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Abstract. The aim of this study was to evaluate the biodiversity of fungi, found
in the dead wood of pine. The material for the study was divided into three individual
stages of wood decomposition. The analysed wood samples were obtained from two
areas in managed forest and protected area. Fungal communities were selected using
a molecular method, which based on polymerase chain reaction (PCR), cloned and
sequenced by Sangar. The results have shown that the species composition of fungi
communities was varied, depending on the stage of wood decomposition. The most
numerous was phylum Ascomycota.

WSTEP

Drzewa i drewno sa siedliskiem zycia wielu organizméw zywych. Martwe
drewno stanowi istotny element niezbedny dla istnienia ponad 1500 gatunkoéw
grzybow, 1300 gatunkow owadow 1 okolo 100 gatunkoéw zwierzat kregowych
[Bobieci in. 2005]. Prawie 90% gatunkow grzybow wystepuje wytacznie w lasach
(lub takze w lasach). Okoto 40% gatunkow grzybdw rozktada drewno na réznych
etapach jego biodeterioracji [Grzywacz 2008]. Istnieje przekonanie, ze martwe
drewno daje zycie licznym organizmom tak dtugo, ile miato lat za zycia, 100-letnia
sosna — 100 lat, 200-letni dgb — 200 lat itd. [Grzywacz 2014]. Organizmy nalezace
do krolestwa grzybow sa nieodigcznym ogniwem w procesach dekompozycji
martwe] materii organicznej [Bartnik 2007]. Niektore gatunki grzybow
odpowiadajg za inicjacj¢ procesu dekompozycji drewna. Po nich pojawiajg si¢
kolejne gatunki, ktoére wnikaja w mocno roztozone drewno [Lakomy



11n. 2011]. Zbiorowisko grzybowe to pewna grupa grzyboéw wystepujacych razem
w okreslonej przestrzeni i czasie, jego sktad gatunkowy nie jest staty, zmienia si¢
wraz z uplywem czasu i przechodzeniem drewna w kolejne stopnie rozktadu. Sktad
gatunkowy zbiorowisk grzybow moze w duzej mierze zaleze¢ od kolejnosci
zasiedlania danych siedlisk [Ottosson 1 in. 2013]. Obecnos¢ bogatych w gatunki
zbiorowisk grzybéw na martwym lezagcym drewnie jest niezbedna dla
niezaktoconego krazenia materii w lesie. W odpowiednich warunkach ponad 20%
grzybow mikoryzowych, niezbgdnych dla prawidlowego rozwoju drzew,
kolonizuje martwe pnie [Franklini in. 1981]. Zagadnienie roli martwego drewna
w polskich lasach do niedawna nie stanowito priorytetowego zadania badawczego
[Solon 2002]. Aktualnie obowiazujgca Instrukcja Ochrony Lasu [2011]
zobowigzuje gospodarzy lasu do pozostawienia okreslonej ilosci martwego drewna
w lesie. Ponadto w gospodarce lesnej ktadzie si¢ coraz wigkszy nacisk na ochrone
organizmow saproksylicznych (w tym grzybow), co podkreslaja zobowigzania
podjete przez Polske (Konwencja Bernenska, Dyrektywa habitatowa) i co odgrywa
wazna role w zasadach certyfikacji [Czerepko 1in. 2014]. Zamiarom pozostawiania
martwego drewna w lasach gospodarczych powinny towarzyszy¢ wskazowki co do
jego ilo$ci oparte na badaniach naukowych. Zalecenia takie precyzowane sa rzadko
1 oparte sg zazwyczaj na trosce o los pojedynczych gatunkdéw ptakow lub owadow.
Badania naukowe z zakresu mykologii wykonywane sg sporadycznie i1 lokalnie
[Kwasna 1 in. 2016a]. Aktualnie problem martwego drewna i1 grzybow, jakie je
zasiedlaja, byt poruszany mi¢dzy innymi przez Lakomego i in. [2011], Czerepko
1 in. [2014], Kwasng i in. [2017], Kwasng 1 in. [2016a,b], Pusza i in. [2017].
Natomiast na §wiecie temat martwego drewna 1 grzybow, ktore je zasiedlajg byt
poruszanym. in. przez Jonsson 1 in. [2008], Nordén 1 in. [2013], Ottosson [2013],
Rajala 1 in. [2010, 2015], Valentin 1 in. [2015]. W celu okreslania sktadu
gatunkowego grzybow w S$rodowisku naturalnym wykorzystuje si¢ metody
klasyczne oraz metody techniki biologii molekularnej. Dotychczasowe badania
zbiorowisk grzyboéw oparte na morfotypowaniu pomijaty mikrogrzyby, ktore
réwniez petnig znaczaca role w rozktadzie drewna. Podstawowg metoda biologii
molekularnej jest tancuchowa reakcja polimerazy (ang. Polymerase Chain
Reaction- PCR). Jednak coraz czgsciej wykorzystuje si¢ sekwencjonowanie nowe;j
(nastgpnej) generacji (NGS), ktére pozwala na prowadzenie rownocze$nie wielu
sekwencjonowan, co skutkuje znacznym przyspieszeniem procesu analizy
[Behnke-Borowczyk i in. 2012]. Najnowsze wyniki badan dotyczace identyfikacji
zbiorowisk grzybowych wystepujacych na martwym drewnie opierajg si¢ wiasnie
na sekwencjonowaniu nowej generacji (NGS) [Horisawaiin. 2017, Vazi in. 2017].
Biorgc pod uwagg istote powyzszego zagadnienia, celem naszej pracy bylo
podjecie proby okreslenia gatunkowego sktadu zbiorowisk grzybéw
rozktadajacych drewno sosny zwyczajnej, przy uwzglednieniu réznic w trzech
stopniach rozkladu drewna oraz poznanie zbiorowisk grzybow w drzewostanie
gospodarczym rezerwacie wykorzystujagc metody molekularne. Przyjeto,
ze zbiorowisko grzybow w martwym drewnie sosny zwyczajne] bedzie rdzne
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w kazdym badanym stopniu rozkladu drewna, ze wzgledu na rézne preferencje
pokarmowe wystepujacych na nim grzybow (i). Zbiorowisko grzybéw w martwym
drewnie sosny zwyczajnej pochodzacym z rezerwatu bedzie bardziej zréZznicowane
niz w martwym drewnie pochodzacym z drzewostanu gospodarczego (i1).
W zbiorowisku grzybowym martwego drewna sosny zwyczajnej bedag dominowaty
gatunki saproksylistyczne (iii). Biorgc pod uwage konieczno$¢ pozostawiania
martwego drewna w lasach, realizacja powyzszych celow przyczyni si¢ do
wypracowania skuteczniejszych zasad gospodarowania. Pozwoli na uzyskanie
kompromisu miedzy potrzebami gospodarki lesnej i ochrony przyrody oraz
wplynie na decyzje zwigzane z okresleniem ilosci pozostawianego martwego
drewna w lasach gospodarczych.

MATERIALY I METODY

Analizowane proby pochodzily z dwoch powierzchni w Nadle$nictwie
Torzym (52°31'N, 15°08'E). Proby martwego drewna pobrano z 87-letnich
drzewostandow sosny zwyczajnej. Proby pobrano w pazdzierniku 2014 roku
z drzewostanu gospodarczego (P3; dziewig¢ préb z pniakow, cztery proby z kiod
1trzy z galezi) 1 z rezerwatu przyrody Dolina Ilanki (P4; cztery proby z pniakow,
dziesie¢ prob z ktod 1 cztery z galezi). Proby drewna pobrano metodg tradycyjng (za
pomocg uprzednio sterylizowanych wiertet wkretarki akumulatorowej),
mechaniczne oddzielajac fragmenty drewna. Okreslono stopien rozktadu drewna
pobranych prob wedtug Huntera [1990]. Drewno w pierwszym stopniu rozktadu nie
wykazywalo zmiany struktury, jego barwa byta naturalna (1-3 lat od zamarcia).
W drugim stopniu rozktadu barwa drewna byta jasniejsza, drewno byto bardziej
migkkie 1 mniej trwate (30% drewna z objawami rozktadu, 5-20 lat od zamarcia).
Struktura drewna w trzecim stopniu rozktadu wykazywata znaczny rozklad, a jego
barwa przyjmowata odcien od bragzowego do ciemnobrunatnego (ponad 30%
drewna z objawami rozktadu, catkowite wykruszenie kory, 20-30 lat od zamarcia).
Pobrane proby transportowano w papierowych torbach, a nastgpnie
przechowywano je w chtodni.

Pobrane proby zmielono w mtynku kriogenicznym SPEXTM Sample Prep TM
Freezer/MillTMTM w Instytucie Dendrologii PAN w Korniku. Do izolacji DNA
z prob wykorzystano zestaw Plant Genomic DNA Purification (Thermo Scientific)
wedtug instrukcji producenta. Amplifikacj¢ regionu ITS 1/2 r DNA
przeprowadzono z wykorzystaniem starterow specyficznych dla grzybow: ITS1-F
(5' CTTGGT CAT TTA GAG GAA GTAA 3') [Gardes, Bruns 1993] oraz ITS4 (5'
TCC TCCGCT TAT TGA TAT GC 3") [White 1 in. 1990]. Kazda z mieszanin
reakcyjnych PCR(25 pl) byta ztozona z: 12,5 ul PCR Mix (A&A Biotechnology,
Gdynia), 0,2 ul kazdego ze starterow, 1,5 pl oczyszczonego oraz rozcienczonego
DNA s$rodowiskowego oraz 10,6 ul wody. Reakcje amplifikacji przeprowadzono
w termocyklerze Biometr (Gradient). Warunki reakcji obejmowaty: denaturacje
wstepng w 94°C trwajacg 10 min., nastepnie 35 cykli obejmujacych denaturacje,



annealing 1 elongacje: 94°C trwajacg 30 s, 42°C przez 1min., 72°C przez 2 min.
(odpowiednio). Koncowa elongacja odbywata si¢ w 72°C przez 10 min. W 1% zelu
agarozowym barwionym przez Midori Green Advance DNA (Genetics) dokonano
wizualizacji powstatego produktu amplifikacji. Produkty PCR oczyszczono
stosujac GeneJET Genomic DNA Purification Kit (Thermo Scientific). Proby
klonowano, uzywajac pGEM-T Easy. Wyroste kolonie poddano wstepnej selekcji
na pozywce X-gal. Biate kolonie przeniesiono do 150 pul 10 mMTris o pH 8,0
1 gotowano przez 10 min. w temperaturze 100°C, po czym odwirowano.
Przeprowadzono ponowie PCR (warunki jak wyzej). Dlugo$¢ otrzymanego
produktu wynosita 450-650 par zasad (pz). Nastgpnie przeprowadzono druga
selekcje z wykorzystaniem metody polimorfizmu dilugosci fragmentow
restrykcyjnych (RFLP). Uzyto dwoch enzymow reakcyjnych: Hhal oraz BsuRI
[Behnke-Borowczyk, Kwasna 2016]. Trawienie przebiegato w temp. 37°C przez 12
godzin. Efekt trawienia zwizualizowano w 3% zelu agarozowym (2% agarozy
reakcyjnej oraz 1% agarozy klasycznej) zabarwionym barwionym Midori Green
Advance DNA (Genetics). Dla kazdej biblioteki wzorzec trawienia zostat
porownany z markerami wielkosci (GeneRuler 100bp DNA Ladder, Thermo
Scientific). W analizie nie brano pod uwage prazkow o dlugosciach mniejszych niz
80 pz, gdyz mogg one reprezentowac dimery starterow. Klony o takich samych
wzorach trawienia dwoma enzymami zaliczono jako jedng operacyjng jednostke
taksonomiczng — OTU (ang. operational taxonomic unit). Zalozono, ze klony ktére
wchodzg w sktad jednego OTU w indywidualnej bibliotece symbolizujg ten sam
takson. Reprezentowane klony poddano oczyszczeniu i sekwencjonowaniu przy
pomocy metody Sangera w Centrum Badan DNA (Poznan). Otrzymane sekwencje
zmodyfikowano przez obcigcie koncow, ktore zawieraly btedy. Przy uzyciu
algorytmu BLAST dokonano poréwnania sekwencji z sekwencjami
referencyjnymi z bazy danych NCBI [http://www.ncbi.nlm.nih.gov/].
Identyfikacje sekwencji wykonano do rangi najnizej mozliwego taksonu.

WYNIKI

W analizowanych probach potwierdzono obecnos¢ grzybdéw z gromad:
Basidiomycota 1 Ascomycota. Gromad¢ Ascomycota reprezentowaly grzyby
rzedow: Helotiales, Saccharomycetales, Chaetothyriales, Rhytismatales,
Saccharomycetales. Natomiast gromad¢ Basidiomycota: Agaricales, Boletales,
Russulales, Dacrymycetales, Tremellales oraz Trechisporales. W zbiorowisku nie
stwierdzono obecnos$ci Zygomycota.

W pierwszym stopniu rozktadu zidentyfikowano 5 taksondéw grzybow
nalezacych do gromady Ascomycota i1 3 taksony grzybéw z gromady
Basidiomycota. W drugim stopniu rozktadu zidentyfikowano 6 taksonow grzybow
z gromady Ascomycota, jeden takson grzyba z gromady Basidiomycota 1 grzyb
nichodowalny oraz 24 grzyby z brakiem sekwencji w bazie danych. W trzecim
stopniu rozkladu zidentyfikowano po cztery taksony 1 grzybdéw nalezacych
zaré6wno do gromady Ascomycota, jak 1 Basidiomycota.
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Tab. 1. Procentowy udziat taksonow grzybowych w zbiorowisku, (ktérych udziat

przekraczat 1%).

Takson

P3

P4

I stopien
rozktadu
(36)

IT stopien
rozkladu
Q4"

I
stopien
rozktadu
(28)°

II
stopien
rozktadu
47

III
stopien
rozktadu
92)"

Gromada Ascomycota

Ascomycota sp.

55,6

21,4

8,52

Ascomycota sp. (ze $ciotki)

8,4

2,13

Cadophora sp.

42,81

Leotiomycetes sp.

Candida nitratophila (Shifrine
& Phaff) S.A. Mey. & Yarrow
1978

5,6

Hyaloscypha aureliella (Nyl.)
Huhtinen 1990

Pseudeurotium bakeri C. Booth
1961

2,2

Rhinocladiella atrovirens Nannf.
1934

2,8

17,9

Rhytismataceae sp.

4,26

Scheffersomyces ergatensis
(Santa Maria) H. Urbina & M.
Blackw. 2013

26,9

Sordariomycetes sp.

33

Sugivamaella paludigena
(Golubev & Blagod.) H. Urbina
& M. Blackw. 2013

32,5

Xenopolyscytalum pinea Crous
2010

7,2

Gromada B

asidiomycota

Armillaria ostoyae (Romagn.)
Herink 1973

5,6

Cerinomyces canadensis (H.S.
Jacks. & G.W. Martin) G.W.
Martin 1949

19,5

21,6

Peniophora pini (Schleich.)
Boidin 1956

3,6

Rhodotorula sp.

1,1

Serpula himantioides (Fr.) P.
Karst. 1884

2,8

73,11

Tremella giraffa Chee J. Chen
1998

1,1

Trechisporales sp.

3,2

Niehodowalny grzyb

10,65

Brak sekwencji w bazie danych
NCBI

*liczba klonow w probie
Zrodto: Opracowanie wlasne.




W drzewostanie gospodarczym (P3) w pierwszym stopniu rozktadu
zidentyfikowano grzyby nalezace do gromady Ascomycota sp. i Ascomyscota ze
sciotki, Candidanitratophila, Cerinomyces canadensis, Rhinocladiella atrovirens
oraz Armillaria ostoyae, Serpulahimantioides. Natomiast w rezerwacie (P4)
w pierwszym stopniu rozktadu drewna wykryto nastepujace taksony grzybow:
Ascomycota sp., Cadophora sp., R. atrovirens 1 Xenopolyscytalum pinea (tab. 1).
Taksonami wspolnymi dla pierwszego stopnia rozktadu drewna w drzewostanie
gospodarczym 1 rezerwacie byly grzyby nalezace do Ascomycota sp. oraz
R. atrovirens (tab. 1).

W drugim stopniu rozktadu w drzewostanie gospodarczym zidentyfikowano:
Hyaloscypha aureliella, Leotiomycetes sp., Rhytismataceae sp. Ascomycota sp.,
Ascomycota sp. (ze $ciotki) oraz Rhytismataceae sp. W tym przypadku stwierdzono
takze sekwencje, dla ktérych nie odnaleziono sekwencji referencyjnych w bazie
danych NCBI. Natomiast w drugim stopniu rozktadu drewna sosnowego
z rezerwatu wyrdzniono obecno$¢ grzybow nalezacych do Ascomycota sp.
1 Ascomycota ze $cidtki, Rhytismataceae sp., Serpula himantioides 1 nichodowalne
grzyby. Taksonem wspolnym dla drugiego stopnia rozkladu drewna sosen
z drzewostanu gospodarczego i rezerwatu byt Rhytismataceae sp. (tab. 1).

W trzecim stopniu rozktadu drewna, ktorego proby pochodzity tylko
z rezerwatu zidentyfikowano C. canadensis (Pseudeurotium bakeri), Rhodotorula
sp., Scheffersomyces ergatensis, Sordariomycetes sp., Sugiyamaella paludigena,
Tremella giraffa, Trechisporales sp.

Taksonami, ktore stwierdzono zaré6wno w zbiorowisku grzybow
obejmujacych drewno sosen zwyczajnych z drzewostanu gospodarczego jak
1 rezerwatu byly: Ascomycota sp., Ascomycota sp. ze sciotki, C. canadensis,
R. atrovirens, Rhytismataceae sp. oraz S. himantioides.

DYSKUSJA

Przestanka do pozostawiania martwego drewna w lesie jest potrzeba zadbania
o siedlisko zycia dla okreslonych gatunkow. Wtasciwe gospodarowanie martwa
materig organiczng w lesie jest jednym z zadan wspodtczesnego wielofunkcyjnego
le$nictwa. Stad tez podejmowane sg badania naukowe, ktore wskazuja na potrzebe
pozostawiania martwego drewna, ktore stanowitoby siedlisko zycia grzybow
[Kwasna i in. 2016a; 2017]. Martwe drewno jest waznym elementem ekosystemu
stwarzajacym warunki rozwoju wielu mikroorganizmow. Warunkuje ono
prawidlowe odnowienie lasu, szczegdlnie na siedliskach hydrogenicznych
1 gorskich [Zielonka 2006].

Drewno sosny posiada 4 klas¢ naturalnej odpornosci na grzyby (norma DIN
EN 350-2). Grzyby powoduja ubytek jego masy [Krajewski, Witomski 2005;
Fukasawa 1 in. 2011]. Basidiomycota rozkladaja drewno bardziej intensywnie niz
Ascomycota 1 Zygomycota. Ubytek masy zalezy od stopnia rozktadu drewna
1 wilgotno$ciowych preferencji grzybéw wystepujacych w sukcesji [Kwasna
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11n., 2016a]. Zbiorowisko grzybow w martwym drewnie sosny zwyczajnej byto
rozne w kazdym badanym stopniu rozktadu drewna. Wykorzystujac metody
molekularne do analizy zbiorowiska grzybowego w drewnie sosen zwyczajnych
w roznych stopniach rozktadu drewna wykryto 29 taksonow grzybdéw. W drewnie
z rezerwatu najwigksza réznorodnoscig gatunkowa cechowat si¢ pierwszy stopien
rozktadu drewna, natomiast na powierzchni uzytkowanej gospodarczo, drugi
stopien rozktadu drewna. W przypadku zastosowania metody klasycznej
zaobserwowano odwrotng zalezno$¢ [Kwasna i in. 2016a]. Podobnie jak Kwasna
1 in. [2016a,b] stwierdziliSmy liczng grupe grzybdéw nalezacych do gromady
Ascomycota w poczatkowych stadiach rozktadu drewna. Z drewna sosny
zwyczajnej 1 innych iglastych wyizolowano najwigcej taksonéw nalezacych do
Ascomycota, potwierdzaja to inne wyniki badan nad grzybami endofitycznymi
[Giordanoi in. 2009; Menkis 1 in. 2006]. W pierwszym stopniu rozktadu drewna
pochodzacego z obu badanych powierzchni stwierdzono wystgpowanie 9 taksonow
grzybow, z czego tylko trzy taksony byly taksonami wspdlnymi dla martwego
drewna sosny na obu powierzchniach. W rezerwacie stwierdzono wystepowanie
tylko pigciu taksonoéw grzybow, z czego w zbiorowisku dominowal rodzaj
Cadophora, a nastgpnie Ascomycota sp, a w lesie gospodarczym Ascomycota sp.
W drugim stopniu rozkladu drewna stwierdzono wystepowanie 15 taksonow
grzybow. W zbiorowisku grzybow w lesie gospodarczym nie stwierdzono
wystepowania taksonow dominujacych, natomiast w rezerwacie w zbiorowisku
dominowal Serpula himantioides. Z badan Kwasnejiin. [2016b] wynika, ze grzyby
z gromady Basidiomycota w kazdym stadium rozktadu wyst¢powaty rzadziej niz
Ascomycota, czego nie potwierdzajg nasze wyniki badan. W martwym drewnie
Quercus robur L., ktore uleglo najszybszemu rozkltadowi w badaniach
prowadzonych przez van der Wali in. [2015] w 95% zbiorowisko grzybow sktadato
si¢ z taksonow nalezacych do Ascomycota. Przyjmuje si¢, ze Basidiomycota majg
wieksza réznorodno$¢ enzymow niz Ascomycota 1 powoduja szybszy rozktad
drewna niz workowce [Osono 2003]. Jednak wyniki van der Wal 1 in. [2015]
wskazuja, ze Ascomycota moga szybciej rozklada¢ drewno debu niz
Basidiomycota. Na istotne znaczenia grzybow z gromady Ascomycota
w naturalnym rozktadzie drewna wskazuje Boddy i in. [1989]. Istnieje
prawdopodobienstwo, ze grzyby z gromady Ascomycota zastgpity podstawczaki,
ktore szybciej roztozyly drewno. Zdolnos¢ 1 tempo rozkladu drewna przez
workowce powinno by¢ kontynuowane w kontrolowanych warunkach [van der
Waliin. 2015].

Zbiorowisko grzybéw w martwym drewnie sosny zwyczajnej pochodzacym
z rezerwatu byto bardziej zréznicowane niz w martwym drewnie pochodzacym
z drzewostanu gospodarczego. W drewnie sosen z rezerwatu liczba gatunkow
grzybéw w zbiorowisku wzrastala wraz z rosngcym stopniem rozkladu,
a w drzewostanie gospodarczym malata, co odbiega od wynikéw otrzymanych
przez Kwasng 1 in. [2016b], gdzie liczba taksonow poczatkowo wzrastata,
a nastepnie malala. W trzecim stopniu rozkladu drewna z drzewostanu



gospodarczego nie powiodta si¢ préba amplifikacji produktu PCR. Moze wynikaé
to z braku DNA grzybowego komplementarnego dla wykorzystanych starterow
albo postepujacej sukcesji 1 wycofywaniu si¢ grzybdw z roztozonego juz przez nie
materiatlu, a takze o mniejszej bior6znorodnosci martwego drewna pochodzacego
z drzewostanu gospodarczego.

Obecnie pojecie organizmow saproksylistycznych stosowane jest takze dla
grzybow uczestniczacych w dekompozycji martwego drewna i obiegu materii
organicznej w przyrodzie [Persianii i in. 2010, Stokland 1 in. 2012]. W zbiorowisku
grzybowym martwego drewna sosny zwyczajnej dominowaty gatunki
saproksylistyczne. Wyniki powyzszych badan wskazaty najwyzsza frekwencje
grzybow gromady Ascomycota w pierwszym stopniu rozktadu drewna. Grzyby z tej
gromady powodujg szarg zgnilizn¢ drewna, przy czym rozktad drewna w tym
przypadku jest procesem dtugotrwalym [Eaton Hale 1993], a grzyby te uznawane sg
za kolonizatorow wtornych 1 pojawiaja si¢ w ostatnich fazach rozktadu drewna
[Fukasawa 1 in. 2011]. Jednak otrzymane wyniki badan nie potwierdzaja tego
zalozenia. W pierwszym stopniu rozktadu drewna z rezerwatu wykryto grzyby
rodzaju Cadophora, zaliczane do saprotrofow i pasozytow stabosci. Potwierdzono
ich wystgpowanie w drewnie sosny drugiego i pierwszego stopnia rozkladu
[Kwasna 1 in. 2016a,b]. W drugim stopniu rozkladu drewna w drzewostanie
gospodarczym stwierdzono wystepowanie Hyaloscypha aureliella, ktory zasiedla
iglaste drewno uzytkowe 1 lezaning [Huhtinen 1993]. W trzecim stopniu rozktadu
stwierdzono wystgpowanie grzybow rodzaju Rhodotorula, co $wiadczy
0 zaawansowanym procesie rozktadu drewna. W probach drewna sosny zwyczajnej
pobranych z obu powierzchni stwierdzono wystgpowanie saprotrofa Serpula
himantioides, ktory powoduje zgnilizne brunatng drewna [Lakomy, Kwasna 2008].
W drewnie z rezerwatu wystepowat licznie w drugim stopniu rozktadu (ponad 70%
frekwencji), natomiast w drewnie z drzewostanu gospodarczego stwierdzono jego
nieliczne wystepowanie w pierwszym stopniu rozktadu drewna. Serpula
himantioides zdominowal zbiorowisko grzybow w drugim stopniu rozkladu
drewna, jednak nie wykryto go w pierwszym i trzecim stopniu rozktadu. W trzecim
stopniu rozktadu drewna wykryto Tremella giraffa oraz grzyby rzedu
Trechisporales. W pierwszym stopniu rozktadu drewna z drzewostanu
gospodarczego 1 rezerwatu zidentyfikowano grzyba Rhinocladiella atrovirens,
ktory byt izolowany z drewna sosen zwyczajnych, ktore zamieraly lub zamarty
[Franceschini i in. 2000, Menkis i in. 2006]. Kwasna 1 in. [2006a] zidentyfikowali
ten gatunek w drewnie sosen, ktore przelegiwato co najmniej rok od $cigcia.
Wykazano takze obecnos¢ R. atrovirens w drewnie sosen w trzech pierwszych
stopniach rozktadu drewna [Kwasna 1 in. 2016b]. Peniophora pini zostat wykryty
w pierwszym stopniu rozktadu drewna sosny z rezerwatu. Wystepowanie tego
grzyba w pierwszym stopniu rozktadu drewna sosny zostatlo potwierdzone
w Nadlesnictwie Torzym [Kwasna i in. 2016b] oraz w starych gateziach i konarach
w Nadles$nictwie Jedwabno [Kwasnaiin. 2016a].
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Oprocz grzybow saproksylistycznych w martwym drewnie sosny
zwyczajnej stwierdzono takze wystepowanie patogenéw. Moze to stanowi¢ pewien
problem w lasach gospodarczych, w ktorych nalezy pozostawia¢ martwe drewno.
Na przyktad lezace galezie sosnowe moga by¢ zagrozeniem przy szkodtkach lesnych
jako miejsce namnazania si¢ grzybow odpowiedzialnych za wiosenng osutke sosny
(Instrukcja ochrony lasu 2011 — cz. 1I1.B.6.1.1.1) badZz zamieranie p¢déw sosny
(Instrukcja ochrony lasu 2011 — cz. I11.B.6.1.1.4) [Referowska-Chodak 2014].
W pierwszym stopniu rozktadu drewna z drzewostanu gospodarczego stwierdzono
wystepowanie Armillaria ostoyae, ktora zidentyfikowali rowniez Kwasna [2016b]
w drewnie martwych sosen w pierwszym stopniu rozktadu drewna. Patogen ten ma
najwieksze znaczenie gospodarcze sposrod wszystkich opieniek wystepujacych w
lasach na terenie naszego kraju [Z6tciak 2003]. W drugim stopniu rozktadu wykryto
grzyby nalezace do klasy Leotiomycetes, do ktorej nalezy wiele groznych
patogenow. Kwasna 1 in. [2016b] zidentyfikowali grzyby nalezace do tej kasy
w drewnie sosny, wyrozniajac gatunki: Cenangium ferruginosum Botrytis
cinerea, Cadophora gregata, C. melinii, Phialocephala botulispora,
P. dimorphospora Therrya fuckelii. W drugim stopniu rozktadu drewna na obu
powierzchniach badawczych stwierdzono obecnos$¢ grzybow nalezacych do
rodzaju Rhytismataceae, ktory nalezy rowniez do klasy Leotiomycetes.

Aby wskazac¢ nie tylko ilo$ciowy, ale 1 jakosciowy udziat poszczegolnych
gatunkow grzybow w danym zbiorowisku nalezatoby wykorzysta¢ dodatkowe
metody ich identyfikacji. Do okreslenia petnego spektrum zbiorowisk grzybow
z prob srodowiskowych nalezy zastosowac kilka metod identyfikacji. Wyniki
otrzymane metodg molekularng nie wykluczaja btedéw. Wyniki sekwencjonowania
bazuja gldéwnie na podobienstwach sekwencji poddawanych badaniu do zalozone;
wczesnie] sekwencji referencyjnej. Bledy mogg by¢ powodem wczesniejszej, zle
przeprowadzonej identyfikacji [Bridge 1 in. 2003]. Duza liczba sekwencji,
szczegolnie bakteryjnych, opisana jest jako organizmy niechodowalne [Kwasna i in.
2008], co potwierdza fakt, iz 10,65% grzyboéw w zbiorowisku drugiego stopnia
rozktadu drewna w rezerwacie zidentyfikowaliémy jako grzyb niehodowalny,
natomiast 1% w tym samym stopniu rozkladu drewna sosen z drzewostanu
gospodarczego brakowato sekwencji w bazie danych NCBI.

PODSUMOWANIE

Analizujac otrzymane wyniki, stwierdzono ro6zne pod wzglgdem
gatunkowym zbiorowiska grzybow wystepujace na drewnie o ré6znym stopniu
rozktadu. W poszczegolnych stopniach rozktadu drewna stwierdzono zbiorowiska
grzybowe o rdéznym skladzie gatunkowym. Najwieksze zrdznicowanie
zaobserwowano w pierwszym i drugim stopniu rozktadu drewna. Pozostawianie
martwego drewna w drzewostanie przyczynia si¢ do zwiekszenia bioréznorodnos$ci
grzyboéw w Srodowisku lesnym. Martwe drewno w kazdym stopniu rozkladu jest
srodowiskiem zycia dla grzybow, w tym takze dla patogenow. W efekcie martwe



drewno sprzyja bioréznorodnosci, ale zarazem moze stanowi¢ zagrozenie dla
drzewostanu. W przypadku wystapienia warunkow sprzyjajacych dla wystapienia
choroby moze ono stanowi¢ zrddlo infekcji. Potwierdzono skuteczno$¢
zastosowania metod molekularnych do identyfikacji sktadu jakos$ciowego
zbiorowiska grzybow wystepujacych na martwym drewnie oraz do okre$lania
zréznicowania gatunkowego grzybow. Wyniki powyzszych badan wskazujg na
konieczno$¢ podjecia dalszych badan dotyczacych zbiorowisk grzybowych
zasiedlajacych martwe drewno oraz na potrzebe podejmowania dziatan zwigzanych
zinwentaryzacja martwego drewna pozostawianego w lesie.
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STRESZCZENIE

Drewno jest siedliskiem zycia wielu organizméw. Grzyby sa nieodtacznym ogniwem
w procesach dekompozycji martwej materii organicznej. Niektore gatunki grzybow inicjuja
proces dekompozycji drewna, po nich pojawiaja si¢ kolejne, ktére wnikaja w juz rozlozone
drewno. Sktad gatunkowy zbiorowisk zalezy od kolejnosci zasiedlania danych siedlisk. Celem
pracy byto okreslenie gatunkowego sktadu zbiorowisk grzybow rozkladajacych drewno sosny
zwyczajnej, przy uwzglednieniu réznic w trzech stopniach rozktadu drewna oraz poznanie
zbiorowisk grzybow w drzewostanie gospodarczym i rezerwacie, wykorzystujac metody
molekularne. Przyjeto, ze zbiorowisko grzybow bedzie rézne w kazdym badanym stopniu
rozktadu drewna, zbiorowisko grzybow w martwym drewnie sosny zwyczajnej z rezerwatu
bedzie bardziej zroznicowane niz z drzewostanu gospodarczego, w zbiorowisku grzybowym
beda dominowaly gatunki saproksylistyczne. Analizowane proby pochodzity z drzewostanu
gospodarczego (P3; dziewie¢ prob z pniakow, cztery proby z ktod i trzy z gatezi) 1 rezerwatu
przyrody Dolina Ilanki (P4; cztery proby z pniakow, dziesig¢ prob z kiod i cztery z gatezi)
w Nadles$nictwie Torzym (52°31'N, 15°08'E). Okreslono stopien rozktadu drewna pobranych
prob wedtug Huntera. Pobrane proby zmielono w miynku kriogenicznym. Do izolacji DNA
wykorzystano zestaw Plant Genomic DNA Purification. Amplifikacje regionu ITS 1/2 rtDNA
przeprowadzono z wykorzystaniem starterow: ITS1-F oraz ITS4. Otrzymane sekwencje
zmodyfikowano przez obcigcie koncow. Przy uzyciu algorytmu BLAST dokonano porownania
sekwencji z sekwencjami referencyjnymi z bazy danych NCBI. Identyfikacje sekwencji
wykonano do rangi najnizej mozliwego taksonu. W analizowanych prébach potwierdzono
obecnos¢ grzybow z gromad: Basidiomycota i Ascomycota. W pierwszym stopniu rozktadu
zidentyfikowano 5 taksonow grzybow z gromady Ascomycota i 3 z gromady Basidiomycota.
W drugim stopniu rozktadu zidentyfikowano 6 taksonéw grzybow z gromady Ascomycota, jeden
z gromady Basidiomycota i grzyb niechodowalny oraz 24 grzyby z brakiem sekwencji w bazie
danych. W trzecim stopniu rozktadu zidentyfikowano po cztery taksony i grzybow nalezacych do
gromady Ascomycota, jak 1 Basidiomycota. Taksonami, ktdre stwierdzono w zbiorowisku
grzybow drewna sosen z drzewostanu gospodarczego jak i w rezerwacie byty: Ascomycota sp.,
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Ascomycota sp. ze §ciotki, C. canadensis, R. atrovirens, Rhytismataceae sp. oraz S. himantioides.
Analizujac dotychczasowe wyniki badan nad martwym drewnem i wlaczajac w nie rezultat
powyzszych, postuluje si¢ pozostawianie martwego drewna w lesie w celu zwigkszania
bior6znorodnosci i stosowanie zarowno metody molekularnej jak i klasycznej w celu doktadnego
poznania zbiorowiska grzybdw, jakie zasiedla martwe drewno w lasach. Wyniki powyzszych
badan wskazuja na konieczno$¢ podjecia dalszych badan dotyczacych zbiorowisk grzybowych
zasiedlajacych martwe drewno oraz na potrzebg inwentaryzacji martwego drewna
pozostawianego w lesie.

SUMMARY

The aim of this study was to evaluate the biodiversity of fungi, found in the dead wood of
pine. The material for the study was divided into three individual stage of wood decomposition.
The analysed wood samples were obtained from two areas. In the first area, normal forest
operations were practiced (P3; 9 samples for stamps, 4 samples from logs and three from
branches) and second area was located in the reserve area from 1 [lanki Valley nature reserve (P4;
4 samples for stamps, 10 from logs and 4 from branches in Forestry Torzym (52°31'N, 15°08'E).
The degree of decomposition was determined according to a five-point scale (Hunter, 1990). The
wholesampled wood was in decay classes I-111. The collected material was ground in a SPEXTM
SamplePrepTM Freezer/MillTM cryogenic mill. DNA was extracted with Plant Genomic DNA
Purification (Thermo Scientific) Kit, according to instructions. ITS 1/2 rDNA amplification was
performed with fungi-specific primers: ITS1-F and ITS4. The dead wood of pine was colonized
by Ascomycota and Basidiomycota. The pine wood in decay classes I, IT and IIT was colonized
and there were represented by 5, 6, 4 Ascomyocta and 3, 1,4, Basidiomycota. Non-culturable
organisms were represented by 24 taxa. The most common fungi were: Ascomycota sp.,
C. canadensis, R. atrovirens, Rhytismataceae sp. oraz S. himantioides. The results have shown,
that the species composition of fungi communities was varied, depending on the stage of wood
decomposition. Only Rhinocladiella atrovirens was isolated from the samples, which came from
both types of areas.



