taksonéw w zbioro-
wisku grzybéw doprowadzita do niewielkich wartosci wskaznika réwnosci Shannona i wysokich
wartosci wskaznikéw dominacji (tab. 2).

Dyskusja
W badaniach otrzymano zbiorowiska o duzym zréznicowaniu gatunkowym. Dominowaty gatunki
uwazane sg za sprawcéw osutki (Lophodermium pinastri, Cyclaneusma minus, L. seditiosum i Sydowia
polyspora) oraz powodujacy zamieranie pedéw sosny Cenangium ferruginosum i entomofagiczny ga-
tunek grzyba Beauveria bassiana. Podobne wyniki uzyskali w swoich badaniach Kowalski i Pozdzik
[1993]. Wykazali oni, ze znaczng frekwencje w zbiorowisku grzybowym (ponad 5%) na igtach
sosen osiagnety C. minus, C. ferruginosum, L. seditiosum, L. pinastri, S. polyspora oraz Anthostomella
Jformosa Kirschst. Kowalski i Pozdzik [1993] zaobserwowali, Ze czg¢$ciej niz igly pierwszoroczne
zasiedlane przez grzyby byly igly zeszloroczne oraz ze na zréznicowanie pod wzgledem jakoscio-
wym i ilo§ciowym zbiorowiska grzybowego wplyw miato takze potozenie igiet w obrebie korony
drzewa. Lophodermium pinastri, L. seditiosum i C. ferruginosum zasiedlaly igty pochodzace z dolnych
partii korony, natomiast A. formosa zasiedlatl igly szczytowych czesci koron drzew. Zbiorowisko
grzybowe z lesnictwa Wanda zblizone bylo do otrzymanego przez Kowalskiego i Pozdzika [1993].
Jedyng réznicg byt brak obecnosci A. formosa. Réznica ta moze wynikaé z miejsca pobrania ma-
terialu do badari (pochodzit on ze Srodkowe;j i dolnej czgsci korony).

7 kolei Marika i Lipiriska [1992] wykazaty, ze igly z mlodych sosen zwyczajnych z objawami
osutki zebrane wiosng, latem i jesienig byty zasiedlone gléwnie przez §. polyspora i Lophoderniium sp.
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Tabela 1.
Udziat [%] poszczegdlnych taksonéw w zbiorowisku grzybowym i liczebnosé grzybéw, izolatéw, taksonéw
oraz taksonéw grzybowych dla badanych préb (I-VI) i kontroli (K)

Frequency (Udzial [%]) of individual taxa in fungi community as well as total number (Liczebnos¢) of
fungi, isolates, taxa and fungi taxa for analysed test designations (I-VI) and control (K)

I II I11 IV A% VI K
Udziat
Ascomycota sp. 0,13 0,24 0,65 0,37 8,36 0,39 1,54
Beauveria bassiana (Bals. Criv.)
Vuill. 1912 2,45 12,32 16,60
Cenangium ferruginosum Fr. 1818 7,29 3,36 1,43 10,05 0,16 0,54 2,31
Epicoccum nigrum Link 1816 0,01 0,04 0,03 0,03 0,95 1,54

Lophodermium pinastri (Schrad.)
Chevall. 1826

Lophodermium seditiosum Minter,
Staley & Millar 1978

Cyclaneusma minus (Butin)
DiCosmo, Peredo & Minter 1983
Sydowia polyspora (Bref. & Tavel)
E. Miill. 1953

Ascomycota razem 99,60 9920 9957 9873 9588 98,38 98,46
Ascomycota in total

Basidiomycota 0,10 003 007 003 018 008 077
Niehodowalny grzyb 024 030 021 101 248 154 077
Uncultured fungi
Plantae 0,01 0,01 0,06

Brak sekwencji w bazie NCBI

No sequence in NCBI database 0,06 Uit 0,085 L 0

67,86 7748 5381 4371 4615 7650 69,23
033 009 002 2024 010 069 231
1902 12,67 30,09 2036 1211 1418 17,69

3,95 0,05 0,08 2,40 9,15 0,62

Liczebnosé

Grzyk?y 20389 4089 50363 5906 8902 1298 130
Fungi
Izolaty 20402 41090 5043 5919 9034 1298 130
Isolates
Taksony 55 38 74 43 66 31 13
Taxa
Takso.ny grzybowe 49 75 61 41 59 31 13
Fungi taxa

Tabela 2.

Wartosci indeksu Margalefa (DMg), indeksu réznorodnosci Shannona (H’), wskaznika réwnosci Shannona
(E), indeksu Simpsona (D) i indeksu Bergera-Parkera (d) dla badanych préb (I-VI) i kontroli (K)

Values of Margalef’s diversity index (DMg), Shannon’s diversity index (H’), Simpson’s diversity index (D),
Shannon’s evenness index (E) and Berger-Parker dominance index (d) for analysed test designations
(I-VI) and control (K)

I II III 1\Y Vv VI K
DMg 5,442 8,189 6,741 4,835 7,136 4,185 2,465
H’ 0,444 0,883 1,157 1,516 1,694 0,927 1,115
D 0,496 0,382 0,060 0,716 0,728 0,394 0,491
E 0,111 0,197 0,269 0,403 0,404 0,270 0,435

d 0,679 0,775 0,538 0,437 0,461 0,765 0,692
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Nie stwierdzono ich na iglach pierwszorocznych. §. polyspora odnotowano gléwnie na igtach
dwuletnich, a Lophodermium sp. na trzyletnich. Grzyby rodzaju Lophodermium dominowaty
w zbiorowisku latem, a §. polyspora jesienig [Marika, Lipiiska 1992]. W niniejszych badaniach
stwierdzono obecno$¢ . polyspora i Lophodermium sp., jednak nie potwierdzono, Ze jesienig
dominuje 8. polyspora [Marika, Lipifiska 1992], gdyz w otrzymanych zbiorowiskach dominowat
rodzaj Lophodermium.

Kowalski i Majka [1989] wykazali, Ze w procesie zakazania istotng rol¢ odgrywal wiek drzew.
Analizujgc preferencje badanych gatunkéw grzybéw, stwierdzili oni, ze C. minus zasiedlal gléw-
nie igly sosen w uprawach mig¢dzy 6 a 10 rokiem Zycia drzew i nie zakazat on igiet pierwszego
rocznika. Lophodermium pinastri dominowat w zbiorowisku igiet sosen w wieku od 3 do 5 lat, infe-
kujac trzyletnie igly. Lophiodermum seditiosum rzadko infekowat sosny w uprawach, lecz 4 razy cz¢s-
ciej byt stwierdzany w iglach siewek. Kowalski i Majka [1989] zauwazyli réwniez, ze L. seditiosum
sporadycznie zasiedlal igty razem z L. pinastri, natomiast stwierdzili wspétwystgpowanie L. pinastri
i C. minus, co potwierdzajg réwniez wyniki badan opisanych w niniejszym opracowaniu. Potwier-
dzono tez prawidlowosé dotyczaca preferencji wspétwystepowania, thumaczacg znaczny udziat
L. pinastri i C. minus, a nizszy L. seditiosum. Wyniki otrzymane przez Kowalskiego i Majke [1989]
dowodzg bogactwa i ré6Znorodnosci organizméw grzybowych wystepujacych zaréwno na igtach
zywych, jak i martwych. Wykazali oni réwniez, ze zaréwno zywe, jak i martwe igly charaktery-
zujg sie typowymi dla siebie zespotami licznie wystgpujacych grzybéw oraz takimi, ktére stwier-
dza si¢ dos¢ rzadko. Stwierdzili, ze najistotniejszymi gatunkami grzybéw powodujgcych osutki
sq L. seditiosum i C. minus. Lophiodermum pinastri, cho¢ jest powszechnie spotykany, to ze wzgledu
na preferencje do zasiedlania igiel trzeciego rocznika zostat zaklasyfikowany do patogenéw
o mniejszej roli w powstawaniu choroby niz wspomniane wyzej gatunki. Spostrzezenia Kowal-
skiego i Majki [1989] pokrywaja si¢ z uzyskanymi wynikami zréznicowania frekwencji grzybow,
poniewaz dominujgcym gatunkiem byt L. pinastri, kt6ry cho¢ wystepuje powszechnie z C. minus,
to znaczgco przewyzsza go liczebnoscig. Znacznej frekwencji L. pinastri mozna spodziewaé sig¢
w iglach trzeciego rocznika — biorgec pod uwage miejsce zbioru igiet, potwierdzono powyzszg
zaleznosc.

Wsréd interesujgcych taksonéw grzybowych stwierdzonych w wyniku przeprowadzonej ana-
lizy, lecz wystgpujacych w sladowych ilosciach, mozna wymienié Aureobasidium pullans (de Bary
& Lowenthal) G. Arnaud, Alternaria alternaria (Fr.) Keissl. i Epicocum nigrum. Wedtug Kowal-
skiego i Pozdzika [1993] gatunki te charakteryzujg si¢ epifitycznym i kosmopolitycznym trybem
zycia. Zasiedlajg powierzchniowe warstwy organéw roslin. Szczegélnie gdy dochodzi do uszko-
dzenia igiet w wyniku dziatalnosci owadéw, gatunki te majg mozliwos¢ wniknigcia do $rodka
igly i wéwczas uznawane sg za endofity. Podobng zaleznos¢ wykazuje S. polyspora, réwniez
stwierdzony w przeprowadzonej analizie.

Beauveria bassiana wywotuje u owadéw chorobg nazywang biatg muskarding. Ma on duzy zasicg
wystepowania i duzg liczbg zywicieli. Poraza owady z rodzin Lepidoptera, Coleoptera i Hemiptera
oraz z Diptera i Hymenoptera, a w glebie wystepuje jako saprofit [Zukowski, Bajan 1996]. Obec-
nos¢ grzyba B. bassiana na iglach sosen moze wigzad si¢ z wyst¢powaniem na sosnach, z ktérych
pochodzit materiat owadéw, np. korowca sosnowego (Aradus cinnamomeus Panz.). Beauveria bassiana
jest przydatny do zwalczania tego szkodnika [Dobrowolski, Popowska-Nowak 1999].

W wyniku przeprowadzonej analizy stwierdzono niewielkg frekwencj¢ taksonéw z krélestwa
roslin: sosny zwyczajnej i pochrzynu chifiskiego Dioscerea polystachya, ktéry jest obcym gatun-
kiem dla flory naszego kraju. Jego obecnosé w analizowanym zbiorowisku moze wynikac z btedu
powstatego w trakcie analiz lub z bl¢dnie zdeponowanej sekwencji w bazie danych NCBI.
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Wyniki sekwencjonowania bazujg gléwnie na podobieristwie otrzymanych sekwencji do zdepo-
nowanej wezes$niej sekwencji referencyjnej. Bledy mogg byé powodem wezesniejszej, Zle prze-
prowadzonej identyfikacji.

Dotychczasowe metody identyfikacji zbiorowiska grzybowego oparte byly na morfotypowaniu
(tzw. metoda klasyczna), reakcjach biochemicznych oraz metodach molekularnych, takich jak klo-
nowanie, trawienie restrykeyjne i sekwencjonowanie Sangera. Od lat 80. ubiegtego wieku coraz
wigksze zastosowanie w okreslaniu zbiorowisk mikroorganizméw maja metody biologii moleku-
larnej, w tym coraz cz¢sciej metody sekwencjonowania drugiej oraz trzeciej generacji okreslane
jako sekwencjonowanie nowej (nastgpnej) generacji — NGS (ang. Next-Generation Sequencing).
Identyfikacja grzybéw metodami klasycznymi jest uzalezniona od hodowli iz vitro, ktéra dla wick-
szo$ci mikroorganizméw nie jest mozliwa, natomiast metody molekularne umozliwiajg identy-
fikacje bezposrednio z pobranego materiatu. Sekwencjonowanie NGS umozliwia identyfikacje
duzej liczby taksondéw. Zastosowanie metody opartej o system Illumina gwarantuje wysoki poziom
doktadnosci i niezawodnosci. W otrzymanym zbiorowisku ponad 90% taksonéw zidentyfikowano
do rodzaju lub gatunku. Doktadna klasyfikacja taksonomiczna otrzymana w powyzszych bada-
niach byla wyzsza niz podawana przez Ovaskainena i in. [2013] oraz Kubartova i in. [2012] -z za-
stosowaniem sekwencjonowania metodg 454 uzyskali oni 40% sekwencji niezidentyfikowanych,
nawet do poziomu rodzaju.

Whnioski

# Potwierdzono obecnos¢ grzybéw powodujacych osutki. Wsréd nich najwickszg frekwencije
osiagnety grzyby Lophodermium pinastri i Cyclaneusma minus. Byty to grzyby dominujace w zbio-
rowisku. Frekwencja L. seditiosum byla znacznie nizsza od dwéch pozostatych.

# W badaniach stwierdzono réwniez niewielki udzial Cenangium ferruginosum, grzyba zwigza-
nego z zamieraniem pgdéw sosny.

# Metoda NGS jest skuteczna w okreslaniu ilosciowego i jakosciowego sktadu zbiorowiska
grzybéw.
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