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Streszczenie

Dab szyputkowy (Quercus robur L.) i bezszypulkowy (Q. petraea (Matt.) Liebl.)
nalezg do najwazniejszych ekonomicznie 1 ekologicznie drzew laséw strefy umiarkowane;j
Europy. Oba gatunki zaliczane sg do drzew obligatoryjnie ektomikoryzowych, co oznacza, ze
nawigzanie symbiozy mikoryzowej jest niezb¢dne dla ich prawidlowego wzrostu i rozwoju
ro$liny. Celem niniejszej rozprawy byto kompleksowe opisanie jakosciowej i ilosciowe;j
struktury zbiorowisk grzybow ektomikoryzowych (GEM) na d¢bach rosnacych na terenie
Plyty Krotoszynskiej, uwazanej za najwigkszy obszar drzewostanow debowych w Polsce.
Badania zostaty podzielone na trzy odrgbne czgsci, ktore skupily si¢ na 1) opisaniu zmian
jakie zachodza w zbiorowisku GEM dgbdéw w pierwszym roku wzrostu siewek w szkolce
lesnej; 2) okresleniu zroznicowania grzybéw mikoryzowych wchodzacych w symbioze
mikoryzowa z dgbami w uktadzie chronosekwencji drzewostanow 3) zbadaniu zbiorowiska
GEM zamierajacych drzewostanow dgbowych.

Lacznie z 15 drzewostanow (12 drzewostandw reprezentowato 4 fazy rozwojowe
drzew, 3 drzewostany rozne fazy zamierania lasu) i szkotki le$nej pobrano 460 prob
korzeniowych. Mikoryzy identyfikowane byly przy zastosowaniu metody morfologicznej
oraz molekularnej, wykorzystujacej sekwencjonowanie fragmentu ITS rDNA powielonego w
reakcji PCR. Analiza 165 jednorocznych siewek debu oraz 103 260 wierzchotkow
mikoryzowych pozwolila na identyfikacje 97 taksonéw GEM, z ktdrych najczestszym i
najliczniej wystepujacym byt grzyb z kompleksu Cenococcum geophilum..

W doswiadczeniu szkotkowym odnotowano 9 gatunkéw GEM. Kolonizacja korzeni
drobnych rozpoczgta si¢ po 50dniach od wysiewu zotedzi. W tym czasie obserwowano
najwigkszg zawarto$cig cukrow niestrukturalnych w korzeniach drobnych. Infekcja siewek
przez patogenicznego grzyba Erysiphe alphitoides spowodowata wzrost zawartosci skrobi w
korzeniach oraz spowodowata masowe zamieranie mikoryz.

Badania chronosekwencji drzewostanow pozwolily na identyfikacje 75 taksonow
GEM. Kompozycja gatunkowa GEM badanych drzewostanow zmieniata si¢ najbardziej w
momencie przejscia z fazy uprawy do fazy mtodnika. W fazie rozwojowej upraw odnotowano
najwigkszy udziat grzybow workowych glownie z grupy Hymenoscypus ericae. W
pozniejszych fazach rozwojowych nastepuje stabilizacja zbiorowiska, a zmiany w strukturze
grzybow EM sa niewielkie. Wraz z wiekiem drzewostanéw zaobserwowano wzrastajgca
liczbe gatunkow Russula spp.

Badania przeprowadzone z zamierajacych drzewostanach dgbowych ujawnity

wystepowanie 37 taksonow GEM, z ktorych najczestszymi i najliczniejszymi byty
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Cenococcum geophilum oraz Lactarius quietus. Drzewostan w najgorszym stanie
zdrowotnym charakteryzowat si¢ najnizszym bogactwem gatunkowym GEM. Wraz ze
wzrostem stopnia uszkodzen pojedynczych drzew zwigkszata si¢ obfito§¢ wystgpowania
grzyba L. quietus.

Sposrod 97 taksonow zidentyfikowanych w niniejszej rozprawie najwyzszym
bogactwem gatunkowm (17 taksonow) cechowata si¢ rodzina Thelephoracaea. Badania
pozwolily na identyfikacje gatunkéw GEM jak dotad nie notowanych w Polsce (Tomentella
castanea, T. liliacingrisea, T. italica), jak rowniez kilkunastu gatunkow rzadkich w skali kraju
(np. Tomentella stupasa, T. ellisii, Byssocorticium atrovirens, Tuber puberulum czy Russula
graveolens).



Abstract

Pedunculate oak (Quercus robur L.) and sessile oak (Q. petraea (Matt.) Liebl.) are a
widespread species of ecological and economic importance in Europe. Both are obligatorily
associated with ectomycorrhizal fungi (EMF). Until now several papers describing ECM
communities of pedunculate and others oak species in different ecosystems and site
conditions has been published, but none of the previous studies has focused on comprehensive
description of EMF communities from one distinctive region. Therefore the aim of this study
was to present extensive data describing the fungal species richness and composition of oak
seedlings growing in bare-root forest nurseries, trees along a chronosequence of stands and in
the various declining tree stage.

Study sites were located in Krotoszynskie Forests considered as the largest oak forests
in Poland. Altogether 460 soil samples were taken from 15 study sites and nursery.
Morphological assessment and molecular approach based on PCR and sequencing of the
fungal ITS rDNA were performed to identify fungal partner of ectomycorrhizas.

Alltogether 97 EMF taxa associated with oaks have been recorded.

In nursery experiment altogether 9 EMF taxa has been recorded during the first year of
seedlings growth. First mycorrhizas of Scleroderma verrucosum were observed 50 days after
acorns outplanting. Nursery experiment also shown that leave infection by pathogenic
fungus, Erysiphe alphitoides strongly reduce number of living ectomycorrhizas.

Chronosequence study revealed high diversity of EMF (75 taxa) and has shown
correlation between relative abundance of some group of fungi and age of the trees.
Cadophora/Rhisoscyphus/Meliniomycetes group was strongly connected with youngest
(regeneration) stage of stand development. On the other hand number of Russula spp.
increased with stand age from one taxon in regeneration stage to nine species in mature tree
stage. The most common fungus was Cenococcum geophilum aggregate with relative
abundance ranging 7,11% to 53,01%.

In declining stands 37 EMF taxa were identified. Lowest number of EMF species
richness and highest abundance of L. quietus were noted for oak stands with high average
defoliation level. My study clearly shown that health status of trees affect EMF community
composition and richness, especially regarding stand-level estimation.

This study significantly increased our knowledge about ECM fungal symbionts
accompanying pedunculate and sessile oak trees. Thelephoroid (17taxa) and russuloid fungi
(14 taxa) has been found as the most common group of oak symbionts,. Three EMF taxa

(Tomentella castanea, T. italica, T. liliosingrisea) has been noted for the first time in Poland.
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1. Wstep

1.1 Symbioza mikoryzowa*

Termin mikoryza (z greckiego: mykes = grzyb, rhiza = korzen) okresla symbiotyczny,
mutualistyczny zwigzek pomig¢dzy grzybami a korzeniami ro$lin. Po raz pierwszy termin ten
zastosowany zostat w roku 1885 przez niemieckiego fitopatologa Alberta Bernarda Franka,
ktory przeprowadzil szeroko zakrojone badania wystepowania mykoryz u drzew oraz
postawit hipotez¢ o odzywianiu si¢ ro$lin poprzez mikoryzy (Frank 1885). Hipotezy i
obserwacje Franka doprowadzity do zmiany myslenia o patogenicznosci grzybow
mikoryzowych, na rzecz rewolucyjnego pogladu o mutualistycznej, czyli obopolnie
korzystnej symbiozie partnera roslinnego (fytobionta) i grzybowego (mykobionta).
Nawigzywanie symbiozy mikoryzowej z grzybami charakterystyczne jest dla okoto 90%
gatunkow roslin naczyniowych wystepujacych na Ziemi, co czyni tg zaleznos$¢ najbardziej
powszechnym zwigzkiem symbiotycznym w przyrodzie. W toku ewolucji uksztattowaty sie
cztery glowne typy zwigzkow mikoryzowych, ktdre r6znig si¢ cechami anatomicznymi 1
morfologicznymi tj.: mikoryza arbuskularna, ektomikoryza, mikoryza roslin wrzosowatych
(erikoidalna) oraz storczykowatych. Wigkszo$¢ opracowan wyroznia ponadto mniej
rozpowszechnione typy mikoryz: ektendomikoryze, mikoryze arbutoidalng i
monotropoidalng. Poprzez przywiazanie do r6znych grup roslin kazdy z typéw mikoryz
spetnia r6zng funkcje ekologiczng. Dominujagcym typem symbiozy w §wiecie roslin jest
mikoryza arbuskularna. Przyjmuje si¢, ze we wszystkich strefach klimatycznych ponad
250000 gatunkow ladowych roslin naczyniowych zwiazanych jest $cisle z grzybami
arbuskularnymi. Mikoryza arbuskularna tworzona jest przez filogenetycznie najstarsza grupe
grzybow zakwalifikowang do typu Glomeromycota. Uwaza si¢, ze w procesie ewolucyjnym
to wlasnie grzyby arbuskularne koewoluowaty z pierwszymi roslinami, umozliwiajac im
wyjscie na lad. Dane paleontologiczne wskazujg ze miato to miejsce w ordowiku, drugim
okresie ery paleozoicznej, okoto 450 milionow lat temu. (Pirozynski i Malloch, 1975; Sellosse
1 Le Tacon 1998). Na podstawie zmian ewolucyjnych, jakie zachodzity w krélestwie roslin na
przestrzeni ostatnich 450 milionoéw lat, uwaza sig, ze z roslin tworzacych mikoryze

arbuskularng wyksztalcity si¢ rosliny ektomikoryzowe, storczykowate oraz rosliny wtdrnie

* W niniejszym opracowaniu stosuje si¢ termin ,,mikoryza” zgodnie z tytutem pracy doktorskiej przyjetym przez
rade naukowg ID PAN w Korniku. Zgodnie z decyzja Rady Jezyka Polskiego przy Prezydium Polskiej Akademii
Nauk z dnia 27.V1.2011, ktéra opowiedziata si¢ za przyjeciem jako jedynie poprawnej formy zapisywanej przez

»y'", czyli: mykologia, mykologiczny etc.



pozbawione mikoryz (Bruns i Shefferson 2004; Wang i Qui 2006). Najmtodsza grupa, sa
rosliny tworzace mikoryze erikoidalng, ktéra prawdopodobnie ewoluowata z roslin
ektomikoryzowych, ale jako partnera grzybowego zaadoptowata odmienng grupe grzybow,
filogenetycznie bliska grzybom endofitycznym (Cullings 1996). Pomimo r6znic w anatomii,
morfologii i fizjologii wszystkie typy symbiozy mikoryzowej sa niezb¢dne dla prawidtowego
funkcjonowania ekosystemow ladowych, szczegélnie w odniesieniu do obiegu w przyrodzie
wegla, oraz azotu, fosforu 1 innych pierwiastkéw. Najbardziej ogdlna zasada funkcjonowania
mikoryz polega na tym, ze rosliny przekazuj¢ partnerowi grzybowemu weglowodany
wytworzone w procesie fotosyntezy, w zamian za zwielokrotniong ilo$¢ wody 1 soli
mineralnych pobieranych przez grzybni¢ z podloza glebowego. Nie do przecenienia jest
funkcja ochronna, jaka spetniajag wobec partnera roslinnego grzyby mikoryzowe, wystepujace
wewnatrz korzeni lub na ich powierzchni. Funkcja ochronna szczegdlnie uwidacznia si¢ w
momencie wystgpienia warunkow stresowych, a zwlaszcza niedoboru wody, oddziatywania

metali cigzkich i zasolenia oraz zagrozenia ze strony patogenéw glebowych.

1.2. Ektomikoryza

Z uwagi na wystepujaca mufke grzybniowa ektomikoryza jest najlatwiej
dostrzegalnym zwigzkiem symbiotycznym, tworzonym pomig¢dzy grzybami a korzeniami
ro$lin. Jednak podstawowym wyznacznikiem symbiozy ektomikoryzowej jest wystepowanie
strzepek grzybniowych pomiedzy komoérkami kory pierwotnej partnera roslinnego, czyli tzw.
sie¢ Hartiga, ktora jest zasadniczym miejscem kontaktu pomiedzy grzybem a rosling (Rycina
1E). Dla wielu gatunkéw drzew lisciastych wystgpowanie sieci Hartiga ogranicza si¢ do
przestrzeni pomiedzy komorkami epidermy, podczas gdy u roslin iglastych strzepki sieci
Hartiga obejmuja zaro6wno epiderme jak 1 kilka pierwszych warstw komorek kory pierwotnej
korzenia, niekiedy siegajac az do endodermy. Za gtéwne czynniki decydujace o
intensywnosci przenikania strzgpek grzybniowych w glab korzenia nalezy uznac¢ specyfike
zardwno gatunku grzyba jak 1 partnera roslinnego, warunki srodowiskowe oraz zawartos¢
sktadnikéw mineralnych w glebie. Obok mufki oraz sieci Hartiga waznym elementem
ektomikoryz jest grzybnia ekstramatrykalna (Rycina 1D), ktora odpowiedzialna jest gtownie
za transport sktadnikow pokarmowych pobieranych z gleby do mufki, a przez nig do sieci
Hartiga. Bezposrednig ekspresja obecnosci ektomikoryz na korzeniach, jest wystgpowanie
owocnikoéw, zarowno nadziemnych jaki i podziemnych. Gtéwne elementy strukturalne

symbiozy ektomikoryzowej przedstawione sg na Rycinie 1.
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Rycina 1. Charakterystyczne elementy symbiozy ektomikoryzowej

A—owocniki Lactarius quietus; B—owocniki Hydnum rufescens;

C-—mikoryza Lactarius quietus; D—mikoryza Hydnum rufescens; (GE—grzybnia
ekstramatrykalna)

E — przekroj poprzeczny przez mikoryze tworzong przez grzyba Hydnum rufescens (M—
mufka, SH—sie¢ Hartiga) strzatka nie pokazuje sieci Hartiga

Symbioza EM jest charakterystyczna dla ok. 8.000 gatunkoéw roslin wyzszych.
Przyjmuje sig, ze na Ziemi wystepuje do 25 000 gatunkéw grzyboéw ektomikoryzowych
(Brundrett 2009), nalezacych gtownie do Asco- i Basidiomycota, ale rowniez w nielicznych
przypadkach do Zygomycota. W odniesieniu do catkowitej liczby gatunkéw grzybow
wystepujacych na Ziemi, szacowanej na 1,5 miliona gatunkow (Hawksworth 1991) liczba ta
wydaje si¢ by¢ niewielka, jednakze rola jaka spetniaja te grzyby jest ogromna. Symbioza
ektomikoryzowa jest szeroko rozpowszechniona w strefie klimatu umiarkowanego i
borealnego potkuli potnocnej. Obejmuje wickszos¢ ekonomicznie i ekologicznie waznych
drzew iglastych i liSciastych, zwlaszcza nalezacych do rodzin: sosnowatych (Pinaceae),
bukowatych (Fagaceae), brzozowatych (Betulaceae) oraz wierzbowatych (Salixaceae).
Powszechne wystepowanie ektomikoryz w strefie klimatu umiarkowanego i borealnego
potkuli potnocnej decyduje o tym, ze w tej czesci $wiata ektomikoryza odgrywa kluczowa
role w obiegu materii wiekszosci ekosystemow lesnych. Szacuje sig¢, ze trzecia czes¢ wegla
bedacego w obiegu zdeponowana jest w grzybni mikoryzowej zlokalizowanej w srodowisku

glebowym (Hogberg 1 Hogberg 2002).
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1.3. Dlaczego badamy zbiorowiska grzybéw ektomikoryzowych?

Zbiorowiska grzybow ektomikoryzowych (GEM), definiowane sg jako zbior
gatunkow koegzystujacych w okreslonej przestrzeni i czasie (Begon i wsp. 1990).
Zastosowanie w ostatnich dwudziestu latach zaawansowanych metod molekularnych
pozwolito wykazaé, ze w wiekszosci ekosystemow lesnych strefy klimatu umiarkowanego i
borealnego potkuli pétnocnej, GEM tworza zbiorowiska o wysokim bogactwie, siegajacym
setek gatunkéw (Richard i wsp. 2005; Walker i wsp. 2005, 2008; Ishida i wsp. 2007;Smith i
wsp. 2007; Jummponen i Jones 2009, 2010a; Bahram i wsp. 2011). Jednak wyst¢powanie
poszczegolnych gatunkow oraz funkcja, jaka spetniajg lub potencjalnie moga petni¢ w relacji
z partnerem roslinnym w $rodowisku, zaleze¢ moze od szeregu czynnikéw, ktore, jak dotad,
nie zostaly w pelni zdefiniowane, lub ich wptyw jest trudny do oszacowania. Wspotczesne
kierunki badan nad réznorodno$cig GEM oraz zbiorowiskami przez nie tworzonymi
zmierzaja w kierunku zrozumienia funkcjonalnego znaczenia réznorodnosci grzybow
mikoryzowych oraz ich ,,nadmiarowos$ci” (ang. functional redundancy) (Allen i wsp. 1995;
Rineau 1 Courty 2011) 1 wpisuja si¢ w nurt badan tzw. funkcjonalnej ekologii grzybow
ektomikoryzowych. Z punktu widzenia ekologii ekosystemoéw zagadnienia te starajg si¢
wyjasni¢ powigzania pomiedzy partnerem ro§linnym i/a grzybowym oraz srodowiskiem. W
tym celu konieczne jest pelne opisanie struktury jakosciowej 1 ilosSciowej zbiorowisk GEM

wystepujacych w réznych ekosystemach.

1.4. Dab szypulkowy oraz dab bezszypulkowy, jako gatunki obligatoryjnie mikoryzowe

1.4.1. Znaczenie debu szypulkowego i bezszypulkowego w gospodarce leSnej

Wspolczesna systematyka zalicza do rodzaju Quercus 500 gatunkow, wystepujacych
gtéwnie na potkuli potnocnej. W Polsce wystepuja trzy gatunki debow: Q. robur L.(dab
szyputkowy), Q. petraea (Matt.) Liebl. (dab bezszyputkowy) oraz Q. pubescens L.(dab
omszony), z ktérych znaczenie gospodarcze majg tylko dwa pierwsze. Wszystkie wyrdzniane
w Polsce deby naleza do podrodzaju Quercus (sekcja Quercus).

Dab szypultkowy jest gatunkiem rozpowszechnionym od zachodnich krancow Europy
(Portugalia 1 zachodnia Hiszpania) do Gor Uralu na wschodzie i siggajacym az do tajgi na
potnocy. Zasigg wystepowania debu bezszyputkowego jest bardziej ograniczony, cho¢
réwniez obejmuje wigksza cze$¢ Europy. Wyjatek stanowia jej potudniowo-zachodnie i
wschodnie obrzeza. W Polsce dab bezszyputkowy osigga pétnocno-wschodnig granice

wystepowanie. Brak go w potnocno-wschodniej cze$ci Krainy Mazursko-Podlaskiej. Oba
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omawiane gatunki wykazuja cechy drzew wybitnie nizinnych i nie wystgpuja na terenach
powyzej 500-700 m. n.p.m.

W zalezno$ci od regionu Polski dgby moga by¢ gatunkami panujagcymi lub
wspotpanujacymi w drzewostanach wielogatunkowych. Lasy z udziatem sosny, buka, jodty,
swierka, graba z debem bezszyputkowym sg optymalnym miejscem wzrostu dla debu
szyputkowego. Jest on rowniez spotykany na siedliskach tegowych wraz z jesionem
wyniostym. Dab bezszyputkowy wystepuje gldéwnie na siedliskach mniej zyznych
(borowych), jako gatunek wspotpanujacy obok sosny, rzadziej §wierka, oraz w lasach
mieszanych wraz z dgbem szyputkowym, sosng, bukiem i grabem. Oba omawiane dgby
wykorzystywane sg jako gatunki domieszkowe w wielogatunkowych drzewostanach
mieszanych. Mniejsze wymagania w stosunku do $wiatta, predysponuja wykorzystanie debu
bezszyputkowego, jako gatunku podszytowego i1 biocenotycznego na ubogich siedliskach
borowych. Wlasciwym zespotem dla debow sg wiec drzewostany wielogatunkowe.
Jednogatunkowe drzewostany dgbowe uwazane sg za zbiorowiska sztuczne (Murat 2002), a
ich wystepowanie zwigzane jest z dzialalnoscig czlowieka. W zbiorowiskach takich widoczny
jest niekorzystny wptyw drzewostanu na glebe, ktora ulega zachwaszczeniu oraz
powierzchniowemu przesuszeniu. Przyczynag tego jest Swietlista korona dgbow, przez ktora
dociera do dna lasu zbyt duzo $wiatta, co skutkuje nadmiernym rozwojem traw, szczeg6lnie z
rodzaju trzcinnik (Calamagrostis spp.) oraz spowolnieniem tempa rozktadu $ciotki.

Rozmieszczenie drzewostanow dgbowych w Polsce jest bardzo nierownomierne.
Przyczyna tego jest nieodpowiednia gospodarka lesna poprzednich dwu stuleci, ktora
doprowadzita do postepujacej degradacji siedlisk zyZniejszych przez zbyt czeste
wprowadzanie na nizu gatunkéw iglastych, zwlaszcza sosny. Procentowy udziat dgbow
wynosi 6,9% powierzchni lesnej kraju (GUS 2010). Najwigkszy udziat laséw debowych
przypada na Kraing Slaska, a zwtaszcza na mezoregiony Rowniny Wroctawskiej, Przedgérza
Sudeckiego oraz Wysoczyzny Sredzkiej. Prowadzona w ostatnich latach na terenach
zarzadzanych przez Panstwowe Gospodarstwo Lesne Lasy Panstwowe przebudowa
drzewostanow, ktorych sktad gatunkowy niedostosowany jest do siedliska powoduje, ze
znaczenie debow dla gospodarki lesnej stale rosnie. Swiadczyé o tym moga zapisy
,Krajowego programu zwigkszania lesistosci”, ktore zaktadaja osiggniecie lesistosci kraju do
30% oraz zwigkszenie udzialu gatunkéw lisciastych do 33% w 2050r. (Ustawa o lasach 1991;
Polityka ekologiczna panstwa 1991; Polityka Les$nej Panstwa 1997).
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1.4.2. Historia badan nad mikoryzg debow

Pierwsze doniesienia o mozliwej koegzystencji drzew z grzybami dotycza wiasnie
debow 1 datowane sg na przelom trzeciego i czwartego wieku przed nasza erg. Wtedy to
grecki filozof, Teofrast (ok. 370-287 p.n.e.) zauwazyt predyspozycje pewnych gatunkow
grzyboéw do wystgpowania w sasiedztwie okre§lonych gatunkéw drzew (Boullard 1968). W
swoim dziele Historia Plantarum Teofrast pisze: ,,Jesli chodzi o grzyby rosnace z korzeni
(debu) lub okoto nich, to wystepuja one rowniez u innych drzew” (Kelly 1950). Kolejne dwa
tysigclecia przyniosty nikte zainteresowanie zjawiskiem symbiozy grzyboéw i drzew. Jako
jeden z pierwszych, zjawisko symbiozy pomie¢dzy tymi dwoma grupami organizmow
obserwowal polski botanik, Franciszek Kamienski (1882). Uktad opisany przez
Kamienskiego okazat si¢ jednym z najbardziej skomplikowanych zaleznos$ci symbiotycznych
obserwowanych w przyrodzie, gdyz poza partnerem roslinnym, jakim jest roslina
fotosyntetyzujaca, i partnerem grzybowym, obejmuje rowniez bezzieleniowg rosline z rodzaju
Monotropa. Obecnie taka trojstronna zaleznos$¢ okreslana jest mianem mykoheterotrofii i
stanowi odrgbny, rzadki rodzaj symbiozy (mikoryza monotropoidalna). Wspomniany juz
tworca terminu mikoryza Albert Bernhard Frank jako pierwszy, na podstawie obserwacji Q.
robur i Q. petraea zakwalifikowal deby do drzew ektomikoryzowych. Zarébwno praca
Kamienskiego, jak 1 Franka staty si¢ podwaling wspotczesnych badan nad zjawiskiem
mikoryzy, o czym $wiadczy¢ moze powtorna publikacja prac obu tych autoréw wydana w
jezyku angielskim (Frank 2005; Berch i wsp. 2005). W Polsce pierwsze badania nad mikoryzg
debu prowadzone byly przez Dominika (1951). Badania te dotyczyty wystepowania mikoryz
u debow na wydmach nadmorskich w okolicach Leby oraz na wydmach srodladowych pod
Warszawa. Autor zauwaza w nich, Ze na ubogich siedliskach mikoryza rozwijala si¢ w bardzo
ograniczonym stopniu. Badania mikoryz d¢bu kontynuowane byty na terenie
Wielkopolskiego Parku Narodowego przez Dominika i Wojciechowska (1963) 1 pozwolity na
opisanie na korzeniach debow w r6znym wieku dziesieciu roznych morfotypow
mikoryzowych. Autorzy opisali szczegdétowo mikoryzy tworzone przez grzyba workowego,
Cenococcum granifome (=geophilum) i sformutowali wniosek o wysokiej dominacji mikoryz
tworzonych przez ten gatunek w warunkach suszy. Inne badania prowadzone na dgbach w
Polsce skupiaty si¢ na okresleniu wptywu warunkéw srodowiska na wystepowanie 1 rozwoj
mikoryz (Pachlewski 1 Gagalska 1953). Badania te potwierdzity przynaleznos¢ debu
szyputkowego do drzew ektomikoryzowych. Opisy morfologiczne mikoryz Dominika (1961,
1969) zostaly czesciowo wykorzystane do sporzadzenia klucza do oznaczania mikoryz w

zespotach lesnych z udziatem debu szyputkowego 1 bezszyputkowego w pdinocno-
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wschodniej Francji (Voiry 1981), gdzie wyr6znionych zostato 15 morfotypéw mikoryzowych.
Po raz pierwszy cze$¢ z opisanych morfotypéw mikoryzowych przypisano do okreslnych
gatunkow GEM. Badania mikoryz w oparciu o ich cechy morfologiczno-anatomiczne
znacznie rozwingt badacz niemiecki Reinhard Agerer, autor Colour Atlas of Ectomycorrhizae
oraz Descriptions of ectomycorrhizea, ktore to opracowania zawierajag miedzy innymi opis
anatomiczny 74 ektomikoryz wystepujacych na réoznych gatunkach debow (Agerer 1997-
2008).

1.4.3. Badania zbiorowisk GEM oparte na obserwacjach wystepowania

owocnikow

Przez dlugie lata jedynym sposobem okreslania bogactwa gatunkowego GEM byty
obserwacje wystepowania ich owocnikdéw. Metoda ta wykorzystywana byla przez wielu
badaczy, w stosunku do wielu gatunkéw drzew, w tym takze debow. Trappe (1962), w pracy
przegladowej opartej o badania wielu autoréw, podaje 124 taksony, ktore moga by¢
powiazane z dgbem szyputkowym i bezszyputkowym. Garbaye 1 wsp. (1986) podaja 50
gatunkow grzyboéw nadziemnych (epigeicznych), ktorych owocniki masowo wystepuja w
litych dabrowach Lotaryngii. W zbiorowiskach lesnych Gér Swigtokrzyskich z duzym
udziatem debow, Luszczynski (1998) odnotowat 58 gatunkow grzybdéw mikoryzowych.
Kovacs 1 wsp. (2000), opierajac si¢ na obserwacjach mykosocjologicznych wskazali
przynajmniej 74 gatunki wielkoowocnikowych GEM, wystepujacych w dojrzatych
drzewostanach dgbowych potnocno — wschodniej Austrii. Opracowanie przedstawione przez
Rudawska (2006) w monografii na temat dgbow obejmuje ponad 70 taksonow grzybow,
nalezacych do 31 rodzajow, ktore z duzym prawdopodobienstwem mozna uznac¢ za tworzace
mikoryzy z dgbem szyputkowym i bezszyputkowym. Najnowsze, dtugoterminowe
obserwacje przeprowadzone w Czechach ujawnity bogactwo gatunkowe GEM wystepujacych
w lasach dgbowych na poziomie blisko 100 taksonéw (Peskowa 1 wsp. 2013). Trzeba mie¢
jednak na uwadze, ze wyniki otrzymane dzigki metodzie obserwacji owocnikow sg
przynajmniej z dwoch powoddw niedoszacowane. Nie obejmujg one na ogdt grzybow
tworzacych owocniki podziemne (hypogeiczne), takich jak trufle (Tuber spp.) czy jeleniaki
(Elephomycetes spp.), jak rowniez grzybow o owocnikach rozpostartych, tzw. resupinatowych
(gtéwnie grzyby z rodziny Thelephoraceae). Grupa grzyboéw tworzaca utajnione owocniki
(zaréwno hypogeiczne jak i resupinatowe) i nawigzujaca symbioze mikoryzowa z dgbami
uwazana jest za bardzo liczng i zréznicowang. Drugim powodem niedoszacowania bogactwa

gatunkowego GEM, w oparciu 0 metody obserwacji owocnikow jest efemeryczno$¢
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pojawiania si¢ owocnikow, bardzo uzalezniona od rozmaitych warunkéw, w tym takze
pogodowych (Ogaya i Penuelas 2005; Egli i wsp. 2010). Przez wigkszo$¢ swojego cyklu
zyciowego GEM egzystujg w postaci rozprzestrzeniajgcych sie w glebie strzepek
grzybniowych, ktore nawigzujg kontakt z korzeniami tworzgc mikoryzy, badz przelegujg w
glebie w formie zarodnikéw i przetrwalnikéw w oczekiwaniu na dogodne warunki do
rozwoju. Dlatego tez ocena bogactwa gatunkowego GEM w oparciu o obserwacje
owocnikow, cho¢ bardzo wazna wymaga bardzo dlugich obserwacji i moze dawac
niedoszacowane wyniki. Obserwacje mikoryz okazaty si¢ w badaniach zbiorowisk GEM
znacznie efektywniejsze.

Krokiem milowym w badaniach zbiorowisk GEM byto odkrycie tancuchowej reakcji
polimerazy przez uhonorowanych Nagroda Nobla Kary’ego Mullisa (1993). Dzigki
opracowaniu w kolejnych latach specyficznych starteréw dostosowano ta metode do badan
nad réznorodnosciag GEM (Tedersoo i wsp. 2008, Bahram i wsp. 2011). Jedne z pierwszych
artykutow opisujacych mozliwos¢ wykorzystania specyficznych starterow w identyfikacji
gatunkoéw grzybow wprost z mikoryz opublikowane zostaty przez White i wsp. (1990) oraz
Gardes 1 Burns (1993). Przez ostatnie 20 lat, dzigki rozwojowi technik sekwencjonowania
oraz opracowaniu wielu nowych starterow, czesto specyficznych w stosunku do rodziny,
rodzaju a nawet gatunku, badania zbiorowisk GEM staty si¢ odrebng dziedzing mikologii. W
niniejszej rozprawie przedstawionych zostanie szereg przyktadow wykorzystania metod
molekularnych w badaniach nad r6znorodnoscia zbiorowisk GEM w oparciu o analizy

mikoryz.
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2. Cele pracy

Nadrzednym celem pracy bylo kompleksowe zbadanie i opisanie zbiorowisk GEM
zwigzanych z debem szyputkowym i bezszyputkowym na obszarze Ptyty Krotoszynskiej;
nalezacej do najwigekszych regionéw wystepowania lasow dgbowych w Polsce. Catos¢
prowadzonych badan podzielona zostata na trzy czg¢sci, odpowiadajace odrgbnym,

czastkowym celom badawczym.

Cel 1. Okreslenie dynamiki zbiorowisk grzybow mikoryzowych debu szyputkowego
w pierwszym roku wzrostu siewek w szkolce lesnej
HIPOTEZA: Struktura jakosciowa i iloSciowa zbiorowisk GEM siewek debow

bedzie zmieniala si¢ wraz ze wzrostem i rozwojem roslin.

Cel 2. Okreslenie zroznicowania grzyboéw mikoryzowych wchodzacych w symbioze
mikoryzowa z dgbami w uktadzie chronosekwencji drzewostanow
HIPOTEZA: Struktura zbiorowisk GEM debéw bedzie zmieniala si¢ wraz z

wiekiem drzewostanu

Cel 3. Okreslenie zbiorowiska grzybow mikoryzowych w zamierajacych dgbrowach
na Ptycie Krotoszynskiej
HIPOTEZA: Zroznicowanie zbiorowisk GEM zamierajacych drzewostanow

debowych bedzie zwigzane ze zdrowotnos$cia poszczegolnych drzew.
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2.1. Cel 1. Okreslenie dynamiki zbiorowisk grzybow mikoryzowych debu szypulkowego

w pierwszym roku wzrostu siewek w szkolce lesnej

HIPOTEZA: Struktura jakoSciowa i iloSciowa zbiorowisk GEM siewek debow

bedzie zmieniala si¢ wraz ze wzrostem i rozwojem roslin.

Badania symbiozy ektomikoryzowej na wczesnym etapie wzrostu sadzonek w
szkotkach lesnych prowadzone byty od potowy lat 80-tych. Zalezno$¢ miedzy pojawieniem
si¢ owocnikow w szkotkach, a wiekiem sadzonek debu badal Garbaye 1 wsp. (1986). Jego
badania ujawnity wystepowanie 4 gatunkoéw grzybow, Hebeloma crustuliniforme, H.
sacchariolens, Laccaria laccata, Thelephora terrestris, na jednorocznych siewkach dgbow. W
drugim roku stwierdzono wystgpowanie owocnikdéw kolejnych gatunkéw grzybow:
Scleroderma areolatum, Inocybe umbrina, I. decipiendolis oraz innych z rodzaju Inocybe. W
trzecim roku zycia sadzonek zaznaczala si¢ obecno$¢ gatunkéw z rodzaju Laccaria,
szczegOlnie L. tortilis oraz L. proxima. Wystepowaty rowniez owocniki grzybow: Hebeloma
mesophaeum, Inocybe maculata, Paxillus involutus, Scleroderma aurantium oraz Tuber
albidum. W pézniejszych latach, obok wystepujacych wezesniej Inocybe spp. oraz
Scleroderma spp., pojawialy si¢ gatunki okreslane jako grzyby p6znego stadium
rozwojowego z rodzajow: Amanita, Cortinarius, Elaphomyces oraz Russula. Obserwacje te
wskazuja na postgpujaca w szkotkach lesnych sukcesje grzybow mikoryzowych, czyli
zwigkszanie si¢ liczby partnerow mikoryzowych wraz z wiekiem partnera roslinnego. Wyniki
innych badan z tego okresu (Beckjord i wsp. 1985), przeprowadzonych na siewkach
potnocnoamerykanskich gatunkow debow (Q. alba i Q. rubra) ukazuja pozytywny wpltyw
stosowania nawozow fosforowych i azotowych na kolonizacja mikoryzowa siewek
zaszczepionych dwoma gatunkami grzybow, Pisolithus tinctorius oraz Scleroderma
aurateum. Podobne badania wykorzystujace inokulowane sadzonki debow, w tym przypadku
debu szyputkowego 1 bezszyputkowego, wykazaty znaczacy, pozytywny wptyw grzyba
Paxillus involutus na wzrost sadzonek wprowadzonych na uprawy (Garbaye i Churin 1997).

Metody molekularne w badaniach nad réznorodno$ciag GEM we wczesnym etapie
wzrostu debow wykorzystano po raz pierwszy w odniesieniu do gatunkow
ponocnoamerykanskich. Szczegdtowa lista symbiontow grzybowych zwigzanych z
sadzonkami Q. rubra oraz Q. prinus, rosnagcymi na dwoch siedliskach, przedstawiona zostata
przez Walkera i wsp. (2005). Badania te ujawnity duze zr6znicowanie gatunkowe

mykobiontow, siggajace 75 taksonow. Do najczgstszych gatunkow nalezaty: Craterellus
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lutescens, Laccaria laccata, Lactarius chrysorheus, Russula decolarans, Thelephora
tarrestris, Tuber borchii, oraz morfotyp zakwalifikowany jako Hebeloma spp. Sposrod
zidentyfikowanych grzybow 43 taksony stwierdzono tylko w pojedynczych prébach. W
kolejnej pracy (2008) ci sami autorzy przedstawili sezonowg zmienno$¢ zbiorowiska GEM.
Sezonowos$¢ wystepowania mikoryz zauwazalna bylta dla gatunkéw z rodziny
Thelophoraceae oraz z rodzajow Cortinarius i Amanita. Badania zbiorowiska GEM innego
potocnoamerykanskiego gatunku debu, Q. garryana, przeprowadzone w szkotkach lesnych
wykazaly wystepowanie zaledwie czterech taksonéw: Tuber sp., Laccaria sp., Peziza sp. oraz
Entoloma sp. (Southworth i wsp. 2009). Kolonizacja korzeni przez grzyby Tuber sp. oraz
Laccaria sp. pozytywnie wptywata na wysoko$¢ i mase sadzonek. Na korzeniach sadzonek
wysadzonych na plantacji zidentyfikowano kolejnych 11 gatunkdw. W$rdd nich najczestsze
byly mikoryzy tworzone przez Cenococcum geophilum oraz Lactarius sp.

Innym przyktadem wykorzystania metod molekularnych do identyfikacji partnera
grzybowego byly badania sadzonek debu szyputkowego i bezszyputkowego prowadzone w
szkotkach lesnych na terenie Polski. Leski i wsp. (2010) wykazali na dwuletnich sadzonkach
debow w pigciu szkotkach produkujacych materiat sadzeniowy z odkrytym systemem
korzeniowym wystepowanie 23 taksonow GEM. Nie wykazano roznic jakosciowych i
ilosciowych pomiedzy zbiorowiskiem GEM debu szyputkowego 1 bezszyputkowego.
Bogactwo gatunkowe liczone na probe sktadajaca si¢ z 5 sadzonek wynosito od 2 do 9
taksonow grzybow, $rednio 5,56 taksondéw. Najobficiej wystepowaly mikoryzy tworzone
przez grzyb Peziza ostracoderma, natomiast najczesciej znajdowany byt Tuber sp. (jeden z
gatunkoéw trufli jak dotad nieopisany do gatunku). Przedstawione badania wykazaty rowniez
istotne roznice w obfitosci wystepowania poszczegodlnych taksonéw pomigdzy badanymi
szkotkami, co $wiadczy¢ moze o silnym wplywie lokalnych warunkéw siedliskowych na
ksztattowanie si¢ zbiorowisk GEM. Wysokie bogactwo gatunkowe (28 taksondw) oraz
znaczne roznice w skladzie gatunkowym pomiedzy poszczegodlnymi szkotkami stwierdzono
takze na sadzonkach blisko spokrewnionego z dgbami buka zwyczajnego (Pietras i wsp.
2013). Wyniki obu przytoczonych prac (Leski i wsp. 2010; Pietras i wsp. 2012), uzyskano w
oparciu o jednorazowy zbior materiatlu, przeprowadzony p6zng jesienig drugiego roku
wzrostu siewek w szkotce, po zakonczonym okresie wegetacyjnym. Jak dotad nie wiemy,
ktore z symbiontow mikoryzowych pojawiajg si¢ na systemie korzeniowym deba jako
pierwsze i jak nastgpnie w ujeciu jakosciowym i ilosciowym przebiega kolonizacja
mikoryzowa. Takze w literaturze $wiatowej brak jest doniesien podejmujacych problematyke

zmian zachodzacych w zbiorowisku GEM we wczesnym etapie wzrostu roslin w warunkach
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szkotki lesnej. Dlatego prace te staty si¢ inspiracja do podjecia badan nad dynamika
zbiorowiska GEM na wczesnym etapie wzrostu i rozwoju siewek w szkotce od momentu
pojawienia si¢ pierwszych mikoryz po skietkowaniu zotedzi do konca pierwszego okresu
wegetacyjnego. Hipoteza badawcza zaklada, ze wraz ze wzrostem siewek struktura
zbiorowiska GEM bedzie si¢ zmieniaé, a o kolejnosci kolonizacji systemu korzeniowego
przez poszczegolne gatunki grzybow decydowaé beda wymagania tych gatunkow w
stosunku do ,,oferowanej” przez partnera roslinnego ilo$ci cukrow niestrukturalnych.
Dla werytikacji tej hipotezy, obok obserwacji mikoryz, przeprowadzono pomiar zawartosci

cukrow niestrukturalnych w korzeniach.

2.2. Cel 2. Okreslenie zroznicowania GEM wchodzacych w symbioze mikoryzowa z

debami w ukladzie chronosekwencji drzewostanow

HIPOTEZA: Struktura zbiorowisk GEM de¢béw bedzie zmieniala si¢ wraz z

wiekiem drzewostanu

Wigkszos¢ ekosystemdw lesnych charakteryzuje si¢ duzym zréznicowaniem
gatunkowym wystepujacych w nich GEM. W literaturze $wiatowej znalez¢ mozna wiele prac
opisujacych zbiorowiska GEM wystepujacych na réznych gatunkach drzew w réznych
uwarunkowaniach siedliskowych i ekologicznych. Badania prowadzone w uktadzie
chronosekwencji sg w rzeczywistosci badaniami sukcesji GEM, opisywanej, jako
»Kierunkowe zmiany w gatunkowej kompozycji, wzglednej obfitosci wystgpowania i
przestrzennego rozmieszczenia gatunkow tworzacych zbiorowisko” (Frankland 1998). W
odniesieniu do GEM pojecie sukcesji zostato zapozyczone wprost z ekologii roslin. Zmiany
struktury zbiorowisk GEM o charakterze sukcesyjnym badane byty w wielu ekosystemach
lesnych Ameryki Pin. i Europy. Dotyczyly one zaréwno nadziemnej (Dighton i wsp. 1986;
Hintikka 1988; Termorschuizen 1991; Lagana i wsp. 2002; Smith i wsp. 2002; Bonet i wsp.
2004; Kranabetter i wsp. 2005; Durall i wsp. 2006), jak i podziemnej struktury zbiorowisk
GEM (Visser 1995; Peter i wsp. 2001b; Horton i wsp. 2005; Palfner i wsp. 2005; Gebhardt i
wsp. 2006; Wang i wsp. 2012). Zjawisko nastgpstwa wystepowania jednych gatunkow GEM
po innych zbadane zostato rowniez w warunkach sukcesji pierwotnej na terenach
powulkanicznych (Nara i wsp. 2003a, 2003b) i polodowcowych (Helm i wsp. 1996;
Jumpponen i wsp. 2002; Cazares i wsp. 2005).
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Za jedne z pierwszych badan nad chronosekwencjag GEM nalezy uzna¢ obserwacje,
dotyczace dynamiki wystgpowania owocnikow grzybow GEM wokoét pojedynczych brzoz
(Deacon i wsp. 1983; Last i wsp. 1983; Mason i wsp. 1983). Autorzy ci wykazali, ze wraz z
postepujacym wiekiem drzew, kompozycja gatunkowa obserwowanych owocnikow ulegata
zmianie. Pojawiaty si¢ owocniki grzybow z rodzajow: Lactarius, Leccinum, Russula. Badania
te pozwolity na wprowadzenie podziatu GEM na grupy wczesnego i pdznego stadium
rozwojowego. Zaproponowany podziat po dzi$ dzien budzi pewne kontrowersje, poniewaz
niekiedy znajdowano grzyby pdznego stadium na korzeniach mtodych roslin (np. Smith i
Read, 1997; Pietras i wsp. 2013). Ponadto autorom koncepcji wczesnego i pdznego stadium
rozwojowego nie udato si¢ znalez¢ przekonujacych argumentéw thumaczacych istote
funkcjonowania tego zjawiska.

W kontekscie niniejszej rozprawy warte odnotowania sg badania Digtona i Masona
(1985) thumaczace zmiany sukcesyjne w zbiorowisku GEM. Autorzy uwazaja, ze sukcesja
GEM uzalezniona jest od zmian akumulacji materii organicznej zachodzacej wraz z rosngcym
wiekiem drzewostanu oraz od zmiennej, sumarycznej ilosci weglowodandéw dostarczanych do
korzeni drzew w poszczegdlnych stadiach rozwojowych. Wedtug tej hipotezy gatunki
wcezesnego stadium opisywane sg jako gatunki pionierskie (termin ten po dzi§ dzien
funkcjonuje w badaniach ekologii grzybow), charakteryzujace si¢ malg specyficznoscia
wzgledem partnera roslinnego. Wraz z postgpujacym wiekiem drzew, pionierskie gatunki
grzybdw przegrywaja konkurencje z gatunkami bardziej wyspecjalizowanymi wzgledem
rosliny. W sprzecznos$ci z opisang koncepcja stojg badania Moliny 1 wsp. (1992), ktorzy
dowiedli, ze zar6wno siewki, jak i dojrzate drzewa daglezji zielonej (Pseudotsuga menziesii),
kolonizowane byly przez grzyby z rodzaju Rhizopogon, ktore uznawane sg za gatunki
pionierskie.

Wedtug Jumponena i Egerton-Warburton (2005) czynnikiem sprawczym zjawiska
sukcesji zbiorowisk GEM jest selekcja srodowiskowa czyli tzw. “filtry’, definiowane jako
abiotyczne 1 biotyczne warunki sSrodowiskowe. Filtry te selekcjonuja, z catkowitej puli GEM,
grzyby nawigzujace symbioze, a tym samym predestynuja pewne z nich do przezycia.
Selekcja poszczeg6lnych gatunkow GEM z puli dostgpnych grzyboéw odbywa si¢ przez
wykluczanie gatunkow, ktore nie sg przystosowane do zaistnialych warunkéw §rodowiska.
Grzyby niezdolne do zawigzania efektywnej mikoryzy w danym $rodowisku, pozostajg w puli
potencjalnych gatunkéw w formie uspionego inokulum. Zmiany w srodowisku, jak tez

pojawienie si¢ kompatybilnych wzgledem us$pionych gatunkow partneréw roslinnych,
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powodowac¢ bedzie wznowienie aktywnosciowych gatunkow, a co za tym idzie zmiany
jako$ciowe w zbiorowisku GEM.

Jak do tej pory nie udato si¢ w petni zweryfikowac¢ trafnosci zatozen zadnej z hipotez
odnoszacych si¢ do zjawiska sukcesji GEM. Wczesniejsze wyniki badan przeprowadzonych
w uktadzie chronosekwencyjnym na gatunkach iglastych nie pozwalaja na wyciagnigcie
jednoznacznych wnioskow (Visser 1995; Peter i wsp. 2001; Horton i wsp. 2005; Palfner i
wsp. 2005; Iwanski i wsp. 2007). Co gorsza, ze wzgledu na réznice metodologiczne
utrudnione jest poréwnywanie ww. prac. Ze wzgledu na przyjeta metodg identyfikacji
mikoryz, opartg na sekwencjonowaniu DNA, najbardziej przekonujace wydaja si¢ by¢ wyniki
prezentowane przez Iwanskiego (2007). W badaniach tych bogactwo gatunkowe zbiorowisk
GEM obserwowane na powierzchniach sosny zwyczajnej (Pinus sylvestris) w réznym wieku
byto podobne. Wyjatek stanowig tu najmlodsze drzewostany, w ktdrych odnotowane
bogactwo gatunkowe (18 gatunkow) bylo mniejsze co najmniej o 25% od bogactwa
gatunkowego drzewostanow starszych (24-27 gatunkow). Zaréwno sktad gatunkowy jak i
udziat procentowy poszczegdlnych gatunkéw GEM rdznit si¢ znaczaco migdzy badanymi
powierzchniami. Lacznie zidentyfikowano 47 taksonéw GEM nalezacych do 13 rodzin.
Podobne badania przeprowadzone na jednym z azjatyckich gatunkow dgbow (Q.
liaotungensis Koidz.) ujawnity nieco wyzsze bogactwo gatunkowe grzybow nawigzujacych
symbioze z badanym dgbem (Wang i wsp. 2012). Lacznie autorzy podaja 66 taksondéw, z
ktérych zaledwie 6 zidentyfikowanych byto do gatunku. W przypadku tej pracy prezentowane
bogactwo gatunkowe moglo by¢ zawyzone, w szczegdlnosci w odniesieniu do gatunkow z
rodziny Sabacinaceae oraz Thelephoraceae. Autorzy nie przedstawiajg analizy
filogenetycznej, ktore mogtyby rozwia¢ watpliwos$ci na temat przynaleznos$ci taksonomicznej
nieopisanych gatunkéw z rodziny Sabacinaceae oraz Thelephoraceae. Nie wykazano rowniez
réznic pomiedzy zbiorowiskami GEM siewek, ,,mlodych” i dojrzatych drzew, twierdzac, iz
wiek partnera roslinnego ma marginalny wptyw na zbiorowisko GEM. Brak jednoznacznych
wynikow wptywu chronosekwencji drzewostanu na zbiorowiska GEM, stat si¢ inspiracja do
przeprowadzenia takich badan na dgbach rosngcych na obszarze Plyty Krotoszynskie;.

Celem tej czgéci badan rozprawy doktorskiej bylo przedstawienie zréznicowania GEM
wchodzacych w symbioze z debami w nastepujacym uktadzie chronosekwencyjnym: uprawa-
milodnik-tyczkowina-drzewostan dojrzaty.

Hipoteza badawcza zaklada, iz zbiorowiska GEM, badane w réznych stadiach

rozwojowych, bedg si¢ roznily zaréwno strukturg jakosciowa jak i ilosciowa.
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2.3. Cel 3. Okreslenie zbiorowiska grzybow mikoryzowych w zamierajacych dabrowach

na Plycie Krotoszynskiej

HIPOTEZA: Zro6znicowanie zbiorowisk GEM zamierajacych drzewostanow

debowych bedzie zwiazane ze zdrowotnoscig poszczegolnych drzew.

Przez ostatnie dziesig¢ciolecia masowe zamieranie lasow dgbowych dotkngto wiele
regionow zaréwno w Europie (Thomas i wsp. 2002) jak i na calym $wiecie (Woodall 1 wsp.
2005; Kabrick 1 wsp. 2008). Wedlug Maniona (1991) w zamieraniu lasow biorg udziat trzy
rodzaje czynnikow: czynniki predysponujace, aktywujace i przyczyniajace. Czynniki
predysponujace to takie, ktore moga aktywowac proces chorobowy. W przypadku debow
mozna tu zaliczy¢ gtéwnie bledy w gospodarce lesnej ostatnich dwu stuleci (niedostosowanie
sktadu gatunkowego do siedliska, odnawianie lasu z uzyciem sadzonek wyprodukowanych w
szkotkach) oraz zmiany srodowiskowe wywolane np. globalnymi zmianami klimatycznymi.
Do drugiej grupy naleza czynniki aktywujace, ktorych wystapienie w krotkim czasie
powoduje wystgpienie symptomoéw chorobowych. Moga to by¢ anomalia pogodowe (okresy
ekstremalnej suszy badz mrozéw), czy tez bltedy w biezacej gospodarce lesnej (np. zbyt duze
przerzedzenie drzewostanu w cigciach pielggnacyjnych). Ostatnia grupa czynnikow bioragcych
udziat w zamieraniu lasow, tzw. czynniki przyczyniajace, powoduja gwattowny spadek
zdrowotnosci drzew i sa bezposrednig przyczyng ich obumierania. Za takie nalezy uznaé
zerowanie folio- 1 ksylofagicznych owadow, oraz infekcje grzybow patogenicznych. W takim
przypadku naturalne mechanizmy odpornosciowe nie pozwalaja roslinom na efektywna
obron¢. W uktadzie ,,gospodarz-patogen” powstaje wtedy nowy jako§ciowo organizm ,,chora
ro$lina” (Sierota 2011), ktorego funkcjonowanie zasadniczo rézni si¢ od funkcjonowania
rosliny zdrowej. W przypadku zamierania dgbow symptomy procesu chorobowego widoczne
sg zarowno w koronach drzew jak i na ich pniach. Liscie chorych drzew z6tkng 1 z czasem
opadaja, powodujac pojawienie si¢ bezlistnych pedow w koronach. Na pniach pojawiajg si¢
charakterystyczne wycieki, z czasem widoczne sa rowniez §lady zerowania owadow
ksylofagicznych oraz owocniki grzybow patogenicznych. Niewidocznym, aczkolwiek bardzo
istotnym symptomem zamierania debow sg infekcje grzybowe korzeni. Szczegolng uwage
zwraca si¢ tu na grzybopltywki lggniowe (Oomycota) z rodzaju Phytophtora i Pythium, ktore
w sposob istotny moga redukowac liczbe korzeni drobnych. Wraz z rosnaca redukcja aparatu
asymilacyjnego (defoliacja), uszkodzeniami pnia oraz redukcja liczby korzeni drobnych,

zmienia si¢ fizjologiczny obraz funkcjonowania drzewa. W koronie produkowanych jest
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mniej asymilatow, mniej wody i soli mineralnych jest pobieranych i transportowanych z
korzeni do koron, co powoduje radykalne zmiany w relacjach pomiedzy rosling, a wszystkimi
organizmami z nig koegzystujagcymi, w tym takze z grzybami ektomikoryzowymi.

Rola i znaczenie mikoryz w procesie chorobowym zwigzanym z zamieraniem
pojedynczych drzew, jak i calych drzewostanéw jest jak dotad stabo poznana. Pierwsze
hipotezy méwily o $cistym zwigzku zamierania drzew ze zmniejszajaca si¢ liczbg mikoryz
(Meyer 1984; Raggazi 1999). O wpltywie czynnikéw antropogenicznych na proces zamierania
laséw moga §wiadczy¢ badania Fellnera 1 Peskovej (1995), ktorzy wykazali zmniejszanie si¢
bogactwa gatunkowego grzybow mikoryzowych oraz zmniejszenie liczby mikoryz zywych
pod wplywem czynnikow takich jak: zanieczyszczenie powietrza, nawozenie czy
zakwaszenie gleby. Podobne zaleznosci uzyskali Causin 1 wsp. (1996) w okoto
pigcdziesiecioletnich dgbrowach we Wtoszech, oraz Kovacs 1 wsp. (2000) w lasach debowych
w Austrii. Wspomniane powyzej badania przeprowadzone byly w oparciu o metody
morfologicznej identyfikacji mikoryz, a wigc moga by¢ obarczone znacznym btedem
wynikajacym z niedoszacowania rzeczywistego bogactwa gatunkowego.

Rozwd¢j metod molekularnych pozwolit na petniejsze opisanie zbiorowisk GEM
zwigzanych z zamierajacymi dgbami. Wyniki badan nad wptywem stopnia zamierania drzew
oraz rolg przeprowadzonych zabiegéw pielggnacyjnych na bogactwo gatunkowe GEM
opublikowane zostaty przez Mosca i wsp. (2007a). W badaniach tych zidentyfikowano
molekularnie 64 anatomotypy mikoryzowe. Do najbardziej powszechnych nalezaty gatunki z
rodzin Thelephoraceae, Russulaceae, Sebacinaceae oraz Pezizaceae. Autorzy wykazali
istotne roznice w strukturze zbiorowisk GEM drzewostanow trzebionych/nietrzebionych oraz
bardziej/mniej zamierajacych. Niestety w opracowaniu tym brak jest doktadniejszych
wynikow na temat zmian zachodzacych w zbiorowisku GEM pod wplywem zamierania
drzew. Autorzy rowniez nie okreslajg szczegdtowo zdrowotnosci analizowanych drzew,
dzielac je jedynie na dwie umowne klasy zdrowotno$ci. Kontynuacja tych obserwacji sg
badania aktywnos$ci enzymatycznej niektorych zidentyfikowanych taksonow (Clavulina
cinarea, Tomentella sublilacina, Russula spp.) (Mosca i wsp. 2007b). W omawianej pracy na
uwage zastuguja wyniki mowiace o roznicach aktywnosci enzymatycznej, szczegdlnie w
odniesieniu do kwasnej fosfatazy i 8 — glukozydazy, pomiedzy mikoryzami znajdowanymi w
obu klasach zamierania oraz badanymi w trakcie okresu wegetacyjnego, ktore pokazaty, ze
aktywno$¢ enzymatyczna poszczegolnych grzybow moze si¢ zmienia¢ w zaleznosci od
warunkow, dostosowujac mozliwos$ci pobierania koniecznych do rozwoju zwiazkow wegla,

niezaleznie od partnera roslinnego.
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W opisanych powyzej pracach brak jest danych wiagzacych szczegdtowo opisany
stopien zamierania drzew ze zmianami w strukturze zbiorowiska GEM. W zwiazku z tym
celem tej czegsci rozprawy bylo opisanie zmian jakosciowych 1 ilosciowych zachodzacych w
zbiorowisku GEM wraz ze zmiang zdrowotnosci drzew, wyrazonych stopniem uszkodzenia
koron (defoliacja) 1 witalno$cig drzew. Hipoteza badawcza zaklada, ze zr6znicowanie
zbiorowisk GEM zamierajacych drzewostanow de¢bowych bedzie zwiazane ze
zdrowotnos$cig poszczegolnych drzew. Poprzez ukazanie uwarunkowan ekologicznych
opisanych w zamierajacych dgbrowach uzyskane wyniki powinny pozwoli¢ na wskazanie
funkcjonalnej roli, jaka moga petnié¢ najobficiej wystepujace w zbiorowisku taksony. Takie
podejscie wpisuje si¢ we wspotczesne kanony badan nad ekologia grzybow

ektomikoryzowych.
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3. Materialy i metody

3.1. Opis powierzchni badawczych

Wybrane do badan powierzchnie znajduja si¢ na terenie Nadle$nictwa Piaski
(Regionalna Dyrekcja Lasow Panstwowych w Poznaniu) w granicach czterech le$nictw:
Miranowo, Siedlec, Miedzyborze, Siedmiorogow (Rycina 2). Klimat wystepujacy na terenie
Nadles$nictwa Piaski ma charakter przejsciowy z wyraznie zaznaczonymi wptywami klimatu
morskiego Europy Zachodniej. Wedtug klasyfikacji Wosia (1999) analizowane le$nictwa
znajduja si¢ w strefie klimatu XVI Poludniowowielkopolskiego. Srednia roczna suma opadow
wynosi 597 mm, $rednia roczna temperatura to 8,6°C, natomiast dlugo$¢ sezonu

wegetacyjnego wynosi 220 dni.
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Rycina 2. Plan lokalizacji powierzchni badawczych

Szkotka Lesna Miranowo lezy w granicach Le$nictwa Miranowo. Trampler 1 wsp.
(1990) zalicza ten region do Krainy Wielkopolsko-Pomorskiej, Dzielnicy Niziny
Wielkopolsko-Kujawskiej 1 Mezoregion Pojezierza Wielkopolskiego. Szkotka zostala
zatozona w 1978 r na siedlisku lasu mieszanego Swiezego. Tereny przylegte do szkotki

stanowig lasy mieszane iglasto lisciaste 1 mieszane liSciaste, w ré6znym stopniu zmieszania.

26



Warunki glebowe pozwalaja na produkcje materiatu sadzeniowego zarowno drzew iglastych
(gtownie sosny) jak i liSciastych (oba gatunki dgbow).

Lesnictwa Siedlec, Siedmiorogdéw 1 Miedzyborze w catosci znajdujg si¢ na obszarze
Plyty Krotoszynskiej. W ramach podziatu przyjetego przez Tramplera i wsp. (1990)
analizowane stanowiska leza w Krainie Wielkopolsko-Pomorskiej, Dzielnicy Plyty
Krotoszynskiej, Mezoregionu Krotoszynskiego. Region ten znajduje si¢ w zasiggu
zlodowacenia Srodkowopolskiego i obejmuje ptaska réwnine morenowa ze specyficznymi
glebami hydrogenicznymi typu opadowo-glejowego. Ten rodzaj utwordéw glebowych
wyksztalca si¢ na ptytko, rzadziej srednio gleboko spiaszczonych glinach zwatowych, gdzie w
nastepstwie okresowego stagnowania wod opadowych dominujacym procesem glebowym jest
oglejenie odgoérne. Gleby te charakteryzuja si¢ procesami tlenowymi i1 beztlenowymi
zachodzacymi w gornych partiach profilu.

Krajobraz Ptyty Krotoszynskiej charakteryzuje si¢ niewielkim urozmaiceniem rzezby
terenu oraz brakiem jezior. Ze wzgledu na zyzne gleby jest to region typowo rolniczy o
niskiej, si¢gajacej zaledwie 17% lesistosci. Z drugiej jednak strony lasy rosnace na Plycie
charakteryzuja si¢ znacznym, prawie 65%-owym udziatem zyznych siedlisk lasowych — lasu
swiezego (L$w) 1 lasu mieszanego $wiezego (LM$w) z bardzo wysokim udziatem debu. W
zwigzku z tym obszary Nadlesnictwa Piaski, oraz sgsiadujacego Nadle$nictwa Krotoszyn
nazywane s3 zwyczajowo Dabrowami Krotoszynskimi. Caty ten kompleks, obejmujacy
prawie 23 tys. ha., uwazany jest za unikalny w skali kraju, gdyz ten typ dabrow
charakterystyczny jest dla obszarow o klimacie kontynentalnym, szczegdlnie na Wegrzech 1
w Rumunii. Mozna wigc uznaé, ze Dagbrowy Krotoszynskie zblizone sg do dgbrow znanych z
Europy Srodkowej i Zachodniej.

Powierzchnie = badawcze  naleza  potencjalnie  do  zbiorowiska  gradu
srodkowoeuropejskiego (Galio-Carpinetum) jednak ze wzgledu na uproszczony sktad
gatunkowy stanowig drzewostany liSciaste o niskim stopniu zrdéznicowania. Drzewostan
badanych powierzchni jest z reguly jednowarstwowy, utworzony gldwnie ze sztucznie
wprowadzonego de¢bu szyputkowego z domieszka dgbu bezszyputkowego, grabu (Carpinus
betulus) oraz §wierka pospolitego (Picea abies). W najstarszych badanych drzewostanach
(Czes¢ 11 Rozprawy), a szczegdlnie w zamierajacych drzewostanach (Cze$¢ III Rozprawy)
czesto wystepuje mniej lub bardziej wyksztalcony podrost grabowy oraz $wierkowy. W
zalezno$ci od stopnia rozwoju drzewostanu charakter wyksztatconego runa byt rozny, od
silnie zadarnionej w uprawach, przez pokrywe zielng w drzewostanach w $rednim wieku, do

silnie zadarnionej pokrywy z przewaga trzcinnika (Calamagrostis spp.) w drzewostanach
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dojrzatych, a szczegdlnie zamierajagcych (analizowanych w Czgéci III Rozprawy).
Szczegolowa charakterystyka wybranych do badan powierzchni przedstawiona zostala w

Tabeli 1.

3.2. Czesé 1. Zbiorowiska grzybéw ektomikoryzowych debu szyputkowego w pierwszym

roku wzrostu siewek w szkolce lesnej

3.2.1. Okreslenie zroznicowania GEM wystepujacych w szkolce leSnej Miranowo

Badania tzw. ,,potencjatu inokulacyjnego” szkotki Miranowo przeprowadzono w celu
okreslenia jakie grzyby mikoryzowe kolonizujg jedno i dwuletnie sadzonki produkowane w
szkotce Lesnej Miranowo. Uzyskane dane niezbedne byty w dyskusji wynikow czgéci I pracy,
w ktorej badano sekwencje pojawiania si¢ symbiontdw ektomikoryzowych na siewkach dgbu
szyputkowego w warunkach szkotki lesnej.

Lacznie pobrano 16 zbiorczych prob, z ktorych kazda sktadata si¢ z 5-10 sadzonek (w
zalezno$ci od wieku sadzonek i ilosci produkowanego materiatu sadzeniowego). Kazda proba
zbiorcza reprezentowala jeden gatunek drzewa w danym wieku. Razem przeanalizowano 130
sadzonek. Analizy morfologiczne i molekularng identyfikacje znalezionych mikoryz
wykonano dwukrotnie, p6zng wiosng 1 jesienig, w sezonie wegetacyjnym poprzedzajacym
zatozenie do$wiadczenia. Lista analizowanych gatunkow drzew wraz z liczbg prob pobranych

do analiz przedstawione sg w Tabeli 2.
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Tabela 2. Pochodzenie i1 wielko$¢ préb pobranych dla oszacowania ,,potencjatu
inokulacyjnego” Szkoétki Lesnej Miranowo

. Liczba
Gatunek V(Y;i;( proSélLTI](t():S/}ny Kwatera sadzonek/siewek
w prébie

Sosna zwyczajna 1 So 1/0 VI 10

2 So02/0 \% 5
Swierk pospolity 2 Swl/1 i 5
Modrzew europejski 2 Md1/1 11| 5
Dab szyputkowy 1 Db sz 1/0 \Y 10

1 Db sz 1/0 Substrat torf 5

2 Db sz 2/0 v 5

2 Db sz 2/0 Vi 5
Dab bezszyputkowy 1 Db bsz 1/0 \ 10

1 Db sz 1/0 Substrat torf 10

2 Db bsz 2/0 \% 5
Buk zwyczajny 1 Bk 1/0 | 10

2 Bk 2/0 | 5
Grab zwyczajny 1 Gb 1/0 v 10

2 Gb 2/0 v 5
Lipa drobnolistna 1 Lp 1/0 v 10

3.2.2. Okreslenie dynamiki zbiorowiska grzybéw mikoryzowych debu

szypulkowego w pierwszym roku wzrostu siewek w szkélce leSnej

Zotedzie debu szyputkowego zebrane zostaty jesienia 2010 roku w Nadle$nictwie
Jarocin. Po zbiorze zostaly poddane termoterapii (3 godziny w temperaturze 40°C) i
zaprawione przyjetym w praktyce lesnej srodkiem VITAVAX, a nastgpnie przechowywane w
szczelnie zamknigtych beczkach w temperaturze -3°C przy wilgotnosci 40%.
Nastgpnego roku zotedzie o podobnej wielko$ci 1 wadze (Srednio 3 gr., masa 1000 nasion=3
kg) zostaty przycigte na 1/5 dtugosci liscieni, a nastgpnie wysadzone w trzech powtdrzeniach
na jednej kwaterze produkcyjnej w szkoétce lesnej Miranowo. Zgodnie z metodyka opisang
przez Giertycha i Suszke (2011) przycigcie nasion miato na celu przyspieszenie i wyréwnanie
wschodow siewek. Aby unikng¢ potencjalnych szkod od przymrozkow pdznych, eksperyment
zostal zalozony wzglednie pézno, tj. 3-go maja 201lroku. Zotedzie wysadzano w
pojedynczych rzedach, w kazdym rzedzie znajdowalo si¢ 11 grup zotedzi, ktore podzniej
reprezentowaty 11 termindéw pobrania siewek. Dla uzyskania optymalnej ilosci korzeni do
analiz w kazdej wysadzonej grupie znajdowato si¢ 10 zotedzi. Szczegdlowy schemat

doswiadczenia przedstawia Rycina 3.
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Rycina 3. Schemat do§wiadczenia przeprowadzonego w Czesci L.
A — rozmieszczenie powtorzen (1,2,3) na kwaterze;
B — schemat wysiewu zot¢dzi w jednym powtdrzeniu wraz z terminem pobrania siewek

W czerwcu i lipcu proby pobierane byly w odstgpach 10-dniowych, natomiast w
okresie od poczatku sierpnia do poczatku pazdziernika w odstgpach 15 dniowych. W kazdym
terminie pobrania wykopywano po jednej grupie siewek (wraz z gleba otaczajaca systemy
korzeniowe) z kazdego z trzech miejsc (powtorzen), razem 30 siewek. Z kazdej grupy
analizowanych bylo 5 siewek. Lacznie przeanalizowano 33 proby (3 powtorzenia x 11
termindw pobrania), co odpowiada 165 siewkom. Kazda proba pakowana byta oddzielnie do
plastikowego worka i w takiej formie transportowana do laboratorium, gdzie siewki byty

bezzwlocznie poddawane analizom.

3.2.3. Zawartos$¢ cukréow niestrukturalnych w korzeniach

Analiza wykonana byla w oparciu o metodyke Hassiga i Dicksona (1979)
zmodyfikowang przez Oleksyna i wsp. (2000). Wielko$¢ nawazki wynosita 0,02g. Ekstrakcja
cukréw rozpuszczalnych przeprowadzona byla w mieszaninie metanol:chloroform:woda
(12:5:3 vlv), z korzeni drobnych suszonych w 65°C przez 48h. Supernatant postuzyt do

okreslenia zawarto$ci cukréw rozpuszczalnych, natomiast pozostalty osad do okreslenia
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zawartos$ci skrobi. Spektrofotometryczny pomiar ekstraktu zostat dokonany przy diugosci fali
625 nm, uzywajac antronu rozpuszczonego w 75% kwasie siarkowym.

Zawarto$¢ cukréw rozpuszczalnych w przeliczeniu na glukoze obliczano wg wzoru:

Zg=CxWxm?

gdzie: Zg - zawartos¢ cukrow niestrukturalnych w przeliczeniu na mg glukozy [mg/g s.m.];
C — stezenie glukozy odczytane z krzywej wzorcowej;
W — wspoélczynnik odczytany z krzywej wzorcowej;
m — masa nawazki

Skrobia zostata poddana hydrolizie za pomoca a-amyloglukozydazy dla uzyskania glukozy,

ktéra oznaczana bylta spektrofotometrycznie (przy dtugosci fali 450 nm).

Zs=Cx0,005x5 m*

gdzie: Zs— zawartos$¢ skrobi w przeliczeniu na mg glukozy [mg/g s.m.];
C — stezenie glukozy odczytane z krzywej wzorcowej;
0,005 — objetos¢ po rozcienczeniu w 2 dniu analiz;
5 — warto$¢ rozcienczenia w 3 dniu analiz;
m — masa nawazki
Calkowita zawarto$¢ rozpuszczalnych cukrow niestrukturalnych glukozy oraz skrobi

wyrazona jest w mg/g suchej masy.

3.3. Cze¢s¢ 11 . Zroznicowanie grzybow ektomikoryzowych wchodzacych w
symbioze¢ mikoryzowq z d¢bami w ukladzie chronosekwencji drzewostanow

Na terenie kazdego z trzech le$nictw wyznaczono 4 powierzchnie badawcze w
r6éznych stadiach rozwojowych tj, w stadium uprawy, mtodnika, tyczkowiny i drzewostanu
dojrzatego. (Tabela 1A). Lacznie przeanalizowano 12 powierzchni, z ktorych kazda stanowita
drzewostan, bedacy odrebnym wydzieleniem lasu (zazwyczaj pododdzialem). Na kazdej z
tych powierzchni wyznaczono po 10 drzew, oddalonych od siebie o okoto 20-30 metrow. Dla
pézniejszych analiz statystycznych proby o0znaczono zgodnie z gatunkiem drzewa (dgb
szyputkowy/bezszyputkowy), spod ktérego byly pobierane. Schemat pobierania prob

przedstawia Rycina 4A. W dalszej czesci pracy powierzchnie badawcze w roznym stadium
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rozwojowym okres$lane bgdg symbolami: U — uprawa, M — mtodnik, T - tyczkowina, D —

drzewostan dojrzaty.

Rycina 4. Schemat rozmieszczenia drzew badanych w uktadzie chronosekwencji (A) oraz
sposob wzor pobierania podprob przy pojedynczym drzewie (B)

Proby glebowe przeznaczone do morfologicznych i molekularnych analiz ektomikoryz
debu pobrano pdzng jesienig, w listopadzie 2009 r. Spod kazdego wybranego do analiz
drzewa pobierano 5 podprobek wedlug schematu przedstawionego na Rycinie 4B. Kazda
podprobka stanowita objetos¢ ok. 100 cm® gleby, pobranej probnikiem o wymiarach h=5cm,
@=5cm. Nastepnie podproby taczono, w celu uzyskania proby zbiorczej o objetosci 500 cm?,
reprezentujacej pojedyncze badane drzewo. W przypadku najmtodszej fazy rozwojowej
(odnowienia sztucznego) proby pobierano szpadlem przez wykopanie catej, kilkuletniej
rosliny wraz z bryta gleby o wymiarach 10 cm x 10 cm x 5 cm (500 cm3). Lacznie analizom
poddano 120 préb glebowych (3 lesnictwa x 4 stadiow rozwojowych x 10 prob glebowych).
Pobrane proby glebowe transportowane byly do laboratorium w plastikowych woreczkach 1

przechowywane w temperaturze -10°C do momentu rozpoczg¢cia analiz.

3.4. Czes¢ 111, Zbiorowiska grzybéw mikoryzowych zamierajacych dabrow na Plycie
Krotoszynskiej

W Lesnictwie Siedlec wytypowano trzy drzewostany debu szyputkowego. Kazdy z
drzewostandow znajdowat si¢ w odmiennym stadium zamierania, wyrazonym stopniem
redukcji aparatu asymilacyjnego (defoliacja) oraz stopniem uszkodzen pnia. Wstgpnym
kryterium wyboru drzewostanow byt szacunek brakarski wykonany w okresie
poprzedzajacym pobieranie prob, a szczegolnie ilos¢ drewna planowana do pozyskania w
nastepnych cigciach sanitarno — selekcyjnych. Inne cechy drzewostanu, szczegdlnie te

mogace wpltywac na réznorodnos¢ GEM (sktad gatunkowy, wiek, siedlisko, stopien
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zadrzewienia, rodzaj pokrywy) byty pordéwnywalne, co obrazuje Tabela 1B. W kazdym z
trzech drzewostanow wytypowano po 15 drzew, dla ktorych przeprowadzono analizy. Prace
terenowe przeprowadzone byly w okresie odpowiednim dla oceny zdrowotnosci drzew
(poczatek czerwca 2009 r.) i obejmowatly pobor materiatu do badan oraz ocene stanu
zdrowotnego poszczegdlnych drzew.

Proby korzeniowe pobierane byty spod drzew, wokot ktorych nie wystepowaly inne
krzewiaste i drzewiaste rosliny tworzace ektomikoryzy. Kazde z wytypowanych drzew rosto
w mozliwie najwiekszej odleglosci od innych drzew, jednak nie mniej niz 15m. Lacznie spod
kazdego drzewa pobrano trzy podprobki, ktore byty taczone tworzac w ten sposéb probe
reprezentujacg jedno drzewo. W tej czeSci badan, ze wzgledu na duze zadarnienie, proby
pobierane byty szpadlem, a nie probnikiem. Material badawczy pakowany byt do
plastikowych woreczkow 1 transportowany do laboratorium, gdzie w temperaturze -10°C
przechowywany byt do momentu rozpoczg¢cia analiz.

Dla oceny zdrowotnosci drzew brano pod uwage nastgpujace cechy:

e wysoko$¢ drzewa mierzong wysokosciomierzem Sounto z doktadnoscig do 0,5 m,

e piersnicg drzewa mierzong na ,,krzyz” (N-S i W-E) z doktadnoscig do 0,1 cm,

e defoliacj¢ gornej 1 srodkowej czesci koron drzew oceniang w 5% odstopniowaniu,
przez dwoch taksatoréw z dwoch roznych kierunkow, z odlegtosci rownej minimum
wysokos$ci drzewa, z wykorzystaniem barwnych tablic ubytku aparatu asymilacyjnego
i lornetek 0 o$miokrotnym powigkszeniu,

e stopien witalnosci koron drzew wg ponizszego schematu:

- stopien 0 — faza eksploracji (drzewo witalne, nieuszkodzone, cata strefa
wierzchotkowa sktada sie z gestej sieci dlugopeddéw, rownomiernie
wypetiajacych przestrzen, sieciowate; harmonijne ugatezienie; korona bez
wigkszych luk),

- stopien 1 — faza degeneracji (drzewo ostabione, w gornej czgsci korony
wystepuja struktury podtuzne; we wnetrzu korony moga wystepowac nieliczne
luki),

- stopien 2 — faza stagnacji (drzewo uszkodzone, na obrzezach korony
struktury pedzelkowate (tzw. ogony pudla); we wnetrzu korony stale wystepuja
wigksze luki; wierzchotek splaszczony; wystepuja prawie wylacznie

krotkopedy),
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- stopien 3 — faza rezygnacji (drzewo silnie uszkodzone, obumierajace,
stadium grubych gatezi, korona rozpada si¢ na odizolowane czesci,
zamierajacy wierzchotek; obumieranie wigkszych gatezi; duze luki w
ugalezieniu),

e jako$¢ korony wg ponizszego schematu:
- klasa 1 — korona dobra, symetryczna, dobrze ulistniona i zywotna,
- klasa 2 — korona $rednia, $cie$niona, asymetryczna, jeszcze zywotna,
- klasa 3 — korona zta, stabo ulistniona, zdegenerowana, zamierajaca,

e uszkodzenia pnia drzewa wg ponizszego schematu:
- stopien 0 — pien bez uszkodzen (tzn. bez objawoéw chorobowych, i
uszkodzen),
- stopien 1 — pien stabo uszkodzony (tzn. wystepuja nieliczne zabliZnione
drobne spe¢kania kory, moga wystepowac ciemne plamy),
- stopien 2 — pien $rednio uszkodzony (tzn. wystepuja rany i spekania
niezabliznione do szeroko$ci 5 cm, moga wystgpowac ciemne plamy 1 wycieki
sokow, listwy mrozowe i piorunowe, oznaki etiologiczne wystepowania
grzybow rozktadajacych drewna oraz wstepnych stadiow zgnilizny drewna),
- stopien 3 — pien silnie uszkodzony (tzn. wystepuja rany i spekania
niezabliznione szersze niz 5 cm, listwy mrozowe i piorunowe, oznaki
wystepowania zgnilizny, owocniki i utwory grzyboéw rozkladajacych drewno,
kora zaczyna odstawac i odpadac),
- stopien 4 — pien bardzo silnie uszkodzony (tzn. wystgpujg rozlegle rany 1
martwice, silna i rozlegta zgnilizna, wystepuja ubytki i dziuple, liczne

owocniki grzybow rozkladajacych drewno, ptatami odpada kora).

Dane zebrane w terenie pozwolity na wyliczenie nastepujacych wskaznikow:

e Srednig piersnice dla kazdego drzewa,

e wskaznik defoliacji dla grupy drzew w danym drzewostanie wedtug ponizszego

WzOoru:

. n+2n+...+10n

N
gdzie:

X - wskaznik defoliacji;
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n - liczba drzew w dziesigcioprocentowych przedziatach;
N - liczba wszystkich drzew;

1,2...,10 - numery przedziatow.
dla grupy drzew w danym drzewostanie wskaznik witalnosci drzewostanu wedlug

ponizszego wzoru:
.. N+2n+3n
Wit=———
gdzie:
wit - wskaznik witalnos$ci
N - liczba drzew w danym stopniu witalno$ci
N - liczba wszystkich drzew;

1,2,3 - stopnie witalnosci
syntetyczny wskaznik uszkodzenia pojedynczego drzewa i drzewostanu wedtug

ponizszego wzoru:

_ 0,03) " Def + > Wit

Syn
d 2-n
gdzie:
Syn - syntetyczny wskaznik uszkodzenia drzewa lub drzewostanu;
Def - okre$lona w procentach wartos¢ defoliacji;
Wit - stopien witalno$ci drzewa;
n - liczba drzew.

Warto$¢ syntetycznego wskaznika uszkodzenia drzewostanu moze wahac si¢ od 0 do
3. Po zaokragleniu oszacowanych wartosci do liczb catkowitych otrzymuje si¢ stopnie

uszkodzenia, wedtug ponizszego schematu:

Stopien Stan drzewa/drzewostanu
zdrowy,
0 .
1 ostabiony,
5 uszkodzony,
3 obumierajacy.

3. 5. Jakos$ciowa i ilosciowa analiza morfologiczna mikoryz

We wszystkich trzech czesciach rozprawy stosowana procedura jakosciowe;j i

ilosciowej analizy morfologicznej mikoryz byta podobna. Po przewiezieniu prob do
laboratorium, wzglednie po okresie krotkoterminowego przechowywania w temperaturze
-10°C, korzenie wybierane byly z gleby, zalewane woda na ok. 6 godzin a nastgpnie ptukane
pod biezacg woda na sicie o srednicy oczek rownej 1 mm. Tak przygotowane korzenie
wyktadane byty na szalki Petriego wypetlnione woda destylowana. Nastepnie usuwano z nich

korzenie trzeciego 1 wyzszego rzedu. Korzenie pozostawione na szalce (pierwszego i
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drugiego rzedu) przeznaczone byly do analiz. W Czgsci I, gdzie materiatem badawczym byty
siewki, analizom poddawano cate systemy korzeniowe. W tej czesci badan systemy
korzeniowe pojedynczych siewek stanowily oddzielne podproby i traktowane byty jako
oddzielne powtdrzenia.

W czesci I oraz czgsci 11 analiza iloSciowa obejmowata cate proby. Ze wzgledu na
duze zadarnienie powierzchni wytypowanych w czesci 111 i konieczno$¢ pobierania prob
szpadlem, analizowane byly reprezentatywne czesci prob. W tym celu sposrod wszystkich
fragmentow korzeni, wybieranych byto losowo okoto 1000 wierzchotkéw mikoryzowych.
Przy uzyciu mikroskopu stereoskopowego NIKON (w powigkszeniu od 10 do 50 razy)
zliczano ilo$¢ korzeni nieskolonizowanych, liczb¢ mikoryz zywych oraz liczb¢ mikoryz
martwych. Za mikoryzy martwe uznawano wszystkie te, ktore cechowaty si¢ ciemniejsza
barwg potaczong z brakiem turgoru oraz uszkodzeniami mutki. W ramach frakcji mikoryz
zywych wydzielano i zliczano poszczegdlne morfotypy. Klasyfikacje morfotypow
prowadzono w oparciu o wczesniej opublikowane prace (Agerer, 1987-2008; Ingleby i wsp.,
1990,) a takze baze danych zgromadzonych w Pracowni Badania Mikoryz ID PAN w
Kérniku, szczegdlnie dotyczacych debow i buka (Leski i wsp. 2010; Pietras i wsp. 2013).
Wyznacznikami morfotypu byty réznice w ramach nast¢pujacych cech morfologicznych:

(a) — sposob rozgalezienia mikoryz;

(b) — barwa mufki grzybniowej;

(c) — faktura mufki grzybniowej;

(d) — grubos¢ mufki grzybniowej;

(e) — ksztatt wierzchotkow mikoryzowych;

(F) — charakter i barwa grzybni ekstramatrykalnej;

(9) — obecnosc, stopien zréznicowania, sposob rozgatezienia i barwa sznuréw grzybniowych;
(h) — obecnosé¢ sklerocjow

(i) — obecno$¢ cystyd

Poczatkowo nazewnictwo morfotypdéw pochodzito od prawdopodobnej przynaleznosci
taksonomicznej. Jednak w toku prac zrezygnowano z nazywania poszczegdlnych morfotypow
okresleniami rodzajow, czy wyzszych jednostek taksonomicznych. Wynikato to z jednej
strony z duzej ilosci roznigcych si¢ morfotypow tworzonych przez jeden gatunek grzyba, z
drugiej z podobienstw miedzy morfotypami mikoryzowymi tworzonymi przez kilka, czesto
filogenetycznie oddalonych gatunkéw grzybow. Czesto rowniez, jak na przykiad w
przypadku grzyba Hydnum rufescens (Rycina 1D), ktérego mikoryzy opisane zostaly po raz

pierwszy na korzeniach d¢bu, brakowato danych umozliwiajacych przypisanie morfotypowi
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prawdopodobnej przynaleznosci taksonomicznej. Ostatecznie wydzielone morfotypy
oznaczane byly symbolem literowym, przyporzadkowujacymi je do powierzchni, z ktorej
pochodzity (Tabela 1) i liczbami porzadkowymi (wg. kolejnosci opisywania). W przypadku
odnalezienia morfotypow identycznych i podobnych w probach pochodzacych z r6znych
powierzchni badawczych, analizowane byly one niezaleznie.

Mikoryzy zakwalifikowane do poszczegdlnych morfotypdw zliczane byty w ramach
kazdej z prob. Nastepnie, kazdy opisany morfotyp byt fotografowany przy uzyciu aparatu
cyfrowego Canon 365, sprzezonego z mikroskopem stereoskopowym, pozwalajgcym na
uzyskanie powigkszenia od x 16 do x 40. Z kazdego wydzielonego morfotypow wybierano od
2 do 8 pojedynczych wierzchotkéw mikoryzowych i umieszczano osobno w odpowiednio
oznaczonych probowkach Eppendorfa i przechowywano mrozac ,,na sucho” w temperaturze

-10°C.

3.6. Analizy molekularne i identyfikacja gatunkowa mikoryz

Dla kazdej czesci rozprawy, analizy molekularne przeprowadzane byty oddzielnie. Dla
okreslenia przynaleznosci taksonomicznej wydzielonych morfotypow, DNA izolowane byto z
pojedynczych mikoryz, w 2 do 8 powtorzeniach dla kazdego morfotypu, Schemat

postepowania obejmujacy wszystkie etapy analiz molekularnych przedstawia Rycina 5.

Identyfikacja

Amplifikacja regionu
ITS rDNA

Sekwencjonowanie

Rycina 5. Schemat przedstawiajacy tok analiz molekularnych

3.6.1. Ekstrakcja DNA
Ekstrakcja catkowitego DNA z wierzchotkow mikoryzowych przeprowadzona byta
przy uzyciu specjalistycznego zestawu do izolacji DNA grzybowego (Plant and Fungal DNA

Isolation and Purification KIT, Qiagen). Analizowane wierzchotki mikoryzowe oczyszczone
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byly z pozostajacych na nich zanieczyszczen, ptukane w wodzie destylowanej i/lub 10%-
owym roztworze detergentu (np. DOMESTOS), a nastgpnie umieszczano w 400ul buforu
ekstrakcyjnego dotaczonego do zestawu do izolacji DNA. Dalsze postgpowanie przy izolacji
DNA zgodne byto z instrukcjg producenta. Produktem koncowym izolacji byta matryca o
nieznanym stezeniu DNA grzybowego. Objetos¢ roztworu uzyskana w jednej izolacji (z
jednego wierzchotka mikoryzowego) wynosita od 50 do 100ul. Tak przygotowane matryce
DNA przechowywane byty w temperaturze 4°C w przypadku przechowania na okres krotszy

niz miesiac, 1 temperaturze -20°C, gdy zachodzita potrzeba dtuzszego przechowywania.

3.6.2. Amplifikacja regionu ITS rDNA w reakcji PCR

Amplifikacj¢ regionu ITS rDNA prowadzono w tancuchowej reakcji polimerazy PCR.
Reakcje wykonywano przy uzyciu 1.5 — 2.5u Tag DNA polimerazy, 1.5mM MgCl,, 200uM
dNTP i 0.5uM kazdego ze starterow w zmiennej objetosci, od 10ul do 25ul (wszystkie
odczynniki Qiagen). Ze wzgledu na brak mozliwosci prawidtowego oznaczenia stgzenia DNA
partnera grzybowego z mieszaniny DNA roslinnego i grzybowego, optymalne st¢zenie DNA
ustalano eksperymentalnie, prowadzac reakcje PCR z szeregiem rozcienczen analizowanej
matrycy (1:10; 1:20; 1:50; 1:100; 1:200; 1:300). Poczatkowo do amplifikacji uzywano
uniwersalnej i szeroko stosowanej pary starterow ITS-1 i ITS-4. W toku prac zaczgto uzywac
innych bardziej specyficznych starterow. Dla prob, ktorych produkt PCR byt niejednorodny
(powstawaty produkty PCR ré6znej dlugosci), lub dla ktorych uzyskane sekwencje byty
nieczytelne, powtarzano amplifikacje uzywajac nastepujacych par starterow: ITS-1f i ITS-4,
ITS-311TS-4, ITS-51i ITS-4 oraz Ctb6 i TW14. Wszystkie wymienione kombinacje starterow
dawaty z reguty jednorodny produkt. Czgstym wyjatkiem byta tu para ITS-1f i ITS-4, dla
ktorej podobnie jak w przypadku ITS-1 i ITS-4 otrzymywano niejednorodny produkt
amplifikacji, widoczny w trakcie elektroforezy jako charakterystyczne smugi na zelu
agarozowym. Ze wzgledu na ograniczong liczbe ilo§¢ sekwencji referencyjnych dla regionu
LSU, opublikowanych w bazach danych, ostatecznie zrezygnowano z uzycia pary Ctb6 i
TW14. Dodatkowo dla mikoryz tworzacych charakterystyczny morfotypy Tomentella
przeprowadzono amplifikacj¢ z uzyciem grzybowego startera ITS1f oraz specyficznego dla
grzybow z rodziny Telephoraceae startera LR3-Tom. Szczegétowe informacje dotyczace
starterow uzytych w prezentowanych badaniach ujete sa w Tabeli 3. Schemat przytaczania

starterOw zawiera Rycina 6.
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Tabela 3. Charakterystyka starterow wykorzystanych w badaniach

Nazwa Sekwencja Region Kierunek* Specyficznos¢ Referencje
ITS-1 TCCGTAGGTGAACCTGCGG ITS F Uniwersalny White et al. 1990
ITS-1f ~ CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA  ITS F Grzybowy Gardelsg‘g‘SBr“”S
ITS4  TCCTCCGCTTATTGATATGC ITS R Uniwersalny  White et al. 1090
ITS3  GCATCGATGAAGAACGCAGC ITS F Uniwersalny  White et al. 1090
ITS5  GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG  ITS F Grzybowy ~ White et al. 1090
Cth6**  GCATATCAATAAGCGGAGG LSU F Grzybowy  nieopublikowany
TW14** GCTATCCTGAGGGAAACTTC LSU R Uniwersalny . |- White,

nieopublikowany

ITSi Specyficzny dla Tedersoo et al.

LR2 Tom CTACCGTAGAACCGTCTCC Lsu R Telophoraceas 5008

* F (Forward) — kierunek 3” do 5”; R (Reverse) — kierunek 5” — 3’
** startery niewykorzystane w pdzniejszych analizach

Reakcje PCR przeprowadzano w termocyklerze Biometra T3. Dla par starteréow ITS 1
(ITS-11) 1 ITS 4 proces amplifikacji regionu ITS rDNA przebiegatl wedtug nast¢pujacych
parametroOw: wstepna denaturacja (10 min. 94°C), 35 cykli kolejno: denaturacja (20 - 40s.
92°C); przytaczanie starterow (20 - 40s. 57°C); elongacja (40 - 80s.72°C) oraz koncowa
elongacja (7 min. 72°C) i schtadzanie produktu PCR do temperatury -4°C (Kéren et al.,
1997). Dla pozostatych kombinacji starteréw zwigkszano czas (do15 min.) i zmniejszono
temperature (do 90°C) wstepnej denaturacji. Pozostate parametry pozostawaty bez zmian.

Rezultaty reakcji PCR sprawdzano wykorzystujac elektroforez¢ produktow PCR (ok
sul) na 1,5% zelu agarozowym (10V/cm; 0.5h) (Prone Agarose), barwionym odczynnikiem
GELVIEW (FERMENTAS). Skuteczno$¢ amplifikacji DNA w reakcji PCR weryfikowana
byta w $wietle UV. Do sekwencjonowania przeznaczone byly tylko proby charakteryzujace
si¢ obecnoscig jednego amplikonu (jeden wyraznie widoczny prazek na zelu) w produkcie
PCR. Proby negatywne (bez prazka na zelu) oraz proby z charakterystyczng smuga (obecnos¢
niespecyficznego produktu PCR) amplifikowane byly powtdrnie z uzyciem innej pary
starterow. W przypadku braku rezultatdéw powtdrnej amplifikacji, powtarzano calg procedure
izolacji. Ponowna izolacja miata takze miejsce w przypadku prob z wiecej niz jednym
prazkiem na zelu, dla ktérych prawdopodobne byto wyizolowanie DNA z wigcej niz jednego
gatunku grzyba (tzn. wierzchotek mikoryzowy zanieczyszczony grzybnig innego gatunku
grzyba, dwa gatunki wystgpujace blisko siebie tworzace jedng mikoryzg, odrgbne taksony

rosngce jeden na drugim).
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Rycina 6. Schemat przytagczania starterow uzytych w badaniach

3.6.3. Analiza sekwencji nukleotydowych regionu ITS rDNA

Produkty PCR poddawano analizie sekwencji regionu ITS rDNA przy uzyciu
starterow ITS-4 oraz LR3 Tom (tylko dla produktu PCR amplifikowanego z uzyciem startera
LR3 Tom) na automatycznym sekwenatorze CEQ 20000XL i odczynnikow producenta
(Beckman Coulter DTCS Quick Start Kit). Sekwencjonowanie prowadzono w Wydziatowe;j
Pracowni Technik Biologii Molekularnej Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu.

Przy pomocy oprogramowania BioEdit version 7.0.0 (Hall, 1999) sekwencje
edytowano, a nastgpnie przycinano (gtoéwnie na poczatku i koncu chromatograméow), recznie
poprawiano pojedynczo wystepujace niezidentyfikowane zasady. W koncowym etapie
sporzadzano sekwencje konsensusowe. Uzyskane sekwencje konsensusowe analizowano pod
wzgledem obecnosci fragmentow chimerycznych (Nilsson i wsp. 2009,
http://unite.ut.ee/workbench.php), a nastepnie porownywano z bazami danych UNITE
(www.unite.ut.ee) oraz GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov) przy zastosowaniu algorytmu
BLASTn (Altschul i wsp., 1990) Sekwencje pochodzace z baz danych, o statystycznie
istotnym podobienstwie do analizowanej proby (>97% na dtugosci powyzej 450
nukleotydow; e-value o wartos$ci 0.0, przy domy$lnym progu istotnosci 10) pozyskiwano w
celu zestawienia z analizowanymi probami. Zestawienia sekwencji i ich wspotosiowanie
(alignment) (Falniowski, 2003), wykonywano przy uzyciu programu MEGAS5 (Tamura i wsp.
2007). W przypadkach, kiedy analizowane proby wykazywaty istotne podobienstwo do
sekwencji okreslonych jako tzw. proby srodowiskowe o niejasnej pozycji taksonomicznej
(pozyskane z mikoryz, gleby), notowano najblizsze skojarzenia BLASTn, a nastepnie
zestawiano sekwencje i poddawano wspotosiowaniu z pokrewnymi sekwencjami o znanej

pozycji taksonomicznej.
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3.6.4. Analizy filogenetyczne
Dla okreslenia relacji filogenetycznych grzybow z rodziny Thelephoraceae
zidentyfikowanych do poziomu rodzaju lub rodziny konstruowano drzewa podobienstwa
filogenetycznego. Drzewa podobienstwa filogenetycznego konstruowano przy uzyciu
programu MEGAS przy zastosowaniu algorytmu przytaczania sgsiada (Neighbor Joining -
NJ) z dwuparametrowym modelem Kimury dla odleglosci migdzy sekwencjami. Algorytm
ten uzywany jest powszechnie w badaniach filogenetycznych. Przyjeta metoda jest metoda
odlegtosciows 1 polega na odnalezieniu w macierzy odleglosci dwdch najbardziej podobnych
sekwencji i stworzenia wezla je taczacego. Kolejnym krokiem jest obliczenie nowej macierzy
odlegtosci mierzonej dla powstatego wezta i kolejno analizowanej sekwencji. Procedura ta
jest powtarzana do momentu wyczerpania sekwencji, w wyniku czego powstaje jedno
drzewo, dla ktérego oszacowana sumaryczna dlugos$¢ wszystkich galezi na drzewie jest jak
najkrotsza. Wsparcie dla uzyskanych topologii drzew filogenetycznych szacowano metoda
numerycznego probkowania (Bootstrap-test) wykonujac 1000 powtdrzen z losowym
dodawaniem sekwencji. Drzewa filogenetyczne konstruowano tgcznie dla wszystkich
sekwencji pochodzacych z poszczegdlnych eksperymentow i na kilku poziomach

taksonomicznych.

3.7. Analizy statystyczne
Dla opisania zbiorowisk GEM okreslone zostaty nastepujace parametry oraz wykorzystane
nastepujace metody statystyczne:
W Czesci I rozprawy okreslono:
e procentowy udzial korzeni nieskolonizowanych, zmikoryzowanych oraz martwych
mikoryz w calkowitej puli korzeni drobnych;
e catkowite bogactwo gatunkowe GEM w poszczegdlnych terminach pobrania,
e wzgledng obfitos¢ wystepowania poszczegdlnych taksondéw GEM w ramach frakcji
korzeni zmikoryzowanych.
Dla zbadania r6znic zawarto$ci cukrow niestrukturalnych (glukozy i skrobi) wystepujacych w
korzeniach, przeprowadzono analiz¢ wariancji oraz test Tukey’a przy poziomie ufnosci p =
0,05. Test Rank Srearmana zostat wykorzystania do ocenienia korelacji pomiedzy
wystepowaniem poszczegolnych taksonow a zawartoscig cukrow niestrukturalnych w

korzeniach.
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W czesci 11 1 11 rozprawy okreslano:

catkowitg liczb¢ korzeni drobnych w probie (tylko w czesci II)

e procentowy udziat korzeni niemikoryzowych, zmikoryzowanych oraz martwych
mikoryz w catkowitej puli korzeni drobnych;

e catkowite i $rednie bogactwo gatunkowe GEM,;

e wspodlczynniki ekologiczne (dominacji gatunkowej Simpsona, réznorodnosci
gatunkowej Shannon’a);

e wzgledng obfitos$¢ oraz frekwencje wystepowania zidentyfikowanych taksonow GEM

w ramach frakcji korzeni zmikoryzowanych;

Analiza wariancji oraz test Tukey’a przy poziomie ufnosci p = 0,05 zostat przeprowadzony
dla zbadania ro6znic obfitosci poszczegolnych taksonow w poszczegolnych fazach
rozwojowych

Test Rank Srearmana zostat wykorzystania do ocenienia korelacji pomi¢dzy stanem
zdrowotnym drzewa, a wyliczonymi wspotczynnikami ekologicznymi

Dla poréwnania zbiorowisk GEM w uktadzie chronosekwencji oraz pomig¢dzy drzewostanami
w roznym stopniu zamierania wykorzystano metode ANOSIM przy uzyciu wspotczynnika
Bray — Curtisa. Wyniki analizy ANOSIM przedstawione zostaty na wykresie NMDS (PAST
2.17b) (Hammer i wsp. 2001).
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4. Wyniki

4.1. DYNAMIKA ZBIOROWISK GRZYBOW EKTOMIKORYZOWYCH DEBU
SZYPULKOWEGO W PIERWSZYM ROKU WZROSTU SIEWEK W SZKOLCE
LESNEJ

4.1.1. Analiza zbiorowiska GEM Szkélki Le$nej Miranowo

W celu oceny bogactwa gatunkow GEM Szkotki Lesnej Miranowo przebadano 115
sadzonek reprezentujagcych siedem gatunkow drzew. Lacznie zidentyfikowano 14 gatunkoéw
GEM. Najwigkszym bogactwem gatunkowym charakteryzowaty si¢ dwuletnie sadzonki
drzew lisciastych (dab szyputkowy 8 gat.; dab bezszyputkowy 7 gat., buk zwyczajny 5 gat.),
natomiast najnizszym jednoroczne sadzonki gatunkéw iglastych (sosna pospolita 2 gat.),
sadzonki szkotkowane (modrzew europejski 2 gat., Swierk pospolity 3 gat.) oraz jednoroczne
sadzonki hodowane w substracie torfowym (dab szyputkowy 1 gat., dab bezszyputkowy 2
gat.). Przeprowadzone badania pozwolily stwierdzi¢, ze najpospolitszymi gatunkami GEM w
analizowanej szkotce sa Hebeloma sacchariolens, Laccaria tortilis i Scleroderma verrucosum
dla drzew lisciastych, oraz Willcoxina mikolae dla drzew iglastych. Trzy taksony, Tuber sp. 1,
H. sacchariolens oraz Cenococcum geophilum odnotowywane byly zardwno na sadzonkach
iglastych, jak 1 lisciastych. Szczegotowa lista zidentyfikowanych gatunkéw wraz z ich

identyfikacja molekularng przedstawia Tabela 4.

4.1.2. Dynamika zbiorowisk grzybow ektomikoryzowych debu szypulkowego w

pierwszym roku wzrostu w szkoélce lesnej

Lacznie przebadano 165 siewek debu szyputkowego. W pierwszym i drugim terminie
pobrania probek do analiz ( tj. po okoto 30 i 40 dniach od wysiewu) mikoryz na korzeniach
badanych debow nie stwierdzono. Pierwsze mikoryzy zaobserwowano w trzecim terminie
pobrania czyli 50 dni od wysiewu zotedzi. Udziat mikoryz zywych zmieniat si¢ gwattownie,
od 1,12% w trzecim terminie pobrania, do 9,23% po 60 dniach i 50,01% po 70 dniach od
wysadzenia zotedzi, osiggajac 75,71% 10 dni pozniej (po 80 dniach). Pomiedzy 20 lipca a 5
sierpnia siewki zostaty silnie zainfekowane przez grzyb Erysiphe alphitoides ((Griffon &
Maubl.) U. Braun & S. Takam. 2000), powodujacy maczniaka prawdziwego debu.
Spowodowato to dziesig¢ciokrotng redukcje udziatu mikoryz zywych (z 75,71% do 7,50%)
oraz gwaltowny wzrost udziatu frakcji mikoryz martwych, siegajacy 89,16%. W przeciagu

nastepnego miesigca odnotowano wzrost liczby zywych mikoryz do 82,56%. W ostatnim
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terminie pobrania (10. X) udziat zywych mikoryz na badanych debach wyniost ok. 50% .
Zmiany obserwowane w zbiorowisku GEM na korzeniach dgboéw przedstawia Rycina 7 A1 B

oraz Tabela 5.

Tabela 4 Identyfikacja molekularna oraz wyst¢powaniec GEM obecnych w Szkotce Lesne;j

Miranowo
E
Takson Sekwencja referencyjna value Podobienstwo Wystepowanie
(%)
Cenococcum JN943887 Cenococcum 0.0 98 Sw 1/1, Dbs 2/0
geophilum Fr.1829 geophilum Bk 2/0, Gb 2/0
Rhizoscphus DQ233802 Meliniomyces 0.0 98 Db b 2/0
eriace bicolor|
Peziza ostracoderma  JQ764766 Peziza ostracoderma 0.0 97 Dbs 1/0
Korf 1961
Tuber sp. 1 JF419494 uncultured Tuber 0.0 100 So 2/0, Dbs 1/0,
Dbbs1/0, Dbs2/0,
Dbbs2/0, Bk 1/0,
Bk 2/0, Lp 1/0
Wilcoxina mikolae AY880942 Wilcoxina mikolae 0.0 99 So 1/0, S0 2/0
Chin S. Yang & Korf Sw 1/1, Md 1/1
1985 ,
Hebeloma JX030286 Hebeloma 0.0 99 Sw 1/1, Dbs 1/0,
sacchariolens sacchariolens Dbbs 1/0, Dbsz2/0
Quel. 1880 Dbbs 2/0, Bk 1/0,
Bk 2/0, Gb 2/0
Inocybe curvipes UDBO000616 Inocybe curvipes 0.0 98 Dbs 1/0, Dbbs 1/0
Karst. 1890 Dbs 2/0, Dbbs 2/0
Laccaria tortilis UDBO001589 Laccaria tortilis 0.0 100 Dbs 2/0, Dbbs 2/0
Cooke 1884 Bk 1/0, Bk 2/0
Gb 1/0, Gb 2/0
Paxillus involutus EU346879 Paxillus involutus 0.0 99 Dbs 2/0
(Batsch) Fr. 1838
Scleroderma UDB 000044 Scleroderma 0.0 99 Dbs 1/0 Dbbs 2/0, Bk
verrucosum verrucosum 1/0, Bk 2/0
(Bull.) Pers. 1801
Suillus luteus UDBO000930 Suillus luteus 0.0 98 So 1/0, S0 2/0
Roussel 1796
Suillus sp. UDB000930 Suillus luteus 0.0 93 Md 1/1
Tomentella ellisii HQ406823 Tomentella ellisii 0.0 97 Dbs 1/0, Dbbs 1/0,
(Sacc.) Jiilich & Dbs 2/0, Dbbs 2/0,
Stalpers 1980 Lp 1/0 Gb 1/0, Gb 2/0
Tomentella sp. 1 DQ068971 Tomentella ellisii 0.0 92
Thelephora terrestris  JX030232 Thelephora terrestris 0.0 S02/0
Ehrh. 1787
UN.1 Brak identyfikacji molekularnej

Wytluszezonym drukiem zaznaczono taksony zidentyfikowane na korzeniach debéw w trakcie

prowadzenia do$wiadczenia
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Rycina 7. Parametry systemu korzeniowego siewek d¢bu szyputkowego ze szkotki lesnej w
poszczegolnych terminach pobierania do analiz: A - udziat korzeni z wlosnikami (bez
mikoryz), zmikoryzowanych i marwtych mikoryz; B — wzgledna obfito$¢ wystepowania 4
gatunkow grzybow czesto i obficie pojawiajacych si¢ w do§wiadczeniu C - zawarto$¢ cukrow
niestrukturalnych w korzeniach (opis osi X wspolny dla A, B i C); zielong strzatka
zaznaczono pojawienie si¢ pierwszych mikoryz S. verrucosum, czerwong strzatka zaznaczono
poczatek infekcji siewek przez E. alphitoides
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Tabela 5. Obfitos¢ wystgpowania grzybow mikoryzowych kolonizujacych korzenie drobne
debu szyputkowego w pierwszym roku wzrostu w szkoétce lesnej

Gatunki EM i E : E E ; > E f z
— Y & S I e < N =
Scleroderma verrucosum 100 3889 244 10,74 11,11 10,70 4,78 3,13 20,01
Inocybe curvipes 0 3333 6098 6,85 0 0 0 0 0
Hebeloma sacchariolens 0 27,27 30,49 74,07* 7555* 44,23* 5522 54,79 41,99*
Tomentella ellisii 0 0 366 833 1322 282 0 11.04 38,00
C. geophilum - 0 0 2,44 0 0 0 0 0 0
Laccaria tortilis 0 0 0 0 0 42,25 33.58 25,83 0
Tuber sp. - 0 0 0 0 0 0 597 1,04
Tomentella sp.1 0 0 0 0 0 0 0,3 0 0
NM 1 - 0 0 0 0 0 0 0 4,17 0

*morfotyp z wyksztalconymi sklerocjami

Lacznie na analizowanych siewkach zidentyfikowano 9 taksonéw GEM (ich
identyfikacja molekularna przedstawiona jest w Tabeli 4, a taksony zidentyfikowane na
korzeniach debow w trakcie opisywanego doswiadczenia zaznaczono wyttuszczonym
drukiem). Jako pierwsze zaobserwowano mikoryzy tworzone przez grzyba Scleroderma
verrucosum. Mialo to miejsce w trzecim terminie pobrania po okoto 50 dniach od wysadzenia
zotedzi (20. VI). Pierwsze zauwazone mikoryzy wyksztatcone przez grzyb S. verrucosum
byly bardzo delikatne, z charakterystyczng §wietlista, nierOwnomiernie wyksztatcong mufka.
W pdzniejszych terminach pobrania morfotyp przybieral forme typowa dla tego grzyba, z
charakterystyczng gruba welnista mutka barwy biatej 1 szaro-biatej, z delikatnymi z6ttymi
przebarwieniami. Kolejnymi odnotowanymi grzybami byty: Inocybe curvipes i Hebeloma
sacchariolens zaobserwowane po raz pierwszy po 60 dniach od wysiewu (30. V). Juz 10 dni
pozniej znaleziono mikoryzy tworzone przez Tommentella ellisii i Cenococcum geophilum
(10. VII = 70 dni od zatozenia doswiadczenia ). Po infekcji sadzonek patogenicznym grzybem
E. alphitoides (5. VIII) i gwattownym zamarciu wigkszosci mikoryz, powtorny rozwoj
nowych wierzchotkow mikoryzowych wraz ze stopniowym pojawianiem si¢ ww. gatunkow

grzybow EM (z wyjatkiem |. curvipes) odnotowano juz w kolejnym pobraniu prob tj. 21
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sierpnia. Dodatkowo zaobserwowano nowe taksony takie jak: Laccaria tortilis (21. VIII),
Tuber sp., Tomentella sp. 1 (6. 1X) oraz nierozpoznany morfotyp NM 1 (21. IX).
Zawarto$¢ glukozy w korzeniach drobnych zmieniata si¢ w okresie prowadzenia badan od
1,47mg/g do 4,69mg/g. Analiza wariancji zawarto$ci cukrow wykazala istotne roznice w
iloéci glukozy w korzeniach (F=35,30; p>0,05). Nie wykazano natomiast istotnych
statystycznie zmian w zawartosci skrobi (F=2,42; p>0,05), ktorej stezenie wahato si¢ od
0,93mg/g do 1,91mg/g. Zmiany zawartosci glukozy i skrobi w korzeniach zachodzace w
pierwszym sezonie wegetacyjnym przedstawia Rycina 7C. Test Spearmana wykazat
negatywng korelacje pomiedzy zawartoscig skrobi a poziomem kolonizacji systemu
korzeniowego (R = 0,84; p>0,05) oraz obfitoscig wystepowania grzyba S. verrucosum (R =
0,67; p>0,05) i H. sacchariolens (R = 0,82; p>0,05).

4.2. ZROZNICOWANIE GRZYBOW EKTOMIKORYZOWYCH WCHODZACYCH
W SYMBIOZE MIKORYZOWA Z DEBAMI W UKEADZIE CHRONOSEKWENCJI
DRZEWOSTANOW

Lacznie w tej czgsci pracy przebadano 51 625 wierzchotkéw mikoryzowych. Liczba
mikoryz w przeliczeniu na jednostke objetoéci wynosita od 77,9 szt./100cm® gleby w fazie
uprawy do 113,13 szt./100cm? gleby w tyczkowinach. W mtodnikach i drzewostanach
dojrzatych odnotowano warto$ci posrednie, odpowiednio 92,86 1 92,22 mikoryzy/ 100cm®
gleby. Srednia liczba mikoryz na jednostke objetosci nie roznita sie statystycznie (F = 0,38;
p=0,65) pomie¢dzy badanymi fazami rozwoju drzewostanu. t.3acznie przebadano 120 prob
reprezentujacych pojedyncze drzewa (87 debu szyputkowego i1 33 debu bezszypulkowego).
Analiza ANOSIM nie wykazata r6znic pomig¢dzy zbiorowiskami GEM dgbu szyputkowego 1
bezszyputkowego.

W calym badanym materiale nie znaleziono korzeni bez mikoryz. Sposrod wszystkich
51 625 przeanalizowanych wierzchotkéw mikoryzowych, 37 330 czyli okoto 72%
zakwalifikowano jako zywe mikoryzy. W ramach frakcji mikoryz zywych wydzielono 75
morfotypow mikoryzowych, z ktorych zidentyfikowano 63 taksony (45 do poziomu gatunku,
9 do poziomu rodzaju, 9 do poziomu rodziny lub rz¢du). Dwanascie morfotypoéw pozostato
nierozpoznanych. Szczegodty dotyczace identyfikacji molekularnej przedstawia Tabela 6.
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Tabela 6. Identyfikacja molekularna taksonow grzybéw mikoryzowych wyroznionych w

badaniach nad chronosekwencjg

Takson Identyfikacja E* Pp**
Amanita citrine (Schaeff.) Pers. 1797 JN235140 Amanita citrina 0.0 98
Amanita fulva Fr. 1815 UDB002417 Amanita fulva 0.0 100
Amanita muscaria Lam. 1783 GQ914927 Amanita muscaria 0.0 99
Boletus edulis Bull. 1782, UDBO015732 Boletus edulis 0.0 99
Byssocorticium atrovirens Singer 1944 EUB19526 Byssocorticium atrovirens 0.0 100
Cadophora sp. AB543057 Cadophora finlandica 0.0 98
Cenococcum geophilum Fr. 1829 JN943886 Cenococcum geophilum 0.0 99
Cortinarius anomalus Fr. 1838, UDB001008 Cortinarius anomalus 0.0 98
Cortinarius sertipes Kiihner 1955 UDBO000068Cortinarius sertipes 0.0 100
Genea hispidula Berk. ex Tul. & C. Tul. 1851 UDB001408 Genea hispidula 0.0 99
Hebeloma sacchariolens Quél. 1880 JF419502 Hebeloma sacchariolens 0.0 98
Hebeloma velutipes Bruchet 1970 AY818351 Hebeloma velutipes 0.0 98
Hydnotrya tulasnei Berk. & Broome 1846 UDBO000095 Hydnotrya tulasnei 0.0 99
Hydnum rufescens Pers. 1800 AMO087246 Hydnum rufescens 0.0 99
Inocybe cincinnata Quél. 1872 UDBO015296 Inocybe cincinnata 0.0 98
Laccaria amethystina Cooke 1884 HM189776 Laccaria amethystina 0.0 100
Laccaria laccata (Scop.) Cooke 1884 UDBO000767 Laccaria laccata 0.0 99
Laccaria tortilis (Bolton) Cooke 1884 UDBO001589 Laccaria tortilis 0.0 100
Lactarius camphoratus (Bull.) Fr. 1838 UDBO011414 Lactarius camphoratus 0.0 99
Lactarius quietus (Fr.) Fr. 1838 UDB002413 Lactarius quietus 0.0 100
Lactarius tabidus Fr. 1838 UDBO000385 Lactarius tabidus 0.0 99
Meliniomycetes variabilis JN943607Meliniomycetes variabilis 0.0 97
Naucoria salicis P.D. Orton 1960 FJ904180 Naucoria salicis 0.0 98
Paxillus involutus (Batsch) Fr. 1838 GQ154496 Paxillus involutus 0.0 98
Pseudotomentella tristis M.J. Larsen 1971 UDB000029 Pseudotomentella tritis 0.0 99
Rhizoscyphus sp. AF169309 Hymenoscyphus monotropae 5e-93 100
Russula atropurpurea Peck 1888 JF908660 Russula atropurpurea 0.0 99
Russula emetica (Schaeff.) Pers. 1796 AF418619 Russula emetic 0.0 99
Russula betularum Hora 1960 GU220371 Russula betularum 0.0 98
Russula fragilis Fr. 1838 JF834201 Russula fragilis 0.0 99
Russula ochroleuca Fr. 1838 JF908647 Russula ochroleuca 0.0 99
Russula sp. 1 HQ604845 Russula bicolor e-120 99
Russula sp. 2 GU220371 Russula betularum 0.0 94
Russula velenovskyi Melzer &Zvara 1927 HM189951 Russula velenovskyi

Scleroderma areolatum Ehrenb. 1818 EUB19518 Scleroderma areolatum

Scleroderma citrinum Pers. 1801 EU718119 Scleroderma citrinum 0.0 98
Scleroderma verrucosum Pers. 1801 UDB000044 S.verrucosum 0.0 99
Thelephora terrestris Ehrh. 1787 JQ711902 Teleohora terestrris 0.0 99
Thichophaea voolhopeia GU174764 Thichopea voolechia 0.0 99
Tomentella botryoides Bourdot & Galzin 1924  UBD000255 Tomentella botryoides 0.0 100
Tomentella italica (Sacc.) M.J. Larsen 1967 UDBO011123 Tomentella italica 0.0 100
Tomentella lilacinogrisea Wakef. 1966 UDBO016500Tomentella lilacinogrisea 0.0 98
Tomentella sp.2 UDB003309 Tomentella cinaerscens 0.0 95
Tomentella sp.3 UDB003329 Tomentella coerulea 0.0 95
Tomentella stuposa (Link) Stalpers 1984 UDB002428 Tomentella stuposa 0.0 97
Tomentella sublilacina Wakef. 1962 HM190004 Tomentella sublilacina 0.0 99
Tuber sp. 1 GQ154517 Un Tuber sp. 0.0 100
Tuber sp. 2 AM900418 Tuber sp. 0.0 96
Un Helotiales 1 AB636433 uncultured Helotiales 0.0 100
UN Helotiales 2 JN655598 Helotiales sp 0.0 95
UN Pezizales 1 UN Pezizales

UN Pezizales 2 FR852090 Peziza sp. 0.0 100
UN Pezizales 3 FJ013079 uncultured Peziza 0.0 99
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Tabela 6¢cd.

Xerocomus badius Wakef. 1962 HQ207696 Xerocomus badius 0.0 100
Xerocomus pruinatus (Fr. & Hok) Quél. 1888  UDBO000477 Xerocomus pruinatus 0.0 100
Xerocomus subtomentosus (L.) Quél. 1888 UDB002281X. subtomentosus 0.0 98
NM Boletaceae Identyfikacja morfologiczna

NM Hebeloma sp. 1 Identyfikacja morfologiczna

NM Thelephoraceae 1 Identyfikacja morfologiczna

NM Thelephoraceae 2 Identyfikacja morfologiczna

NM Thelephoraceae 3 Identyfikacja morfologiczna

NM 2 Brak identyfikacji

NM 3 Brak identyfikacji

NM 4 Brak identyfikacji

NM 5 Brak identyfikacji

NM 6 Brak identyfikacji

NM 7 Brak identyfikacji

NM 8 Brak identyfikacji

NM 9 Brak identyfikacji

NM 10 Brak identyfikacji

NM 11 Brak identyfikacji

NM 12 Brak identyfikacji

NM 13 Brak identyfikacji

*

E (E- value)-warto$¢ wspotczynnika mowigcego o dlugosci, na ktérej przyrownane
zostaly sekwencje; (gdy E- value=0.0 sekwencje przyroéwnane na dlugosci wigkszej
niz 450 par zasad)

P — podobienstwo wyrazone w procentach

**

Sposrod 12 niezidentyfikowanych molekularnie morfotypdéw najwickszg ich liczbe
odnotowano w drzewostanach dojrzatych (7 morfotypoéw) oraz tyczkowinach (3
morfotypéw). W mtodnikach 2 morfotypy pozostaty niezidentyfikowane , natomiast w
uprawach rozpoznane zostaty wszystkie wyréznione morfotypy. Cze$¢ niezidentyfikowanych
morfotypoéw (glownie z rodziny Thelephoraceae), przyporzadkowano do rodzin na podstawie
cech typowych dla danej grupy grzybow (Tabela 6). Zidentyfikowane taksony GEM
reprezentuja 2 klasy, 10 rzedow, 18 rodzin 1 29 rodzajow (Tabela 7).
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Tabela 7. Przynalezno$¢ taksonomiczna taksondw zidentyfikowanych molekularnie oraz ich
wystepowanie w poszczegdlnych cze¢sciach rozprawy. (S — szkotka, U — uprawa, M —
miodnik, T — tyczkowina, D — drzewostan dojrzaty, Z — drzewostany zamierajace) (na

podstawie www.indexfungorum.org.)

Liczba gatunkow

TYP  Rzad Rodzina Rodzaj U M T D 2z Laomic
Eurotiales Elaphomycetaceae  Elaphomyces + 1
Helotiales Helotiaceae Meliniomycetes 1 1

Rhizoscyphus 1 1

Incertae sedis Cadophora 1 1

g Uncultured Helotiales 1 1 2

S Hysteriales Incertae sedis Cenococcum 1 1 1 1 1 1
IS - .

3 Pezizales Discinaceae Hydnotrya 1 1

< Pyronemataceae Genea 1 1

Trichophaea 1 1

Tuberaceae Tuber 1 2 1 1 2 3

Uncultured Pezizales 1 1 3

Agaricales Amanitaceae Amanita 1 2 1 4

Cortinariaceae Cortinarius 2 3

Hydnangiaceae Laccaria 1 1 2 1 3

Inocybaceae Inocybe 1 2

Strophariaceae Hebeloma 1 1 1 3

Naucoria 1 1

Atheliales Atheliaceae Byssocorticium 1 1

© Boletales Boletaceae Boletus 1

g Xerocomus 1 1 2 3 4

E‘ Paxillaceae Melanogaster 1 1

S paxillus 1 1 1

é Sclerodermantaceae Scleroderma 1 2 1 1 3

- Cantharellales  Hydnaceae Hydnum 1 1

Thelephorales Thelephoraceae Pseudotomentella 1 1 1

Tomentella 2 5 3 1 6 13

Tomentelopsis 1 1 1

Thelephora 1 1

Russulales Russulaceae Lactarius 3 3 3 1 3

Russula 1 3 3 5 4 9

Zygomycota Mortierella 1 1

4.2.1 Struktura zbiorowisk grzybow ektomikoryzowych w

chronosekwencji

analizowanym ukladzie

Catkowite bogactwo gatunkowe GEM réznito si¢ pomigdzy analizowanymi fazami

rozwojowymi, natomiast bylo poréwnywalne miedzy powierzchniami analizowanymi w
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ramach tych samych faz rozwojowych (Tabela 8). Najwicksze calkowite bogactwo GEM
odnotowano w stadium mtodnika i drzewostanu dojrzatego (odpowiednio 31 i 32 taksonow).
W tyczkowinach znaleziono 19 taksonéw. W najmlodszej fazie rozwojowej (uprawy)

catkowite bogactwo gatunkowe bylo nizsze i wynosito 15 taksonow.

Tabela 8. Wartosci wspdtczynnikow ekologicznych opisujacych zbiorowiska grzybow
ektomikoryzowych w badanych fazach rozwojowych

Faza rozwojowa

U M T D
Wiek 3-7 12-15 48-50 120-130
Catkowite bogactwo 15 31 19 30
gatunkowe
Srednie bogactwo gatunkowe 4.97 5.20 4.30 4.73
Wspotezynnik bogactwa 108 103 0.92 0.94
gatunkowego Shannona
Wspotczynnik dominacji 0.45 0.48 0.52 051

gatunkowej Simpson

Srednie bogactwo gatunkowe w uprawach i mtodnikach wynosito odpowiednio 4,97 i
5,20 taksonu/probe, natomiast nizsze wartosci osiagalo w fazie tyczkowiny i w drzewostanach
dojrzatych (odpowiednio 4,30 i 4,73 taksonu/probe). Skutkowato to podobnym roztozeniem
warto$ci wspotczynnikow roznorodnosci biologicznej (ShDiv) i dominacji gatunkowej
(SiDom), ktére grupuja uprawy z mtodnikami (odpowiednio 1,08 i 1,03 dla ShDiv oraz 0,45 i
0,48 dla SiDom) oraz faz¢ tyczkowiny z drzewostanami dojrzaltymi (0,92 1 0,94 dla ShDiv
oraz 0,52 10,51 dla SiDom). Zaréwno wartosci $redniego bogactwa gatunkowego jak i
wspotczynnikow ekologicznych nie roznity si¢ istotnie statystycznie pomiedzy badanymi
fazami rozwojowymi drzewostanéw dgbowych.

W zbiorowiskach GEM analizowanych w uktadzie chronosekwencji badanych debow
najliczniej reprezentowane byty grzyby z rodzin: Thelephoraceae (14 taksonow), Russulaceea
(10 taksonow) oraz Boletaceae (3 taksony). Tylko dwa taksony, C. geophilum i Tuber sp. 1,
obecne byly we wszystkich fazach rozwojowych (Tabela 8), cho¢ z r6zng $srednig obfitoscig
wystepowania (38,15 % - C. geophilum oraz 0,98% - Tuber sp. 1)(dane nie pokazane). Udziat
C. geophilum w catkowitej puli mikoryz wahat si¢ od 7,11% do 55,21% w zaleznosci od
analizowanej fazy rozwojowej i nie roznit sig istotnie statystycznie pomiedzy fazami

rozwojowymi uprawy i mtodnika oraz tyczkowiny i drzewostanu dojrzatego. Statystycznie
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istotne roznice w obfito$ci wystepowania C. geophilum wystgpity natomiast pomiedzy
drzewostanami mtodszymi (uprawami i mtodnikami) i starszymi (tyczkowinami i
drzewostanami dojrzatymi). Frekwencja (czgsto$¢ wystepowania w probach) C. geophilum
byla poréwnywalna w fazie rozwojowej uprawy, tyczkowiny i drzewostanu dojrzatego
(odpowiednio 93,33%; 100% i 100%). W mtodnikach frekwencja wyst¢powania C.
geophilum wynosita 80%. We wszystkich analizowanych fazach rozwojowych wystepowat
réwniez takson Tuber sp. 1. Zarowno obfitos¢ wystepowania oraz frekwencja tego grzyba nie
roznily si¢ statystycznie pomiedzy fazami rozwojowymi (F=0,21, r=0,12). Zauwazalna jest
jednak wyzsza warto$¢ obu tych parametréw w uprawach. Pi¢¢ taksonow, wszystkie z
rodziny Russulaceae (Lactarius quietus, L. tabidus, L. tabidus, Russula fragilis, R. ochroleuca)
obecnych byto w trzech z czterech faz rozwojowych. Sposrdd nich L. quietus cechowat sig
najwigksza obfitoscia wystepowania, kolonizujac, w zaleznosci od fazy rozwojowej od 2,27%
do 37,50% zywych korzeni drobnych. Osiem gatunkéw (Laccaria laccata, Scleroderma
verrucosum Tomentella botryoides, T. lilacinogrisea, Hebeloma velutipes, Cortinarius
anomalus, Russula betularum, Xerocomus subtomentosus) byto wspolnych dla dwoch faz
rozwojowych. Pozostate 60 taksonow wystepowato tylko na jednej powierzchni badawczej,
lub nawet w pojedynczej probie (12 taksonéw). Skutkowato to niskg obfito$ciag wystgpowania
tych taksonow, ktora z reguty nie osiggata 10%. Wyjatek stanowig tu taksony o niejasnej
pozycji taksonomicznej rozpoznane w uprawach jako Cadophora sp. i Hymenoscyphus sp.,
ktore zaliczane sg do grupy Hymenoscyphus ericae (H. ericae agregate). W fazie mtodnika
udzial mikoryz tworzonych przez ta grupg grzybéw wynosit tacznie 23,98%. Liczng grupe
(38 taksonow, 54%) stanowily taksony, ktorych obfito§¢ wystgpowania nie przekraczata 1 %.

Obfitos¢ wystgpowania oraz frekwencje zidentyfikowanych taksonow przedstawia Tabela 9.

Tabela 9. Obfitos¢ (O) i frekwencja (f) wystepowania grzyboéw ektomikoryzowych
identyfikowanych w badaniach chronosekwencji drzewostanéw (U — uprawa, M — mtodnik, T
— tyczkowina, D — drzewostan dojrzaty)

Faza rozwojowa

U M T D Lacznie

O * O * 0] f* O f*  F**
Cenococcum geophilum 711 93,33 27,89 80 53,01 100 55,21 100 100
Cadophora sp. 14,96 83,33 25
Rhizoscyphus sp. 14,92 46,67 25
Hebeloma sacchariolens 14,23 16,67 8,3
Scleroderma verrucosum 13,77 26,67 16,7
Naucoria salicis 10,18 26,67 16,7
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Tabela 9 cd.

UN Helotiales 1
Hydnotrya tulasnei
Tuber sp. 1

Laccaria tortilis
Thelephora terestrris
Hydnum rufescens
Tomentella botroides
Russula velenovskyi
Tomentella italica
Lactarius quietus
Scleroderma citrinum
Lactarius tabidus
Russula sp. 1
Tomentella lilacinogrisea
Boletus edulis

Inocybe cincinnata
Xerocomus badius
Russula fragilis
Melinimycetes variabilis
Tuber sp. 2

UN Pezizalesl

Genea hispidula
Lactarius camphoratus
Amanita muscaria
Tomentella sp. 3

NM 3

Russula ochroleuca

NM Hebeloma sp. 1
Laccaria laccata
Cortinarius sertipes
Tomentella sp. 2
Hebeloma velutipes
Thichophaea voolhopeia
Scleroderma areolatum
Cortinarius anomalus
NM2

Laccaria amethystine
Xerocomus subtomentosus
NM 5

Tomentella sublilacina

6,09
6,60
3,20
3,73
3,32
1,65
0,67
0,55
0,01

10,00
50,00
26,67
40,00
16,67
20,00
20,00
13,33
3,33

0,22

0,58

3,33

13,33

83,33
40,00
30,00
6,67
6,67
26,27
10,00
30,00
30,00
10,00
10,00
3,33
6,67
13,33
13,33
13,33
10,00
10,00
6,67
6,67
6,67
3,33
3,33
3,33
3,33
3,33
3,33
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0,42

2,23

0,46

13,29

10,25

1,23

4,04

3,47
1,78
1,68

1,54

16,67

20,00

6,67

26,67

43,33

3,33

46,67

30,00
16,67
20,00
10,00

0,15

17,04

0,81

14,56

0,73

3,63

1,18

0,51

3,67

0,64

0,10
0,10

3,33

56,67

10,00

6,67

40,00

3,33

6,67

10,00

10,00

6,67
6,67

8,3
25
41,6
25
16,7
16,7
25
16,7
8,3
58,3
16,7
25
16,7
8,3
8,3
8,3
16,7
33,3
8,3
8,3
8,3
8,3
58,3
16,7
16,7
8,3
41,7
8,3
16,7
8,3
16,7
8,3
8,3
8,3
25
8,3
33,3
16,7
16,7
8,3



Tabela 9 cd.

Tomentella stuposa 1,15 10,00 8,3

Paxillus involutus 0,84 10,00 16,7
UN Pezizales 2 0,79 2,67 16,7
Russula betularum 0,60 13,33 2,00 3,33 16,7
NM 7 0,27 3,33 16,7
NM 4 0,26 3,33 8,3

NM 6 0,11 6,67 16,7
Pseudotomentella tritis 3,70 36,67 25

NM9 1,80 16,67 8,3

NM Thelephoraceae 1 1,73 13,33 16,7
NM 10 1,09 6,67 16,7
Byssocorticium atrovirens 1,09 13,33 16,7
NMm8 1,06 16,67 8,3

Amanita citrine 0,96 16,67 16,7
Xerocomus pruinatus 0,77 6,67 8,3

Un Helotiales 2 0,70 6,67 8,3

Amanita fulva 0,35 6,67 8,3

Russula sp. 2 0,26 6,67 16,7
NM Thelephoraceae 2 0,25 3,33 8,3

UN Pezizales 3 0,19 6,67 8,3

NM 11 0,12 6,67 8,3

NM 12 0,07 6,67 8,3

Russula artopurpurea 0,03 3,33 8,3

NM 13 0,03 3,33 8,3

NM Boletaceae 0,01 3,33 8,3

NM Thelephoraceae 3 0,01 3,33 8,3

* n=30

o n=12

Analiza ANOSIM wykonana z wykorzystaniem wspolczynnika Bray-Curtisa,
wykazala, iz struktura zbiorowisk GEM debu szyputkowego i bezszyputkowego rdznita si¢
statystycznie pomigdzy analizowanymi fazami rozwojowymi (warto$¢ wspotczynnika R=
0,231; p< 0,001; Tabela 10). Najwigksze roznice stwierdzono pomigdzy uprawami a
mlodnikami, natomiast najmniej réznily si¢ fazy tyczkowiny i drzewostanu dojrzatego.
Analiza NMDS ukazuje, iz podobienstwo zbiorowisk GEM w obrgbie poszczegdlnych

powierzchni badawczych jest wysokie dla faz milodnika, tyczkowiny oraz drzewostanu
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dojrzatego (brak rozgrupowania pomigdzy punktami reprezentujgcymi ww. fazy rozwojowe)

(Rycina 8).

Tabela 10. Wyniki analizy ANOSIM wykonanej z wykorzystaniem wspotczynnika Bray —
Burtisa (pola niezacieniowane wartosci R, pola zacieniowane poziom istotno$ci)

U M T D

0,4335 [N 10,0004 0,0001%
03091 10,3093 [EEENIEE0,004+
0,2853 10,1909 0,1087 B

4 C

Zbiorowiska grzybéw GEM upraw wyraznie odbiegaja od pozostatych faz rozwojowych,
tworzac oddzielne skupienie. Sposrdd 15 zidentyfikowanych taksonow 11 wystepuje tylko i
wylacznie w tej fazie rozwojowej. Wysoki jest rowniez udzial grzybow workowych z grupy
Hymenoscyphus ericae 0 niejasnej pozycji taksonomicznej oraz taksondéw tatwo
rozprzestrzeniajacych si¢ za pomocg zarodnikoéw (Naucoria salicis, H. sacchariolens, S.
verrucosum, L. tortilis). W badanych uprawach zidentyfikowano rowniez taksony tworzace
owocniki podziemne (Tuber sp.1, Hydnotrya. tulasnei).

W fazie mtodnika pojawia si¢ szereg nowych taksonéw nalezacych do rodzin
Russulaceae (6 taksonow) oraz Telephoraceae (4 taksony). W mtodnikach taksony z ww.
rodzin sa obok grzyba C. geophilum, istotnym komponentem zbiorowiska GEM. W mniejszej
liczbie i nizszej obfitosci pojawiaja si¢ rowniez grzyby z rodziny Boletaceae oraz
Cortinariaceae (po 2 taksony).

W starszych niz uprawa fazach rozwojowych zmniejsza si¢ obfito§¢ wystepowania
taksonow nalezacych do workowcow, szczegélnie tych zaliczanych do kompleksu
Rhizoscuphus ericae. Roznice miedzy fazami mtodnika, tyczkowiny i drzewostanu dojrzatego
nie s3 juz tak widoczne jak pomiedzy tymi fazami a fazg rozwojowa uprawy. Na uwage
zastuguje fakt zwickszajacej si¢ ilosci taksondw z rodziny Boletaceae (tacznie do 5
taksonow), rosngca wraz z wiekiem drzew liczba gatunkow z rodzaju Russula (z jednego
taksonu w fazie uprawy do 4 taskondw w drzewostanie dojrzaltym) oraz pojawienie si¢
grzybow z rodzaju Amanita (2 gatunki) w drzewostanach dojrzatych. W fazie rozwojowej
tyczkowiny i drzewostanu dojrzatego udziat grzyba C. geophilum zwigksza si¢ do poziomu

powyzej 50%.
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¢ Uprawy O Miodniki A Tyczkowiny ® Drzewostany dojrzate

Rycina 8. Wyniki analizy NMDS dla badanych faz rozwojowych

4.3. ZBIOROWISKA GRZYBOW EKTOMIKORYZOWYCH W ZAMIERAJACYCH
DABROWACH NA PLYCIE KROTOSZYNSKIEJ

4.3.1. Ocena zdrowotnos$ci analizowanych drzewostan6ow
Przyjete do badan powierzchnie badawcze cechowaly sie podobng $rednig wysoko$cig drzew,
ktéra wynosita ok. 27 - 28m, oraz poréwnywalng warto$cia $redniej piersnicy (od 49 do
51cm). Analizowane drzewostany roznity si¢ natomiast stanem zdrowotnym (Tabela 11 A).
Najnizszym wskaznikiem defoliacji, Srednig defoliacjg 1 sSrednim stopniem uszkodzenia pnia
oraz najwyzszym wskaznikiem witalnosci drzewostanu charakteryzowat si¢ Drzewostan |.
Drzewostan Il charakteryzowat si¢ wartosciami posrednimi wszystkich analizowanych cech,
natomiast w Drzewostanie III stwierdzono najwyzsze warto$ci wskaznika defoliacji i sredniej
defoliacji oraz uszkodzenia pni drzew 1 najnizszy wskaznik witalnosci. Syntetyczny wskaznik
uszkodzenia drzewostanéw kwalifikuje analizowane powierzchnie w kategorii drzewostanéw
uszkodzonych, cho¢ niezaokraglone warto$ci tego wspotczynnika réznity si¢ pomigdzy
drzewostanami, przyjmujac najnizsza warto$¢ dla Drzewostanu I, pos$rednig dla drzewostanu
I1, najnizsza natomiast dla Drzewostanu III. Na podstawie wyzej przedstawionej oceny
zdrowotnosci mozna stwierdzi¢, ze najlepszym stanem zdrowotnym charakteryzowat si¢
Drzewostan I, najgorszym za$§ Drzewostan III. Potwierdza to ilo$¢ pojedynczych drzew w
przyjetych stopniach uszkodzen analizowana oddzielnie dla kazdej z badanych powierzchni
(Tabela 12). Najmniej uszkodzony drzewostan cechowat si¢ najwyzsza liczbg drzew

ostabionych, natomiast najbardziej uszkodzony najwigkszg liczba drzew obumierajacych 1
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martwych. Na zadnej z analizowanych powierzchni nie wyodrebniono zerowego (,,0”) stopnia

uszkodzen, tj. drzew zdrowych.

Tabela 11. Srednia defoliacja, $redni stopien uszkodzenia pnia, wskaznik defoliacji i
witalnosci (A) oraz warto$ci wspotczynnikow ekologicznych opisujacych zbiorowiska
grzybow ektomikoryzowych (B) w zamierajacych drzewostanach debu szyputkowego

Drzewostan
I I i

A
Sredni stopien uszkodzenia pnia 1,06 1,58 1,86
Srednia defoliacja 57 66 71
Wskaznik defoliacji 5,6 6,8 7,2
Wskaznik witalnosci 2,2 2,5 2,7

B
Catkowite bogactwo gatunkowe 20 18 14
Srednie bogactwo gatunkowe 6,20 4,27 3,27
Wspotezynnik bogactwa 0,94 0,92 0.75
gatunkowego Shannona
Wspotezynnik dominacji 0,53 0,54 0,59

gatunkowej Simpson

Tabela 12. Ilo$¢ drzew w stopniach witalnosci opisana dla trzech zamierajacych

drzewostanow

Stopien
witalnos$ci

Drzewostan

0
1
2
3

Martwe

O W wWwwo|—

0

w A~

P NODNOI—

4.3.2. Struktura zbiorowisk grzybéw ektomikoryzowych w zamierajacych

dabrowach na Plycie Krotoszynskiej.

Lacznie przebadano 51 035 wierzchotkéw mikoryzowych. Ze wzgledu na duze

zadarnienie, proby musiaty by¢ pobierane szpadlem i dlatego w prezentowanej czgsci

niemozliwe bylo przeliczenie ilo$ci mikoryz na jednostke objetosci gleby. W catym badanym

materiale nie znaleziono korzeni niezmikoryzowanych. Sposrod wszystkich
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przeanalizowanych wierzchotkéw mikoryzowych 36 497 zakwalifikowano jako zywe
mikoryzy (73,53%).

Lacznie wydzielono 76 morfotypoéw mikoryzowych, wsrod ktorych identyfikowano 37
taksonow (22 do poziomu gatunku, 8 do poziomu rodzaju, 1 do poziomu rodziny i rze¢du, 6
morfotypow pozostalo niezidentyfikowanych, jednak ze wzgledu na unikalne cechy
morfologiczne zostalty one zakwalifikowane jako oddzielne taksony. Szczegodty dotyczace
identyfikacji molekularnej oraz struktury ilosciowej zbiorowisk GEM zamieszczone sa
odpowiednio w Tabeli 13 i Tabeli 14. Zidentyfikowane taksony GEM reprezentujg 3 klasy, 8
rzedoéw, 12 rodzin i 16 rodzajow (Tabela 7). Wigkszos¢ zidentyfikowanych taksonow
pokrywa si¢ z tymi zidentyfikowanymi w Czes$ci I1.

Podobnie jak w przypadku cech opisujacych zdrowotno$¢ drzewostandw, wartos$é
wspotczynnikéw ekologicznych rdznita si¢ pomiedzy analizowanymi powierzchniami (Tabela
11). Najwyzszymi wartosciami catkowitego i $redniego bogactwa gatunkowego GEM (20 i
6,20) cechowat si¢ drzewostan o najlepszym stanie zdrowotnym, natomiast najnizszymi (14 i
3,27) stanowisko, na ktorym drzewa byly najbardziej uszkodzone. Wartosci posrednie
odnotowano w drzewostanie o $rednim stopniu uszkodzen. Srednie bogactwo gatunkowe byto
negatywnie skorelowane z defoliacja i stopniem uszkodzenia drzewa (odpowiednio R = - 0,45
i R = - 040 przy p<0,05). W podobny sposob rozktadato si¢ rozlozenie wartosci
wspolczynnika roéznorodnosci biologicznej (ShDiv), ktéry malal (od 0,99 do 0,75), oraz
wspotczynnika dominacji (SiDom), ktory wzrastat (od 0,54 do 0,59) wraz ze zwigkszajacym
si¢ stopniem uszkodzen drzewostanéw. Defoliacja 1 stopnien uszkodzenia drzewa byty
-0,36 1 R =- 0,31 przy p<0,05), oraz
pozytywnie zwigzane z SiDom (odpowiednio R = 0,32 i R = 0,30 przy p<0,05). Nie

negatywnie skorelowane z ShDiv (odpowiednio R

stwierdzono natomiast zalezno$ci calkowitego i1 $redniego bogactwa gatunkowego oraz
wspotczynnikow ShDiv i SiDom w ramach 10 %-owych stopni defoliacji (Tabela 15).
Jedynie wartos¢ sredniego bogactwa gatunkowego zmniejsza si¢ wraz ze wzrostem stopnia

defoliacji, jednak jest to zalezno$¢ nieistotna statystycznie.
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Tabela 13. Identyfikacja grzybow ektomikoryzowych z mikoryz wyréznionych w

zamierajgcych drzewostanach dgbu szyputkowego

Takson Identyfikacja E* p*
Amanita rubescens Pers. 1797 UDB000038 Amanita rubescens 0.0 100
Cenococcum geophilum Fr. 1829 JN943887 Cenococcum geophilum 0.0 98
Cortinarius sertipes Kiihner 1955 UDB000068 Cortinarius sertipes 0.0 98
Cortinarius sp. UDB000086 C. praestigiosus e-146 98
Elaphomycetes sp. JF834198 Elaphomyces muricatus 7e-98 98
NM Hebeloma sp. 2 FJ 943239 Hebeloma vesterholtii 0.0 94
Laccaria amethystina Cooke 1884 UDBO000039 Laccaria amethystina 0.0 99
Lactarius quietus (Fr.) Fr. 1838 UDB002413 Lactarius quietus 0.0 100
Melanogaster ambiguus Tul. &C. Tul. 1843  AJ555511 Melanogaster ambiguus 0.0 99
Mortierella sp. HQ211549 uncultured Mortierella e-146 95
Paxillus involutus (Batsch) Fr. 1838 EU346879 Paxillus involutus 0.0 100
Russula atropurpurea Peck 1888 JF908660 Russula atropurpurea 0.0 99
Russula fragilis Fr. 1838 JF834201 Russula fragilis 0.0 100
Russula graveolens Romell 1885 UDBO002538 Russula graveolens 0.0 99
Russula sp.2 AMO87264 Russula virescens e-166 95
Scleroderma verrucosum (Bull.) Pers. 1801 ~ UDB 000044 S. verrucosum 0.0 99
Tomentella castanea Donk 192 UDB000120 Tomentella castanea 0.0 98
Tomentella botryoides Bourdot&Galzin 1924  UDB000255 T. botryoides 0.0 99
Tomentella italica M.J. Larsen 196 UDBO011123 Tomentella italica 0.0 95
Tomentella lapida (Pers.) Stalpers 1984 UDBO001659 Tomentella lapida 0.0 97
Tomentella punicea J. Schrot. 1888 UDB000948 Tomentella punicea 0.0 99
Tomentella stuposa (Link) Stalpers 1984 UDB002428 Tomentella stuposa 0.0 97
Tomentella sublilacina Wakef. 1962 HM190004 Tomentella sublilacina 0.0 99
Tomentelopsis submolis UDB000201 T. submollis 0.0 100
Tuber puberulum Berk. & Broome 1846 UDB001385 Tuber puberulum 0.0 100
Tuber sp. 1 GQ154518ECM fungus (Tuber sp.) 0.0 100
Un fungus DQ309203 uncultured fungus 0.0 93
Un pezizales 4 FR852090 uncultured Peziza e-156 99
Xerocomus pruinatus (Fr. & Hok) Quél. 1888  UDBO000049 Xerocomus pruinatus 0.0 99
Xerocomus sp. HM356014 Xerocomus cisalpinus 0.0 96
Xerocomus subtomentosus (L.) Quél. 1888 UDB002281 X. subtomentosus 0.0 98

NM 14 — NM 19

Brak identyfikacji

*

niz 450 par zasad)

**

P — podobienstwo wyrazone w procentach
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zostaty sekwencje; (gdy E- value=0.0 sekwencje przyrownane na dlugosci wigkszej


http://unite.ut.ee/bl_forw.php?nimi=UDB002538

Tabela 14 Obfitos¢ wystepowania zidentyfikowanych grzybow ektomikoryzowych w
zamierajgcych drzewostanach dgbu szyputkowego

Takson Drzewostan

I 1 Il
Amanita rubescens 1,30
Cenococcum geophilum 34,04 49,64 41,78
Cortinarius sertipes 0,10
Cortinarius sp. 0,46 0,26
Elaphomycetes sp. 1,56
Laccaria amethystine 1,32
Lactarius quietus 30,89 36,29 32,68
Melanogaster ambiguus 9,03
Mortierella sp. 0,46
Paxillus involutus 1,38 0,40
Russula atropurpurea 1,08 0,92
Russula graveolens 0,31 0,91
Russula fragilis 5,45
Russula sp.2 1,58
Scleroderma verrucosum 4,56
Tomentella castanea 1,54
Tomentella lapida 1,55
Tomentella punicea 0,45 2,41
Tomentella italic 0,28
Tomentella sublilacina 15,00 1,54
Tomentelopsis submolis 0,58 2,68
Tuber puberulum 1,28
Tuber sp. 1 0,35 2,96
Un fungus 0,69
Un pezizales 4 2,31
Tomentella stuposa 0,60 2,81
Xerocomus pruinatus 0,08 0,16
Xerocomus sp. 2,06
Xerocomus subtomentosus 0,03 2,82
NM Hebeloma sp. 2 0,57
Tomentella botryoides 0,15 0,06
NM 14 0,57
NM 15 0,59
NM 16 0,01
NM 17 0,03
NM 18 0,01
NM 19 1,73

Analiza ANOSIM przeprowadzona z wykorzystaniem wspotczynnika Bray-Curtisa,
wykazata, ze struktura zbiorowisk GEM rdznila si¢ statystycznie pomigdzy analizowanymi
drzewostanami (warto$¢ wspolczynnika ,,global R”=0,0409; Tabela 16A) oraz pomig¢dzy
przyjetymi stopniami defoliacji (warto§¢ wspotczynnika ,,global R”=0,259; Tabela 16B).
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Tabela 15. Wartosci wspotczynnikow ekologicznych opisujacych zbiorowiska grzybow
mikoryzowych w przyjetych stopniach defoliacji drzew

Klasa defoliacji (%0)

2 ¢ 8 8 8% 8 8 §
S &8 ¥ @8 ¥ FR B I
Catkowite bogactwo gatunkowe 48 55 40 63 53 45 35 2.5
Wspblezynnik bogactwa 088 114 086 092 085 097 112 067
gatunkowego Shannona
Wspotczynnik dominacji

gatunkowej Simmpsona 0.53 042 061 057 059 049 040 0.63

Tabela 16. Wyniki analizy ANOSIM wykonanej z wykorzystaniem wspotczynnika Bray —
Burtisa (pola niezacieniowane wartosci R, pola zacieniowane poziom istotnosci, pola puste
zalezno$c nieistotna Statystycznie) dla analizowanych powierzchni badawczych (A) oraz
przyjetych klas defoliacji (B)

A
0 1
1 0
2 0,1065 O
3 0,6151 0515 O
Tabela 16. B
0 21-30 31-40 41-50 51-60 61-70 71-80 81-90 91-100
21-30 |0
31-40 | -0,09067 O
41-50 |0 -0,1227 0

51-60 | -0,01567 0,127 0,09124 0
61-70 | -0,03158 0,06977 0,05921 -0,02 0
71-80 | 0,5182 0,3854 0,6455 0,4708 0,2629 O
81-90 |1 0,8095 1 0,8677 0,3879 0,6071 O
91-100 | 0,4724 0,4578 05441 0,5412 0,3055 0,3168 -0,2224 0

Analiza NMDS pokazata, iz podobienstwo zbiorowisk GEM w ramach analizowanych
stanowisk badawczych jest wyzsze dla drzewostanow o najlepszym i posrednim stanie
zdrowotnym, natomiast znacznie odbiega od tych dwoch stanowisk drzewostan najbardziej
uszkodzony, dla ktérego punkty reprezentujgce pobrane proby grupuja si¢ oddzielnie (Rycina
9A). Analiza ANOSIM wykazata statystycznie istotnie roznice w strukturze zbiorowisk GEM
pomiedzy drzewami o defoliacji ponizej 70% i drzewami o ubytku aparatu asymilacyjnego
powyzej 70% (Tabela 16B). Na wykresie NMDS wyodrebniajg si¢ 2 oddzielne zgrupowania
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punktoéw reprezentujacych drzewa, ktorych defoliacja miesci si¢ w przedziale do 70% (punkty
w réznych odcieniach koloru zielonego I niebieskiego), oraz powyzej 70% (kolor szary).
przyjete stopnie defoliacji (Rycina 9B). Analiza ANOSIM nie wykazata istotnych
statystycznie roznic pomi¢dzy drzewami o r6znym stopniu witalnosci (,,global R”= 0,111
dane nie pokazane), co skutkuje grupowaniem si¢ drzew o réznym stopniu witalnosci na

jednym obszarze wykresu NMDS (Rycina 9C)

A B
0,2
® @) [ ©21-30%
s O—@ () 0,15
°e ol 0.1 ©31-10%
02 ) AR I N P ©41-50%
&3 ® el — ©51-60%
S : ®05 oo
> @ @@ olll ®61-70%
® = ©71-80%
8, C
- 81-90%
el
C
0,2
0159
0.1 o1
[ [
’ _.7
3 02
o P
-0,5 n.QB O ) 0.5 ®3
o
' e
0,15 ()
0,2 Y

Rycina 9. Wyniki analizy NMDS dla powierzchni badawczych (A), stopni defoliacji (B), oraz

stopnia witalno$ci drzew (C)

Sposrod 37 zidentyfikowanych taksonow tylko dwa tj. C. geophilum oraz L. giuetus
odnotowano na wszystkich stanowiskach. Udziat obu tych gatunkoéw wzrastal wraz ze
stopniem defoliacji, jednak korelacja ta byta nieistotna statystycznie (F=0,18 dla C.
geophilum przy poziomie istotnosci p=0,75 oraz F=0,16 dla L. quietus przy poziomie
istotnosci p=0,71). Z drugiej jednak strony obfito§¢ wystgpowania obu taksondéw byta
negatywnie istotnie skorelowana (F= - 0,55; p<0,05). Istotnie statystyczna jest rOwniez
zalezno$¢ pomiedzy udzialem mikoryz martwych a stopniem defoliacji (F=0,39; p<0,05).
4.4 Analiza filogenetyczna zidentyfikowanych przedstawicieli rodziny Thelephoraceae.
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W ramach przeprowadzonych badan zidentyfikowano molekularnie 14 taksonéw
nalezacych do rodziny Thelephoraceae. W prezentowanej analizie filogenetycznej
wykorzystano 23 sekwencje uzyskane w toku prac oraz 24 sekwencje referencyjne,
pozyskane z baz danych UNITE i NCBI. Dla zakorzenienia drzewa filogenetycznego
dotgczono rowniez sekwencj¢ Tuber puberulum (UDBO001385), ktora reprezentuje odrebng
linie filogenetyczna. Sredni dystans genetyczny pomiedzy analizowanymi sekwencjami
wynosit 0,036. Uzyskane drzewo filogenetyczne przedstawia Rycinal(Q. Dla wigkszos$ci
sekwencji topografia uzyskanego drzewa filogenetycznego potwierdza identyfikacje
molekularng.

Przeprowadzona analiza filogenetyczna zgrupowata kilka wyodrebnionych taksonow
(Tomentella lapida, T. botryoides, T. ellisii, T. submolis, Pseudotomentella tristis) w
oddzielne klady, ktore charakteryzowaty odrgbne gatunki. Wynik ten wsparty jest
warto$ciami dystansow ewolucyjnych w obrebie ww. kladow, ktore mieszcza si¢ w przedziale
od 0,00 do 0,03 (dane nie pokazane). Inaczej méwiac réznice pomiedzy sekwencjami
zgrupowanymi w poszczeg6lnych kladach (reprezentujacych gatunki) nigdy nie byly wyzsze
niz 3%. W przypadku sekwencji T. stuposa, tworzyty one wspdlny klad z T. punicea.
Podobnie byto w przypadku T. liliacinogrisea (wspdlny klad z T. bryophila i T. lapida), oraz
kladow wspolnych dla 2 gatunkéw (T. sublilacina/T. terrestris oraz T. castanea/T.
albomarginata). W tych przypadkach wartosci dystansow ewolucyjnych czgsto przekraczaty
0,03, co potwierdza, iz molekularna identyfikacja sekwencji oparta na algorytmie BLASTn
byta stuszna (Tabela 5 oraz Tabela 13). Dwie z sekwencji opisanych do rodzaju tj.(Tomentella
sp. M32 oraz Tomentella sp. T28, grupuja si¢ w jednym kladzie z sekwencjg T. viridula.
Obliczony dystans pomigdzy sekwencjami M32 1 T28 a sekwencjg UDB016392 wynosit
0,0035, co teoretycznie uprawnia zakwalifikowanie taksonow Tomentella sp. M32 oraz
Tomentella sp. T28 jako T. viridula. Nalezy jednak pamigtac, ze w trakcie przeprowadzenia
analiz filogenetycznych cze$¢ informacji zostaje usuni¢ta z analiz poprzez wyroéwnanie
(,;,odciecie”) koncow sekwencji. W omawianym przypadku roznice pomigdzy
porownywanymi sekwencjami mogty by¢ ulokowane w nieanalizowanych (odcigtych)
fragmentach. Dlatego tez nie przekwalifikowano ww. taksonéw 1 pozostawiono im nazwy
pierwotnie nadane. W przedstawionej analizie klad utworzony z sekwencji T. ellisii
najbardziej odbiegat od pozostatych Tomentella. W jego sktad wchodzity sekwencja
referencyjna UDB 0164902 wraz z 2 sekwencjami uzyskanymi w badaniach szkotkowych (T.
ellisii S oraz zblizona do niej Tomentella sp. S). W przeprowadzonej analizie oddzielnie

grupuja sa klady sktadajace si¢ z sekwencji nalezacych do rodzaju Tomentelopsis oraz
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Pseudotomentella. W kladzie Tomentelopsis/Pseudotomentella nicoczekiwanie znalazty si¢

rowniez sekwencje T. italica.

39 @ Tomentella stuposa T

72 | UDB002429 Tomentella stuposa

@ Tomentella stuposa Z

UDB 000948 Tomentella punicea

@ Tomentella stuposa T

UDB016711 Tomentellopsis zygodesmoides
43 |'® Tomentella lapida Z

421 UDB016370 Tomentella lapida

@ Tomentella sp.1 8

UDB000255 Tomentella borytroides

UDBO016469 Tomentella coerulea

@ Tomentella borytroides Z

. ~{. Tomentella borytroides M
@ Tomentella borytroides U

73® Tomentellasp. 2 T

® Tomentella sp. 2D

UDB016392 Tomentella viridula

@ Tomentella liliacinogrisea D
53 UDB003329 Tomentella coerulea

g4 1 UDB013033 Tomentella sp.
UDB016311 T. bresadolae

@ Tomentella sp. 3

® Tomentella punicea Z

21 UDBO016500 Tomentella liliacinogrisea
@ Tomentella liliacinogrisea M
UDB003309 Tomentella cinarescens
— UDB000035 T. bryophila
UDBO016497Tomentella punicea

@ Thelephora terrestris U

53 | UDB003346 Thelephora terrestris

57 @ Tomentella castanea Z

UDB000120 Tomentella castanea

67| | HM190004 Tomentella sublilacina
® Tomentella sublilacina T
@ Tomentella sublilacina Z
UDB016649 Tomentella albomarginata
o UDB000033 Tomentellaalbomarginata

® Tomentellasp. 18
o9 | | @ Tomentella ellisii S
64 1UDB016490 Tomentella ellisii

99 ‘. Tomentellopsis submollis Z
I UDB000201 Tomentellopsis submoliis

99 | ® Pseudotomentella tristis D
o UDB000029 Pseudotomentella tristis
95| | Tomentellaitalica UDB011123
FE{. Tomentella italica U
® Tomentella italica Z
UDB001385 Tuber puberulum

—
0.01

Rycina 10. Drzewa podobienstwa filogenetycznego sporzadzone dla sekwencji taksonow z
rodziny Thelephoraceae uzyskanych w toku prac niniejszej rozprawy (zaznaczone czarnymi
kotami) oraz pochodzacych z baz sekwancji UNITE oraz GenBank (z numerami
referencyjnymi). Dla zakotwiczenia drzewa wykorzystano sekwencje UDB001385. Drzewo
konstruowane zostato przy uzyciu programu MEGAS przy zastosowaniu algorytmu
przytaczania sgsiada (Neighbor Joining - NJ) z dwuparametrowym modelem Kimury.
Wsparcie dla uzyskanych topologii drzew filogenetycznych szacowano metoda
numerycznego probkowania (Bootstrap-test) wykonujac 1000 powtorzen z losowym
dodawaniem sekwencji.
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5. Dyskusja

Celem niniejszej rozprawy bylo opisanie zbiorowisk GEM zwigzanych z dgbem
szyputkowym 1 bezszyputkowym na obszarze Ptyty Krotoszynskiej, na ktorej, ze wzgledu na
specyficzne warunki edaficzne, wystepujg unikalne w skali kraju lasy lisciaste z
przewazajacym udzialem dgbow. Badania podzielone zostaly na trzy czgsci, ktore
odpowiadaty trzem odrgbnym problemom badawczym. Celem czeg$ci prowadzonej w szkotce
lesnej bylo okreslenie zmian zachodzacych w strukturze zbiorowisk GEM w pierwszym roku
wzrostu siewek, od wysiewu zotedzi do konca sezonu wegetacyjnego. Badania te uwzglednity
ponadto jako$ciowe i ilosciowe zmiany w zbiorowisku GEM zachodzace w wyniku infekcji
siewek przez patogenicznego grzyba Erysiphe alphitoides, wywotujacego chorobe zwang
maczniakiem prawdziwym debu. Z kolei celem badan prowadzonych w przyjetym uktadzie
chronosekwencji drzewostanow byto opisanie roznorodnosci zbiorowisk GEM dgbow na
jednorodnym obszarze, jakim jest Ptyta Krotoszynska, oraz poréwnanie zbiorowisk
tworzacych si¢ w réznych etapach rozwoju drzewostanu. Ostatnia cz¢$¢ badan miata na celu
poznanie jak ksztattuja si¢ zbiorowiska GEM w zamierajacych, dojrzatych dgbrowach w
odniesieniu do stanu zdrowotnego pojedynczych drzew i catych drzewostanow. Dla wigkszej
przejrzystosci dyskusji wyniki kazdej z czesci przedyskutowane zostaty w odrgbnych
podrozdziatach (5.1, 5.2 1 5.3), a na zakonczenie przedstawione zostato podsumowanie

uzyskanych wynikow w formie dyskusji ogdlnej (5.4)

5.1. Dynamika zbiorowisk grzybow mikoryzowych debu szypulkowego w pierwszym
roku wzrostu siewek w szkolce lesnej

Jak dotad badania zbiorowisk GEM siewek/sadzonek réznych gatunkéw drzew
hodowanych w szkotkach, skupialy si¢ na opisaniu réoznorodnosci gatunkowej po pierwszym
lub drugim roku wzrostu ros$lin w szkotce lesnej (Menkis 1 wsp. 2005; Iwanski 1 wsp. 2006,
Rudawska i wsp 2006, Trocha i wsp. 2006, Leski i wsp. 2008, 2010; Soutworth i wsp. 2009,
Menkis i Vasaitis 2011; Pietras i wsp. 2013). Nowa problematyka podjeta w niniejsze;j
rozprawie byto zbadanie, na przykladzie siewek debu, jak ksztaltuje si¢ zbiorowisko GEM w
szkotce lesnej od wysiewu nasion (zotedzi) do konca pierwszego sezonu wegetacyjnego.

Zmiany zbiorowiska GEM siewek debu w pierwszym sezonie wzrostu w warunkach
szkolki lesnej zachodzity bardzo dynamicznie. Najwczesniej obserwowanym symbiontem
mikoryzowym kolonizujgcym korzenie siewek debow byt grzyb S. verrucosum, ktorego

pierwsze mikoryzy pojawity si¢ juz po 50 dniach od wysiewu zotedzi. Grzyby z rodzaju
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Scleroderma uwazane sg za symbionty nawigzujgce symbioze mikoryzowg zaréwno z
drzewami lisciastymi, jak i iglastymi (Jeffris 1999). Jednak badania przeprowadzone w
Pracowni Badania Mikoryz Instytutu Dendrologii PAN, na siewkach r6znych gatunkéw
drzew w szkotkach lesnych, pokazujg zdecydowanie wicksze preferencje Scleroderma spp. do
kolonizacji gatunkow lisciastych (Iwanski 1 wsp. 2006; Rudawska i wsp 2006; Trocha 1 wsp.
2006; Leski i wsp. 2008, 2010; Pietras i wsp 2013). Intrygujaca kwestig wynikajaca z tych
badan jest pytanie, dlaczego wiasnie grzyb S. verrucosum byl pierwszym symbiontem na
badanych siewkach d¢bu? Scleroderma spp. uwazane sg za grzyby o charakterze pionierskim,
wystepujace szczegolnie czesto na terenach zdegradowanych (Dufabeitia 1 wsp. 2004). Nie
mozna wiec wykluczy¢, ze silnie przeksztatlcone srodowisko glebowe szkotki lesnej sprzyja w
wigkszym stopniu rozwojowi mikoryz grzyba Scleroderma niz innych gatunkow GEM,
wspotwystepujacych w szkotce lesnej. Pojawienie si¢ mikoryz S. verrucosum na korzeniach
debow na tak wczesnym etapie wzrostu siewek w szkotce le§nej moze by¢ tez zwigzane z
wieksza konkurencyjnoscig wzgledem innych taksonow GEM, wynikajaca z pewnych
saprobiotycznych wlasciwosci tego grzyba (Jeffris 1999). W badaniach in situ, opisujacych
zbiorowiska GEM potrocznych siewek debu szyputkowego rosnacego w odnowionym lesie
liSciastym, sposrod zidentyfikowanych 41 taksondw, najczestszym byl inny grzyb z rodzaju
Scleroderma - S citrinum (Newton 1991, Newton i Pigott 1991), ktorego obfitos¢
wystepowania si¢gala 61% catkowitej puli mikoryz. Inng mozliwg przyczyng szybkiej
kolonizacji badanych siewek debu przez S. verrucosum moze by¢ duza obfitos¢ inokulum
tego grzyba w podtozu szkotkowym. Moze ona wynika¢ z ogromne;j ilo$ci zarodnikow
produkowanych jesienig przez kuliste lub bulwiaste owocniki tego grzyba. Zarodniki te
przeleguja zapewne w podlozu szkotkowym 1 wiosng po wykietkowaniu stanowig pierwotne
inokulum grzybowe dla rozwijajacych si¢ siewek (Jeffris 1999). Natomiast mato
prawdopodobne wydaje sig¢, ze zrodtem inokulum grzybowego w szkotce lesnej jest wspdlna
sie¢ mikoryzowa, ktora moze faczy¢ siewki 1 dojrzate drzewa rosngce obok siebie. Robertson
(1954) 1 Newton (1992) sugerowali, ze inokulacja siewek rosngcych w poblizu dojrzatych
drzew zachodzi gtownie przez wspdlng sie¢ grzybni ekstramatrykalnej. Wyzsze bogactwo
gatunkowe GEM na sadzonkach rosnacych blisko dojrzatych drzew w stosunku do sadzonek
rosnacych na otwartej przestrzeni, opisane bylo przez Kranabetter i Wylie (1998), Durall 1
wsp. (1999) oraz Cline 1 wsp. (2005). Jednak w przypadku szkoétki lesnej Miranowo odlegtos¢
dojrzatych drzew od siewek rosngcych na kwaterze, na ktorej zatozono doswiadczenie byta
znaczna 1 raczej wyklucza kolonizacje sadzonek przez sie¢ grzybni ekstramartykalne;.

Ostatnie badania przeprowadzane na sadzonkach daglezji zielonej rosngcych w r6znych
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odlegtosciach od dojrzatych drzew sugeruja, ze gtdwng droga inokulacji sadzonek sg jednak
zarodniki rozprzestrzeniajace si¢ przez wiatr, natomiast kolonizacja korzeni przez sie¢
grzybni ekstramatrykalnej ma mniejsze znaczenie (Taste i wsp. 2009). Stad najbardziej
przekonujacy wydaje si¢ argument, ze pierwotna kolonizacja korzeni drobnych debow w
szkolce lesnej Miranowo odbywa si¢ za posrednictwem grzybni rozwijajacej si¢ z zarodnikow
S. verrucosum. Zarodniki takie stanowig element glebowego banku odpornych zarodnikéw (z
ang. ,, resistant soil propagule bank”), zachowujacych zywotno$¢ nieraz przez wiele sezondw
wegetacyjnych (Milleret i wsp. 1994, Brunset i wsp. 2009, Nguyen i wsp. 2012).

W szkoélce lesnej Miranowo, w trakcie miesigca od pojawienia si¢ na siewkach
pierwszych mikoryz tworzonych przez S. verrucosum odnotowano wystepowanie 3 kolejnych
taksonow GEM o charakterze pionierskim (H. sacchariolens, L. tortilis, I. curvipes), ktorych
zarodniki podobnie jak zarodniki S. verrucosum mogty tatwo si¢ rozprzestrzenia¢ na
otwartych przestrzeniach kwater szkétek lesnych. Na danym etapie wiedzy trudno wyjasnic,
dlaczego mikoryzy tych grzybdéw pojawity si¢ po mikoryzach S. verrucosum, cho¢ wydaje sie,
ze decydujacym czynnikiem jest mniejsza liczba produkowanych przez te grzyby zarodnikow,
a tym samym mniejsza liczba potencjalnych propagul w podtozu szkotkowym. Wazne
znaczenie moze mie¢ takze typ eksploracyjny grzybni wytwarzanej przez grzyby z rodzaju
Scleroderma. Wykazano, ze grzybnia Scleroderma verrucosum, odznaczajaca si¢
tzw.dlugodystansowym typem eksploracyjnym, rosnie w shomogenizowanej glebie
mineralnej duzo szybciej iz inne gatunki GEM o typach eksploracyjnych §rednim i gladkim
(Thompson i wsp.1994)

Wraz z pojawieniem si¢ nowych gatunkoéw zaobserwowano zmiany w strukturze
ilosciowej badanego zbiorowiska. W okresie od 30 czerwca do 20 lipca dominowat grzyb I.
curvipes. Od poczatku sierpnia tego gatunku nie znajdowano, natomiast w duzej obfitosci
wystepowatly grzyby H. sacchariolens oraz L. tortilis. W przeciggu 10 dni (od 10 — 20 VII)
wzrostu siewek w szkotce le$nej udzial procentowy grzyba I. curvipes malat z 60,98 % do
6,85%, natomiast obfito$¢ wystepowania H. sacchariolens i L. tortilis wzrosta odpowiednio
od 30,49 do74,04% oraz od 0 do 42,25% (Patrz Rycina 7B, Tabela 5). Przyczyny tak
gwattownych zmian ilo§ciowych zachodzacych w pierwszym roku wzrostu siewek nie sg
znane 1 nie byly dotad badane, a ich pelne wyjasnienie nie miesci si¢ w zakresie tej pracy.
Pelniejsza interpretacje zmian, jakie zachodzg w zbiorowisku GEM w pierwszym sezonie
wegetacyjnym wzrostu siewek w szkotkach leSnych moglyby umozliwi¢ badania nad
sezonowg aktywnoscig enzymatyczng poszczegdlnych gatunkéw GEM kolonizujacych

korzenie siewek, jak rowniez analiza aktywno$ci hormonalnej, gtownie zwiazanej z synteza
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auksyny (IAA) u grzybow zidentyfikowanych jako najwczesniejsi ,,kolonizatorzy” siewek w
szkotkach lesnych. Niewyjasnione pozostaje rowniez czy opisana dynamika zbiorowisk GEM
charakterystyczna jest tylko dla szkoltki lesnej Miranowo, czy moze by¢ rozpatrywana jako
ogolny wzorzec dla kolonizacji siewek debu w szkodtkach lesnych. Dlatego tez badania
dotyczace dynamiki zbiorowisk GEM w szkotkach lesnych powinny by¢ kontynuowane dla
lepszego poznania tego procesu w kontekscie fizjologii nawigzywania symbiozy
mikoryzowej, ekologii GEM oraz praktycznego wykorzystania uzyskanych wynikow w
szkotkarstwie lesnym.

W trakcie pierwszego roku wzrostu siewek ich korzenie skolonizowane byly przez
wigkszo$¢ obecnych gatunkoéw GEM, ktore nawigzywaty symbioze mikoryzowa z
sadzonkami innych drzew lisciastych (L. tortilis, S. verrucosum, Tomentella spp.), jak
rowniez taksonow wspolnych dla gatunkéw iglastych i lisciastych (C. geophilum, Tuber sp.,
H. sacchariolens) (Patrz wyniki 4.1.2.). Stosunkowo duza liczba gatunkoéw GEM
zidentyfikowanych na siewkach debu w trakcie pierwszego roku wzrostu w szkoétce (9
taksonow), w odniesieniu do catkowitego bogactwa GEM szkotki lesnej Miranowo (14
taksonow), $wiadczy o znacznym potencjale nawigzywania mikoryz przez siewki dgbu w
pierwszym sezonie wzrostu w warunkach szkotki lesnej. Wbrew powszechnie panujace;j
opinii, ze na skutek intensywnej hodowli siewek w szkotkach lesnych moze nastgpowac
znaczne zubozenie kompozycji gatunkowej GEM (O'Neill i Mitchell 2000; Menkis i Vasaitis
2011), badania ostatnich lat, gldownie oparte o analizy molekularne, pokazaty, Zze sadzonki
produkowane w szkotkach lesnych, takze w Polsce, charakteryzuja si¢ stosunkowo wysokim
zréznicowaniem i bogactwem gatunkowym zbiorowisk GEM (Karnaghan i wsp. 2003;
Menkis i wsp. 2005; Rudawska i Leski 2009; Leski i wsp. 2010; Menkis i Vasaitis 2011,
Pietras 1 wsp. 2013). Dla poznania jak ksztaltuje si¢ bogactwo gatunkowe GEM debow w
szkotce lesnej na tle innych gatunkoéw drzew produkowanych w tej szkotce zbadano jedno 1
dwuletnie sadzonki drzew ektomikoryzowych hodowanych w szkotce Miranowo. Lacznie
przebadano 115 siewek/sadzonek reprezentujacych 7 gatunkéw drzew tworzacych
ektomikoryzy, co pozwolito na wyr6znienie 14 taksonéw GEM, sposrod ktérych 9 taksonow
identyfikowanych byto na siewkach dgbow w pierwszym roku wzrostu siewek w szkolce.
Opisane bogactwo gatunkowe GEM kolonizujacych korzenie drobne dgbow w szkoétce lesnej
potwierdza, ze zbiorowiska GEM tworzone na siewkach debow sg bogate 1 zroznicowane,
szczegolnie w poréwnaniu z gatunkami iglastymi. W szkotce le§nej Miranowo catkowite
bogactwo gatunkowe GEM identyfikowane na jednorocznych siewkach sosny zwyczajnej,

swierka pospolitego i modrzewia europejskiego wynosito odpowiednio 2, 3 oraz 2 taksony.
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Bogactwo gatunkowe GEM stwierdzane w szkotkach lesnych na gatunkach iglastych
(Iwanski i wsp. 2007; Rudawska i wsp. 2007; Leski 1 wsp. 2008) bylo z reguty nizsze niz w
przypadku gatunkow lisciastych (Leski i wsp. 2010; Pietras i wsp. 2013). Obecny stan wiedzy
nie pozwala wyjasni¢ z czego wynika wigksze niz u gatunkéw iglastych bogactwo GEM
obserwowane na debach rosngcych w szkotkach lesnych i zagadnienie to wymagatoby
dalszych badan.

Jedna z prob znalezienia odpowiedzi na to pytanie byly analizy zawarto$ci cukrow
niestrukturalnych (glukozy i1 skrobi) w korzeniach siewek debow, w powigzaniu z
wystepowaniem poszczegolnych gatunkow GEM. Glukoza jest podstawowym monocukrem
przekazywanym przez korzenie do partnera grzybowego (Nehls i wsp. 2010), natomiast
skrobia nalezy do polisacharydéw (zbudowanych wylacznie z meréw glukozy potaczonych
wigzaniami o-glikozydowymi) i1 stanowi podstawowy zwigzek zapasowy u roslin. W
symbiozie ektomikoryzowej zarowno glukoza jak 1 skrobia moga by¢ wykorzystywane jako
zrodta wegla dostepne dla mykobionta kolonizujacego system korzeniowy rosliny (Salzer i
Hager1991). Wedtug klasycznej teorii weglowodanowej Bjorkmana (1970) nawigzanie
symbiozy mikoryzowej nastgpuje po osiggni¢ciu pewnej wartos$ci progowej stezenia
weglowodandéw (cukréw niestrukturalnych) w korzeniach. W swej teorii Bjorkman zaktadat,
ze partner grzybowy jest w petni uzalezniony od cukrow oferowanych przez partnera
roslinnego. W przypadku badan przeprowadzonych w szkéice lesnej Miranowo najwyzszy
poziom glukozy w korzeniach odnotowany byt w momencie zawigzywania pierwszych
mikoryz oraz w czasie rekolonizacji korzeni drobnych przez GEM po poczatkowej fazie
wystepowania symptomow chorobowych maczniaka prawdziwego debu (patrz Rycina 7). W
odniesieniu do ogdlnego wzorca kolonizacji korzeni siewek debu przez GEM w omawianym
doswiadczeniu, wynik ten potwierdza zatozenia teorii Bjérkmana (1970). Nie wykazano
natomiast statystycznie istotnych zalezno$ci pomiedzy obfitoscig wystgpowania
poszczegbdlnych taksonow GEM, a catkowitg zawartoscig cukréw niestrukturalnych w
korzeniach. Wynik te pokazuje, ze zidentyfikowane w trakcie prowadzenia doswiadczenia
GEM maja podobne zapotrzebowanie energetyczne wzgledem zwigzkow wegla
otrzymywanych przez partnera roslinnego.

W trakcie prowadzenia badan nad dynamika zbiorowisk grzybéw mikoryzowych debu
szypulkowego w pierwszym roku wzrostu siewek w szkotce lesnej, nastgpita niezaplanowana
infekcja siewek przez patogenicznego grzyba Erysiphe alphitoides, ktora wniosta nowe,
interesujace spostrzezenia na temat interakcji pomiedzy grzybami mikoryzowymi,

patogenicznymi i partnerem ros$linnym. Infekcja ta spowodowata zmiany zawartosci cukrow
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niestrukturalnych w korzeniach. W okresie bezposrednio po pierwszych symptomach
choroby, obserwowano wzrost zawartosci, zardéwno glukozy (4,35 mg/g, statystycznie
istotny), jak 1 skrobi (1,99 mg/g, statystycznie nieistotny) w korzeniach (Rycina 7C). Wpltyw
uszkodzen czegsci nadziemnej (defoliacja) na krotkotrwaty wzrost ilosci cukrow
niestrukturalnych w korzeniach obserwowany byt takze w innych badaniach (Holland i wsp.
1996). Takze Kullberg i Walander (2003), opisali mechanizm wycofywania i magazynowania
zwigzkoéw wegla w korzeniach siewek debu szyputkowego poddawanych defoliacji. Nie
wykluczone, ze podobnie dziato si¢ w przypadku badanych siewek, ktorych aparat
asymilacyjny zostal zainfekowane przez grzyba powodujacego maczniaka prawdziwego debu.
Wycofanie cukrow z lisci do korzeni moglo stanowi¢ reakcj¢ obronng rosliny, stuzaca
ostabieniu patogena i ograniczeniu rozwoju infekcji.

Proces chorobowy siewek debu wptynat rowniez na masowe zamieranie mikoryz
(udziat mikoryz martwych wzrdst z poziomu zerowego do 89,16%, Patrz Rycina 7A). Co
ciekawe nastgpilo to w okresie poprzedzajagcym najintensywniej obserwowane symptomy
chorobowe oraz przed stwierdzeniem najwyzszej zawartosci glukozy w korzeniach.
Mechanizmy masowego zamierania mikoryz pod wplywem infekcji organizmow
patogenicznych nie sg jak dotad poznane 1 wymagaja dodatkowych badan prowadzonych w
kontrolowanym uktadzie doswiadczalnym. Niewatpliwie takie badania pozwolityby na lepsze
poznanie interakcji pomiedzy grzybami mikoryzowymi, patogenicznymi 1 partnerem

ro$linnym.

5.2. Zroéznicowanie grzybow ektomikoryzowych wchodzacych w symbioze mikoryzowa z
debami w ukladzie chronosekwencji drzewostanow

W drzewostanach dgbu szyputkowego i dgbu bezszyputkowego badanych w uktadzie
chronosekwencji na obszarze Plyty Krotoszynskiej przebadane zastaty lacznie proby
reprezentujace 120 drzew (87 debu szyputkowego oraz 33 debu bezszyputkowego). Analiza
ANOSIM nie wykazata r6znic pomiedzy zbiorowiskami GEM obu analizowanych debow.
Podobnie brak r6znic pomig¢dzy zbiorowiskami GEM debu szyputkowego 1 bezszyputkowego
wykazano w badaniach prowadzonych w szkétkach lesnych (Leski i wsp. 2010). Wyniki
uzyskane w niniejszej rozprawie oraz te przedstawione przez Leskiego i wsp. (2010)
potwierdzajg poglad, ze blisko spokrewnione gatunki drzew (nalezgce do jednego rodzaju)
charakteryzujg si¢ podobnymi zbiorowiskami GEM (Walker i wsp. 2005; Ishida i wsp. 2007).
Jednakze w literaturze spotka¢ mozna kilka prac opisujacych réznice w kompozycji

gatunkowej GEM blisko spokrewnionych dgbow. Rdéznice te wynika¢ moga z uwarunkowan
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ekologicznych (tolerancja na susze) (Cavender-Bares i wsp. 2009), genetycznych lub
fizjologicznych (sezonowos¢ lisci) (Morris 1 wsp. 2008). Podobna struktura GEM debu
szyputkowego i dgbu bezszyputkowego dowodzi, ze rdznice genetyczne, fizjologiczne i
ekologiczne pomiedzy tymi gatunkami drzew nie sg znaczgce dla ksztaltowania si¢
zbiorowisk GEM.

W badaniach przeprowadzonych na obszarze Ptyty Krotoszynskiej kolonizacja korzeni
drobnych debow niemal zawsze dochodzita do 100%. Podobne obserwacje poczyniono dla Q.
liaotungensis, gdzie udziat korzeni drobnych skolonizowanych przez GEM wahat si¢ w
granicach 85% (dla 5- letnich drzew) do 90% (dla drzew 50 — letnich). Zgota inne wyniki
uzyskal Gebhardt i wsp. (2007) w badaniach Q. rubra. Szczegdlnie odbiegaja tu drzewa 5 —
letnie, gdzie kolonizacja systemu korzeniowego wynosita zaledwie 15%. W przypadku debu
czerwonego na nizsza obfitos¢ wystepowania ektomikoryz wplywaé¢ moze jednoczesnie
wystepujaca kolonizacja korzeni przez grzyby arbuskularne (Dieckie i wsp. 2001).
Wystepowanie zarowno ektomikoryz jak i mikoryz arbuskularnych charakterystyczne jest dla
ponocnoamerykanskich gatunkéw debow (Dieckie 1 wsp. 2001), ale rowniez spotykane jest u
innych gatunkow drzew, takich jak topole (Karlinski i wsp. 2010). W przypadku debu
szypulkowego 1 dgbu bezszyputkowego wysoka kolonizacja systemdéw korzeniowych jest
normg, o czym $wiadczy¢ mogg wyniki badan opisanych w Czgs$ci I niniejszej rozprawy, jak
rowniez badania przeprowadzone na poczatkowym etapie wzrostu siewki w szkotkach
lesnych (Leski wsp. 2010).

W badaniach dabrow krotoszynskich zidentyfikowano tacznie 75 taksonow GEM.
Calkowite bogactwo gatunkowe zbiorowisk GEM debow obserwowane w roznych stadiach
rozwojowych drzewostanéw Plyty Krotoszynskiej miesci si¢ w zakresie notowanym dla
innych gatunkéw debow (Tabela 17) (Gebhardt i wsp 2007, Wang i wsp 2012). Dane
literaturowe opisujace zjawisko chronosekwencji u innych gatunkéw drzew pokazuja, ze wraz
z rosngcym wiekiem drzewostanu bogactwo gatunkowe zbiorowisk GEM ulega jedynie
nieznacznym zmianom, natomiast istotnie zmienia si¢ kompozycja gatunkowa zbiorowisk
GEM (Jonsson i wsp. 1999a; Byrd i wsp., 2000). W przeciwienstwie do wczesniejszych
doniesien literaturowych, w przypadku dabrow rosnacych na obszarze Plyty Krotoszynskiej,
calkowite bogactwo gatunkowe roznito si¢ pomigdzy analizowanymi fazami rozwojowymi.
W najmtodszej fazie rozwojowej bylo najnizsze 1 wynosito 15 taksondéw. Posrednie warto$ci
przybierato w fazie tyczkowiny (19 taksondw), natomiast najwyzsze byto w fazie mtodnika i
drzewostanu dojrzatego (odpowiednio 31 i 32 taksonow). Nizsza warto$¢ bogactwa

gatunkowego w uprawach moze wynika¢ z zaistniatego zaburzenia §rodowiska, jakim jest

72



zrab zupely (Jones i wsp. 2003), zastosowany dla odnowienia lasu w przypadku wszystkich
analizowanych upraw. Podobne zalezno$ci, opisujace ograniczenie bogactwa gatunkowego
pod wplywem wczesniej zaistniatego zaburzenia (rowniez zrebu zupelnego) stwierdzit
Iwanski (2007) dla sosny zwyczajnej. Spadek bogactwa gatunkowego zbiorowisk GEM po
silnym zaburzeniu srodowiska nie jest jednak reguta. Grogan i wsp. (2000) stwierdzili, ze
naturalne odnawiajace si¢ po pozarze siewki Pinus muricata skolonizowane byty przez 30
gatunkow GEM, chociaz sktad gatunkowy zbiorowiska GEM byt zupehie inny, niz w
sgsiadujgcych dojrzatych drzewostanach (Gardes i Bruns 1996; Taylor i Bruns 1999). W
przypadku wyzej przedstawionych badan powodem réznic ilosciowych w zbiorowisku GEM
moze by¢ drastyczna zmiana warunkow edaficznych, ktora niewatpliwie nastapilta po pozarze.

W niniejszej rozprawie stwierdzono, ze w stosunku do uprawy, w fazie rozwojowej
mlodnika nastgpuje dwukrotne zwigkszenie liczby gatunkow GEM. Przejsécie z fazy uprawy
w faze mtodnika znane jest jako moment zwierania si¢ koron drzew rosnacych obok siebie. W
tym czasie drastycznie zmieniajg si¢ warunki mikroklimatyczne wewnatrz drzewostanu,
wzrasta wilgotno$¢ gleby, zmniejsza si¢ jej temperatura, rozpoczyna si¢ tez proces akumulacji
materii organicznej w postaci $cioty nagromadzanej na dnie lasu (Linder i wsp. 1997;
Kozlowski 2002; Claus i George 2005). Wzrost ilo$ci materii organicznej uwazany jest za
wazny czynnik stymulujacy zwigkszanie si¢ bogactwa gatunkowego GEM. Nieznana jest
natomiast przyczyna nizszego (o 1/3 w stosunku do bogactwa gatunkowego GEM
drzewostanow dojrzatych) catkowitego bogactwa gatunkowego odnotowana w fazie
tyczkowiny. Jak dotad zmniejszenie réznorodnosci GEM dgbow w $rednim wieku nie byto
odnotowane. Warte podkreslenia jest, ze spadek bogactwa gatunkowego w fazie tyczkowiny
nie mogt by¢ skutkiem roznej liczby analizowanych wierzchotkéw mikoryzowych, gdyz
warto$¢ tego parametru nie réznita si¢ pomig¢dzy analizowanymi fazami rozwojowymi.
Mozliwym wytlumaczeniem mniejszej liczby znalezionych taksonow w fazie tyczkowiny
moga by¢ zmiany w bilansie energetycznym drzewa. Genet i wsp. (2009) obserwowali
najwieksze stezenie cukrow niestrukturalnych w drewnie 50-cio letnich drzew Q. petraea w
poréwnaniu z drzewostanami w innym wieku, badanymi w uktadzie chronosekwencji. W
wieku ok. 50 lat nastgpuje wzmozony przyrost drzew najpierw na wysokosc¢, pozniej na
grubos¢, co ujawnia si¢ najwyzsza, w trakcie calego wzrostu drzewa, akumulacjg biomasy
(Genet 1 wsp. 2009). Moze si¢ to taczy¢ ze zmniejszeniem ilosci asymilatow przekazywanych
do korzeni, co skutkowa¢ moze ograniczeniem wystgpowania pewnych taksonéw GEM

bardziej wymagajacych wzgledem zrodla wegla. Jednak na tym etapie badan jest to tylko
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jedna z hipotez probujacych ttumaczy¢ zmiany jakie zachodza w zbiorowiskach GEM na
r6znych etapach rozwoju drzewostanu.

Zbiorowisko GEM kazdej z badanych w uktadzie chronosekwencji faz rozwojowych
charakteryzowalo si¢ typowa strukturg, w ktorej 1-2 gatunki dominujg w zbiorowisku,
kolonizujac 50 1 wigcej procent korzeni drobnych, cze$¢ gatunkow wystepuje z udziatem
nieprzekraczajacym 5-8%, a pozostate gatunki spotykane sa sporadycznie, z niewielkg
obfitoscia, siegajaca 1%. W mtodnikach dominujacymi grzybami byty taksony zaliczane do
kompleksu Hymenoscyphus ericae, w drzewostanach starszych natomiast dominowat grzyb
C. geophilum. Dominacja réznych taksonéw w poszczegdlnych stadiach rozwojowych
rzutowata na wyniki analizy ANOSIM. Na wykresie NMDS, ktory wizualizuje wyniki
ANOSIM, roznice pomiedzy zbiorowiskami GEM widoczne s3 tylko pomiedzy faza uprawy a
pozostalymi stadiami rozwojowymi (Tabela 10, Rycina 8). Zastosowana metoda
porownawcza (ANOSIM z wykorzystaniem wspotczynnika Bray — Curtisa, NMDS) bierze
pod uwage nie tylko relacje jakosciowe (bogactwo gatunkowe), ale réwniez ilosciowe (liczbe
mikoryz danego taksonu w ogélnej puli mikoryz). Dlatego tez czynnikiem, ktory ujednolicat
zbiorowiska GEM debow w fazach rozwojowych starszych od mtodnikow byt wysoki udziat
mikoryzy z kompleksu C. geophilum w ogélnej liczbie mikoryz (od 7,11 do 55,21%). Z
drugiej strony 50 sposrod 75 wydzielonych taksondéw (66%) znajdywanych byto w jedne;j
fazie rozwojowej, lub nawet w pojedynczych probach. Niemozliwym jest wigc
rozstrzygnigcie, czy byly to taksony, ktore preferowaty faze rozwojowa, w ktorej byly
znajdowane, czy tez ze wzglgdu na mata obfito$¢ wystgpowania, nie zostaty one znalezione w
pozostatych fazach. Wyniki badan zmian sukcesyjnych zbiorowisk GEM zachodzacych u
roznych gatunkow debow nie pozwalajg wysung¢ jednoznacznych wnioskoOw odnoszacych si¢
do wpltywu chronosekwencji. Badania Q. rubra przeprowadzone w Niemczech (Gebhardt i
wsp. 2007) jednoznacznie dowodza, ze w drzewostanach dgbu czerwonego w wieku od 5 do
46 lat zmieniat si¢ sktad gatunkowy i udziat poszczegélnych gatunkéw GEM. Wraz z
wiekiem drzew wzrastato rowniez catkowite bogactwo gatunkowe GEM: z 5 gatunkéw w
wieku 5 lat, do 27 gatunkow w wieku 46 lat. Zauwazy¢ tez mozna grupy grzybow
wystepujace wylacznie na powierzchniach w jednym wieku, co potwierdza teori¢ zmian
sukcesyjnych zachodzacych w drzewostanach debowych w r6znym wieku. Catkowicie inne
wyniki podawane sg dla Q. liaotungensis, rosnacego w Chinach (Wang i wsp. 2012). W
przypadku tych badan analizowany byt jeden drzewostan roznowiekowy, w ktorym obok
siebie wystepowaty drzewa reprezentujace 3 rozne fazy rozwojowe: sadzonki (5 lat), drzewa

mtode (15 lat) oraz drzewa dojrzate (50 lat). Podobnie jak w dabrowach krotoszynskich
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najobficiej wystepujgcym taksonem stwierdzonym na Q. liaotungensis byt C. geophilum.
Autorzy nie wykazali istotnych roznic w strukturze jakosciowej i ilosciowej GEM pomigdzy
drzewami w r6znym wieku. Sposrod 66 zidentyfikowanych taksonow, 57 (86,4%)
wystepowato we wszystkich badanych klasach wieku. W ten sposob Wang i wsp. (2012)
kwestionujg wystgpowanie zmian sukcesyjnych zachodzacych w uktadzie chronosekwencji,
twierdzac, ze wptyw wieku partnera roslinnego na zbiorowisko GEM jest marginalny. Nalezy
jednak zauwazy¢, ze zblizony sktad gatunkowy zbiorowisk GEM Q. liaotungensis, u dgbow
w roznym wieku mogh wynikaé z faktu, ze badane drzewa, reprezentujace badane 3 fazy
rozwojowe rosty obok siebie na jednej powierzchni. W takim uktadzie pewne jest, ze do
kolonizacji najmtodszych drzew dochodzito za posrednictwem tzw. wspdlnej sieci
mikoryzowej (CMN = common mycorrhizal network) i stad zapewne korzenie siewek
kolonizowane byty przez sie¢ grzybni ekstramatrykalnej rozprzestrzeniajacej si¢ rowniez
pomiedzy dojrzalymi drzewami. Dowiedziono bowiem, ze w przypadku wspolnego
wystepowania drzew w roznym wieku, grzybnia ekstramatrykalna rozprzestrzeniajaca si¢ od
korzeni drzew dojrzatych jest Zrodtem kolonizacji siewek rosngcych w poblizu (Kranabetter i
Wylie 1998; Durall i wsp. 1999; Cline i wsp. 2005; Taste i wsp. 2009). Ponadto Wang i wsp.
(2012) nie ustosunkowali si¢ w swojej pracy do zjawiska autokorelacji pomigdzy badanymi
probami, ktorej wystgpienie jest bardzo prawdopodobne przy zastosowanym uktadzie
doswiadczalnym.

W badaniach dabrow krotoszynskich analiza ANOSIM pokazata iz wraz z wiekiem
drzewostanu kompozycja gatunkowa zbiorowisk GEM ulega istothym zmianom. Wykres
NMDS pokazuje, ze najbardziej widoczne sg roznice pomi¢dzy uprawami, a pozostatymi
fazami rozwojowymi. Rycina 8 przedstawia dwie grupy punktow, ktore reprezentujg uprawy
oraz pozostate fazy drzew. Ten wyrazny podziat wskazuje, iz zasadnicza zmiana struktury i
kompozycji gatunkowej zbiorowisk GEM nastepuje po fazie rozwojowej uprawy, w
momencie zwierania si¢ koron drzew. Do tego momentu najwazniejszym komponentem
zbiorowiska jest grupa grzybow, czesto identyfikowana w szkotkach lesnych na dgbach
(Leski i wsp. 2010) oraz blisko spokrewnionym buku (Pietras i wsp 2012). W grupie tej
wyszczegolni¢ mozna taksony takie jak: Hebeloma sacchariolens, Laccaria tortilis, Tuber sp.
Rhizoscyphus sp. Naucoria salicis, Telephora terrestris, Scleroderma verrucosum, Hydnotrya
tulasnei. Wiekszos¢ z ww. taksondw rozprzestrzenia si¢ przez tatwo rozsiewajace si¢
zarodniki, co utatwione jest na otwartych przestrzeniach upraw. Analogiczna sytuacja ma
miejsce na kwaterach szkotek lesnych. Dowodzi to, Ze na korzeniach sadzonek wysadzonych

na uprawach utrzymujg sie grzyby mikoryzowe, ktére w naturalny sposéb skolonizowaty
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korzenie w czasie wzrostu sadzonek w szkotkach lesnych. Poczawszy od fazy mtodnika do
grupy taksonow GEM ,,wyniesionych” ze szkotki lesnej (H. sacchariolens, L. tortilis, Tuber
sp., N. salicis, S. verrucosum, H. tulasnei.) oraz tych o charakterze kosmopolitycznym
(Cenococcum, kompleks Rhizoscyphus ericae), dotaczajg stopniowo gatunki z rodziny
Russulaceae, Thelephoraceae, Cortinariaceae, Boletaceae (mtodnik, tyczkowina, drzewostan
dojrzaty) oraz Amanitaceae (drzewostan dojrzaty). Wyjatkiem sa tu taksony takie jak:
Tomentella botryoides, Russula velenovskyi zidentyfikowane réwniez w uprawach, oraz
Amanita muscaria, takson odnotowany w mtodniku. Jednak wszystkie ww. taksony
wystepowaty z reguly nielicznie, co nie pozwala jednoznacznie przypisac¢ ich do ktorejs$ z faz
rozwojowych. Analizujac bogactwo gatunkowe rodzin grzybéw mozna zauwazy¢
zwickszajaca si¢ z wiekiem drzew liczbe gatunkow Russulaceae, Thelephoraceae,
Cortinariaceae, Boletaceae oraz Amanitaceae (Tabela 7). Wystgpowanie przedstawicieli ww.
rodzin jest wyraznie zwigzane z dojrzalymi drzewostanami (Visser 1995; Taylor i Bruns
1999; Peter i wsp. 2001a). Kryterium to nalezy jednak rozpatrywaé z duzg dozg ostroznosci,
bowiem zdarza sig¢, ze grzyby poznego stadium sukcesji wystepuja takze w mtodszych
drzewostanach (w rozprawie opisanych, jako uprawy i mlodniki). Brak klarownego
powiazania wigkszo$ci gatunkdw GEM z okreslong grupa wiekowa zarysowuje si¢ tez w
przytaczanych juz pracach Gebhardta i wsp. (2007) oraz Wanga 1 wsp. (2012). Dowodzi to, ze
zbiorowiska GEM dgbdw wraz z wiekiem ulegajg istotnym zmianom jakos$ciowym, ale
niemozliwe jest okreslenie, czy dochodzi w nich do typowego zjawiska chronosekwenciji.

W uktadzie chronosekwencji drzewostanéw dgbowych rosngcych na obszarze Ptyty
Krotoszynskiej widoczne jest wyrazne zwigkszanie si¢ wraz z wiekiem ilo$ci taksonow z
rodzaju Russula. Grzyby te wystepowaty rowniez w 130 letnich zamierajacych drzewostanach
badanych w Czgsci 111 niniejszej rozprawy. W najmtodszej fazie rozwojowej (Uuprawy)
zidentyfikowany zostat tylko jeden takson, Russula graveolens. Mniejsza zdolno$¢ do
kolonizacji mtodych drzew przez grzyby z rodziny Russulaceae wynika z niskiej
przezywalnosci zarodnikow produkowanych przez przedstawicieli tej rodziny (Miller 1 wsp.
1994) oraz ograniczonej zdolnosci do kolonizacji korzeni mtodych siewek poprzez zarodniki
(Fox 1983). Kietkowanie zarodnikéw Russulaceae zachodzi natychmiast po ich uwolnieniu i
dodatkowo wymaga obecnosci wydzielin korzeniowych starszych drzew (Hutchison 1999),
ktorych brak jest na uprawach a warunki edaficzne zblizone sg do warunkéw szkotkowych.
Wystepowanie tylko jednego taksonu Russula w fazie rozwojowej uprawy potwierdza
wnioski wysunigte w pierwszej czgsci niniejszej rozprawy, ze korzenie siewek (sadzonek)

rosngcych z dala od dojrzatych drzew kolonizowane sg glownie przez zarodniki. Preferencje
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grzybow z rodziny Russulaceae, w tym z rodzaju Russula do liczniejszego wystgpowania w
starszych drzewostanach obserwowano w badaniach opisujacych zbiorowiska GEM Pinus
banksiana w roznym wieku po pozarze (Visser 1995), Picea sitchensis w r6znym wieku po
sztucznych nasadzeniach (Palfner i wsp. 2005) oraz w badaniach chronosekwencji
drzewostanow Pinus sylvestris (Iwanski 2007). Czeste wystepowanie taksonéw z rodzaju
Russula w dojrzatych drzewostanach wskazywaé¢ moze na duza konkurencyjnos¢ tych
grzybow w poroéwnaniu z innymi (Horton i Bruns 2001), jak rowniez preferencj¢ rodziny
Russulaceae do wyst¢gpowania w glebie z wysokim udzialem materii organicznej (Deacon i
Fleming 1992; Agerer 2001). Catkowite zasoby wegla w glebie zwickszajg si¢ wraz z
wiekiem drzewostanow, o czym moga $wiadczy¢ wyniki prezentowane dla ponad 100 letnich
lasow Q. alinea (Luan i wsp. 2011). Wzrastajaca z wiekiem drzewostanu akumulacja
organicznych zwigzkéw wegla moze thumaczy¢ zwigkszajace si¢ bogactwo gatunkowe

grzybow z rodzaju Russula w badaniach chronosekwencji drzewostanu.

5.3. Zbiorowiska grzybow mikoryzowych w zamierajacych dabrowach na Plycie
Krotoszynskiej

W literaturze opisujacej fizjologiczne aspekty funkcjonowania mikoryz znalez¢ mozna
umowny podzial GEM na gatunki o mniejszych 1 wigkszych wymaganiach wzgledem
weglowodanow przekazywanych do mikoryz przez partnera roslinnego (Rosling 1 wsp. 2004,
Bever i wsp. 2009). Dlatego tez mozna si¢ spodziewac, ze wraz z ograniczeniem
przekazywania zwigzkow wegla z koron do korzeni drzew, wywotanym sztuczng defoliacja
(Cullings 1 wsp. 2001), zerowaniem owadow foliofagicznych (Brown 1 wsp. 2001, Gehring i
Whitham 2002), zanieczyszczeniami powietrza (Peter i wsp. 2008), czy ,,obrgczkowaniem”
drzew (Druebert 1 wsp. 2009), sktad gatunkowy zbiorowiska GEM powinien si¢ zmienia¢ w
kierunku dominacji taksonow o mniejszych wymaganiach w stosunku do weglowodanow
pochodzacych od partnera roslinnego. Hipoteza postawiona w odniesieniu do cz¢sci badan
prowadzonych w zamierajgcych drzewostanach Ptyty Krotoszynskiej zaktadata, ze
czynnikiem determinujagcym zmiany w zbiorowisku GEM bedzie stopien redukcji aparatu
asymilacyjnego. Analizowane powierzchnie badawcze charakteryzowaly si¢ podobnymi
cechami drzewostanu (szczegolnie wiekiem, zadrzewieniem, sktadem gatunkowym w miejscu
pobierania prob, pokrywa, warunkami edaficznymi (Patrz Material i Metody), natomiast
r6znity si¢ stanem zdrowotnym. R6znice w zdrowotnos$ci byty widoczne zaréwno na
poziomie pojedynczych drzew, jak réwniez na poziomie analizowanych powierzchni

badawczych. W zwiazku z tym zmiany zachodzace w zbiorowisku GEM pod wplywem
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redukcji aparatu asymilacyjnego nalezy rozpatrywa¢ w dwoch aspektach: na poziomie
indywidualnych drzew, oraz na poziomie badanych drzewostanow.

Biorac pod uwagg indywidualne drzewa, zauwazy¢ mozna jedynie nieistotng
statystycznie tendencje do zmniejszania §redniego bogactwa gatunkowego wraz ze wzrostem
stopnia defoliacji. Podobng zalezno$¢ ujawnili Pestafia i Santolamazza-Carbone (2011) w
badaniach nad zmianami w zbiorowisku GEM pigcioletnich drzew P. pinaster, dla ktorych
redukowano powierzchni¢ ulistnienia 0 25 i 75%. W przypadku przytoczonych wyzej badan
zalezno$¢ migdzy bogactwem gatunkowym 1 wspotczynnikiem réznorodnosci biologicznej, a
stopniem defoliacji byta réwniez widoczna, chodz nieistotna statystycznie. Wraz ze wzrostem
defoliacji zmniejszeniu ulegata ilos¢ morfotypow wytwarzajacych znaczne ilosci grzybni,
takich jak: Suillus i Tomentellopsis. W zamierajacych dgbrowach mozna zauwazy¢, ze
taksony wytwarzajace obfita grzybni¢ ekstramatrykalna (Cortinarius spp., P. involutus,
Elaphomycetes sp. Tomentella spp.) oraz te uwazane za bardziej energochtonne wzgledem
cukréw przekazywanych przez partnera roslinnego (grzyby z rodzaju Russula) nie byty
odnotowywane na korzeniach drzew o defoliacji powyzej 80%. Utrzymywaty si¢ natomiast
taksony takie jak Xerocomus subtomentosus czy L. quietus, ktore wykazuja pewne zdolnosci
saprotroficzne, przejawiajace si¢ zdolnos$cig do czerpania zwigzkéw wegla z materii
organicznej (Hutchinson 1991). Co wigcej, udziat L. quietus wzrastat wraz ze stopniem
defoliacji, osiagajac ponad 50% obfitosci w najwyzszych klasach defoliacji. L. quietus jest
partnerem mikoryzowym specyficznym dla rodzaju Quercus. Mikoryzy tego taksonu
znajdowane sg czg¢sto w lasach debowych Europy (Courty 1 wsp. 2007). Jak dotychczas
wysoki udziat mikoryz L. giuetus w catkowitej puli mikoryz wigzany byt z wysoka
zawarto$cig materii organicznej w glebie (Suz 2013). Wyzsza obfitos¢ wystepowania mikoryz
tworzonych przez L. quietus w drzewostanie bardziej dotknietym zamieraniem moze by¢
efektem realizacji przez ten takson tak zwanego ,,Planu B” (Talbot i wsp. 2008). Plan ten
zaktada, ze niektore grzyby mikoryzowe mogg bra¢ udzial w dekompozycji m.in. ztozonych,
organicznych form wegla znajdujacych si¢ w podtozu i w ten sposdb uzupeiniajg swoje
zapotrzebowanie na przyswajalne formy wegla. Aktywno$¢ pewnych enzymow
(glukouronidazy, cellobiohydrolazy, 3 — glukozydazy, laktazy), wykazana dla mikoryz
tworzonych przez L. quietus wskazuje jednoznacznie, ze grzyb ten jest zdolny pozyskiwaé
zwigzki wegla nie tylko od partnera roslinnego, ale rOwniez z martwej materii organicznej
poprzez rozktad ligniny 1 depolimeryzacje celulozy i1 hemicelulozy (Courty i wsp. 2007).
Wyzszy udzial grzyba L. quietus na korzeniach drzew o czesciowo zredukowanym aparacie

asymilacyjnym mozna ttumaczy¢ tym, ze wystepowanie mikoryz L. quietus nie jest zalezne
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catkowicie od weglowodandéw przekazywanych z koron do korzeni. W przypadku
ograniczenia doptywu asymilatéw, grzyb ten czerpie zwigzki wegla z materii organicznej. Z
drugiej strony niewystarczajaca ilos¢ cukréw w korzeniach powoduje zubozenie sktadu
gatunkowego GEM, co stwarza mozliwo$¢ kolonizacji korzeni drobnych o bardzo duzym
ubytku aparatu asymilacyjnego i dominacji grzyba L. quietus w zbiorowisku. Zwiekszajaca
sie wraz ze stopniem defoliacji obfitos¢ wystepowania L. quietus jest jedng z bardziej
interesujacych obserwacji wynikajaca z przeprowadzonych badan. Wyniki uzyskane w
niniejszej rozprawie, pokazujace zwigkszajacy si¢ wraz ze stopniem defoliacji udziat grzyba
L. quietus w puli mikoryz jak rowniez dane na temat aktywnos$ci enzymatycznej tego grzyba
(Courty i wsp. 2007) pokazuja, ze nie kazdy partner grzybowy jest w pelni uzalezniony od
zwigzkow wegla przekazywanych przez partnera roslinnego. Wiele gatunkéw grzybow, w
tym réwniez L. quietus jest w stanie aktywnie pozyskiwac zwigzki wegla z materii
organicznej, co czesciowo uniezaleznia obfitos¢ wystgpowania L. quietus od ilosci
weglowodanéw w korzeniach, na ktérych zawigzuje mikoryzy.

Jako$ciowe i ilosciowe roéznice pomiedzy zbiorowiskami GEM widoczne byty na
poziomie analizowanych powierzchni badawczych. Drzewostany w najlepszej kondycji
cechowaty si¢ wysokim catkowitym i $rednim bogactwem gatunkowym, w przeciwienstwie
do drzewostanu najbardziej dotknietego zjawiskiem zamierania, gdzie wskazniki te byly
najnizsze. Drzewa rosngce na jednej powierzchni badawczej potaczone sa siecig grzybni
ekstramatrykalnej, ktora posredniczy w wymianie asymilatow oraz wody (Treseder 2004,
Southworth 1 wsp. 2005) pomigdzy drzewami bedacymi w réznym stanie zdrowotnym.
Mozliwo$¢ wspomagania drzew o znacznej defoliacji przez drzewa o pelnym ulistnieniu
przedstawiona zostala przez Taylor’a i wsp. (2013). W eksperymencie opisujacym wptyw
zgryzania przez zwierzyng na zbiorowiska GEM brzozy, nie wykazano r6znic w
zbiorowiskach GEM pomigdzy poszczegdlnymi wariantami defoliacji. Swiadczy to o tym, ze
drzewa o r6znym stopniu defoliacji rosngce obok siebie (na jednej powierzchni badawczej)
wspomagajg si¢ poprzez wspolng sie¢ mikoryzows, co pozwala utrzymac wigksza liczbe
symbiontow mikoryzowych osobnikom ze znacznym ubytkiem aparatu asymilacyjnego.
Dowodem na istotny wptyw wspolnej sieci mikoryzowej na ksztattowanie si¢ zbiorowisk
GEM moze by¢ tez utrzymywanie si¢ mikoryz na korzeniach martwych drzew, (co
odnotowane bylo w prezentowanych badaniach) oraz na korzeniach pniakoéw pozostawionych
po wycieciu drzew (Mosca i wsp. 2007a). Obserwacje Hagerman’a i wsp. (1999) pokazujg, ze
dzigki istnieniu wspolnej sieci grzybni ekstramatrykalnej mikoryzy moga utrzymywac si¢ na

korzeniach martwych drzew nawet do 3 lat od ich zamarcia. Dowodzi to istotnej roli jaka
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petni wspolna sie¢ mikoryzowa w ksztaltowaniu si¢ zbiorowisk GEM na r6znych etapach
zamierania lasow. Dla doktadniejszego wyjasnienia tego zjawiska konieczne sg jednak dalsze
badania.

Analiza ANOSIM przeprowadzona w oparciu o stopien defoliacji drzew ujawnia
roznice w strukturze zbiorowisk GEM pomigdzy dwiema grupami drzew: o defoliacji od 20
do 70% oraz powyzej 70%. Moze to sugerowac, ze zmniejszanie réznorodnosci zbiorowiska
GEM pojedynczych drzew nastgpuje przy redukcji aparatu asymilacyjnego powyzej 70%.
Wytlumaczeniem dla tego zjawiska mogg by¢ wyniki badan Renuad i Mauffette (1991)
ktérzy stwierdzili, ze ponad 70 %-owy poziom defoliacji powoduje redukcje ilosci
weglowodanoéw w korzeniach, co skutkuje ograniczeniem ilosci GEM mogacych utrzymac si¢
na korzeniach i/lub zmianami zbiorowiska GEM w kierunku dominacji taksonéw o matych
wymaganiach wzgledem Zrodta wegla. Wyniki uzyskane w niniejszej rozprawie sg zbiezne z
badaniami Montenecchio i wsp. (2004), ktorzy analizowali morfotypy mikoryzowe
zamierajacych drzewostanow Q. ilex w potnocnych Wtoszech. W badaniach tych wyrdzniono
3 klasy defoliacji (<30%, 30 — 70%, > 70%). Podobnie jak w niniejszej rozprawie
roznicowanie zbiorowiska GEM nastepowato rowniez przy 70% - owym stopniu defoliacji
(Rycina 11A). Na podstawie przedstawionych przyktadéw przypuszcza¢ mozna, ze w
przypadku drzew o stopniu defoliacji powyzej 70% wspomniane wyzej wspomaganie drzew
ostabionych przez wspdlng sie¢ mikoryzowa ma juz mniejsze znaczenie. W badaniach Mosca
1 wsp. (2007b) nad zjawiskiem zamierania debu szyputkowego we Wioszech, wyodrebnione
zostaly dwie klasy zamierania: pierwsza z widocznymi tagodnymi symptomami zamierania
oraz druga, w ktorej symptomy zamierania bylty wyrazniejsze (wigkszy stopien uszkodzenia
pnia, prze$wietlenia koron i przebarwien lisci, obecnos¢ owocnikow Armillaria spp.).
Chociaz Mosca i wsp. (2007 b) nie okreslili w swoich badaniach procentowego stopnia
defoliacji, uzyskane przez nich wyniki sa zblizone do prezentowanych w niniejszej rozprawie,
o czym $wiadczg dwie grupy punktow reprezentujacych przyjete klasy zamierania na
diagramie (Rycina 11B). Brak r6znic w zbiorowiskach GEM pomiedzy wyliczonymi klasami
witalno$ci moze wynikac¢ z faktu, ze jest to wskaznik syntetyczny, na ktory wptywa wigcej

niz jedna cecha drzewa.
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Figure 2. Canonical diseriminant analysis of the 17
morphotypes identified by an asterisk in Tab. 2 and
Mahalanobis squared distances (P<0.0001). Black, grey
and white dots indicate class 1, 2 and 3, respectively.

B
45
A A ak
3.5 = i = A
"
25 -
o "n 4
1.5 a - A
A o “‘ e »
o at “ .
o i Aga
o° & L2 o e R R .
£y : ke . : .
can 1 [+] tﬁi%"ﬂb—%’% “B..&“ a®
0.5 OQ‘ 0 T ™ [ ]
o o o a® @
A5 o OO ~ ® .
. A
o o
@ © B o * . - L
25 d ® hd
L]
o
-3.5 1a
o
-
-4.5 =
-4.5 -3.5 -2.5 -1.5 0.5 0.5 15 25 3.5 4.5

Fig. 3. Distribution of the samples along canonical variables 1 and 2 (a) and relative abundance of the anatomotypes which are statistically discriminating among
treatments (see Table 6) in January 2006 (b). Black triangle: untreated trees of decline class 0 (0 N'T): white triangle: competition-free trees of decline class 00 (0 T):
black circle: untreated trees of decline class 1 (1 NT); white circle: competition-free trees of decline class 1 (1 T).

Rycina 11. Przedruk z prac: A- Montenecchio i wsp (2004) oraz B - Mosca i wps. (2007a)
prezentujace roéznice w zbiorowiskach mikoryzowych debow w réznym stopniu defoliacji (A)
oraz w r6znym stopniu uszkodzen (B)

Wartosci sredniego bogactwa gatunkowego oraz wspotczynnikéw roznorodnosci 1
dominacji gatunkowej zbiorowiska GEM w zamierajacych dabrowach roznily si¢ pomiedzy
analizowanymi drzewostanami. Warto$¢ wspotczynnika roznorodnosci gatunkowe;j
zmniejszala si¢ wraz ze zmniejszajaca si¢ zdrowotnos$cia drzewostanéw. Podobny wynik,
otrzymata Mosca 1 wsp. (2007a) w badaniach zamierajacych drzewostanow debowych we

Wtoszech oraz Peter 1 wsp. (2001b) w badaniach §wierczyn w Czechach. Zmiany ilo$ciowe 1
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jakosciowe zachodzace w zbiorowiskach GEM, ktérych wyrazem sg odnotowane réznice
pomiedzy wspolczynnikami ekologicznymi analizowanych drzewostandw, jak rowniez
pojedynczych drzew, dowodza jednoznacznie, ze struktura zbiorowisk GEM jest
determinowana przez kondycje partnera roslinnego. Inaczej méwigc zmiany w zbiorowisku
GEM sg skutkiem, a nie przyczyng pogarszajacego si¢ stanu zdrowotnego

drzew/drzewostanow.

5.4. Dyskusja ogélna

5.4.1. Bogactwo gatunkowe zbiorowisk grzybow ektomikoryzowych u badanych debow
Prezentowane badania pozwolily na zidentyfikowanie 97 taksonow GEM, ktore
wchodzity w zwigzek mikoryzowy z debami. Jak dotad przedstawiane w literaturze bogactwo
gatunkowe GEM u debow, szacowane w oparciu o obserwacje wystepowania owocnikow,
wynosito od 38 do 100 taksonow (Garbaye 1986; Luszczynski 1998; Kovasc i wsp. 2000,
Trocha i wsp. 2012, Pestova i wsp. 2013). Lista prawdopodobnych symbiontow dgbow
prezentowana przez Trappe’ego (1962) w oparciu o wystgpowanie owocnikéw zawierata 124
gatunki GEM. Wyniki niniejszej rozprawy w duzej mierze pokrywaja si¢ z wynikami
obserwacji owocnikow, szczegdlnie w przypadku gatunkow grzybow pospolicie
wystepujacych w lasach debowych. Niniejsza praca dodala natomiast do listy symbiontow
mikoryzowych debéw kilkanascie nowych taksonow, gléwnie z rodziny Thelephoraceae,
ktorych wystepowanie jak dotad nie laczone bylo z degbami. Badania przeprowadzone w
oparciu o identyfikacje morfologiczng i/lub molekularng mikoryz na r6znych gatunkach
debow ukazuja podobne do uzyskanych w niniejszej rozprawie wyniki na temat
zroznicowania gatunkowego GEM. Catkowite bogactwo gatunkowe GEM, opisane dla
r6éznych gatunkow debow wynosito od 11 do 140 taksondéw (Tabela 17). Prace przytoczone w
Tabeli 17 pokazuja, ze wraz ze wzrostem zaawansowania metody badawczej, zwigksza si¢
liczba symbiontéw mikoryzowych, obserwowanych na debach. Bogactwo gatunkowe GEM
przedstawione w tej rozprawie jest porownywalne z innymi badaniami opierajacymi si¢ na
analogicznej metodzie, tj. izolacji DNA z pojedynczego wierzchotka mikoryzowego, a
nastepnie amplifikacji i sekwencjonowaniu regionu ITS. Zupetnie nowe $wiatlo na
zbiorowiska grzyboéw mikoryzowych rzucajg badania oparte 0 ,,454” pirosekwencjonowanie.
Ta metoda pozwala na identyfikacj¢ molekularng grzybow z prob srodowiskowych (gleby)
oraz korzeniowych bez konieczno$ci klonowania DNA. Najnowsze badania przeprowadzone

na 6 gatunkach deboéw pdétnocnoamerykanskich z wykorzystaniem metody
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pirosekwencjonowania dowodza, iz bogactwo gatunkowe GEM moze by¢ kilkakrotnie
wyzsze niz stwierdzano wczes$niej, opierajac si¢ na klasycznej metodzie identyfikacji
molekularnej, wykorzystujacej amplifikacj¢ DNA pochodzacego z jednego wierzchotka
mikoryzowego (Jummponen i Jones 2009, 2010a). W czasie prowadzenia badan zbiorowisk
GEM Piyty Krotoszynskiej, pojawita si¢ mozliwos¢ weryfikacji uzyskanych wynikéw przy
uzyciu metody ,,454” pirosekwencjonowania. Analizy takie zostaty przeprowadzone we
wrzesniu 2012 roku w Laboratorium kierowanym przez prof. Urmasa Koljalga na
Uniwersytecie w Tartu, dla zamierajacych dagbréw badanych w Czesci I1I prezentowane;j
rozprawy 1 miaty na celu potwierdzenie zalezno$ci pomigdzy stopniem uszkodzenia
drzewostandw, a zmianami w zbiorowisku GEM. Niestety ze wzgledu na dtugi czas
oczekiwania na wyniki pirosekwencjonowania, ktore sg wykonywane jako usluga zewngtrzna
(Bachman Culture Genomics UK), dane te nie mogty zosta¢ uwzglednione w niniejszej
rozprawie. Niezwykle waznym walorem badan opartych na ,,454” pirosekwencjonowania jest
fakt, ze pozwalaja one na identyfikacje¢ ok. 99% taksonow grzybow, nalezacych do linii
genetycznych znanych obecnie na $wiecie (Tedersoo, informacja ustna). Poprzez
wykorzystanie wysoce specyficznych starteréw mozliwa jest wiec rowniez identyfikacja
szeregu taksonoéw grzybow z innych grup troficznych (patogenicznych i saprobiotycznych).
Szczegdlnie cickawe mogg by¢ relacje ilosciowe pomiedzy bogactwem GEM, a organizmami
patogenicznymi porazajagcymi korzenie dgbow, w tym legniowcami z rodzaju Phytium i
Phytophtora, ktore odgrywajg istotng rolg z procesie zamierania dgbréw. Znalezienie
powigzan miedzy grupami grzybow o innym sposobie pozyskiwania zwigzkow wegla moze
odegra¢ kluczowa role w zrozumieniu procesu zamierania lasow.

Wartosci sredniego bogactwa gatunkowego wynosity w prezentowanych badaniach od
1 do 4,5 taksonu w eksperymencie szkotkowym (Tabela 17); 4,3 - 5,2 w badaniach
chronosekwencyjnych (Tabela 8) oraz 3,27 - 6,20 w zamierajacych drzewostanach dgbowych
(Tabela 11). Warto$¢ tego wspotczynnika pozwala w sposob wiarygodny porownywac wyniki
uzyskane w réznych badaniach. Niestety w wiekszo$ci prac skupiajacych sie na badaniach
GEM u debdw, wspolczynnik ten nie jest podawany (Tabela 17). Dodatkowo nalezy zwrdcié
uwage na fakt, iz ze wzglgdu na zastosowanie réznorodnego sposobu pobierania prob i
odmiennych uktadéw doswiadczalnych w réznych badaniach, porownywanie wynikow jest
znacznie utrudnione. Dla porownywania wynikow szczegodlne znaczenie moze mie¢ przede
wszystkim wielkos$¢ proby, ktora determinuje 1lo$¢ korzeni drobnych w probie, a tym samym
moze wptywac na okreslane bogactwo gatunkowe. Badania zbiorowiska GEM Q. ilex

przeprowadzone na pozarzysku okreslaja warto$¢ §redniego bogactwa gatunkowego w
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przedziale od 5,2 do 7,2 (de Roméan i de Miguel 2005). Inne badania, poréwnujace
zbiorowiska GEM zimozielonego gatunku (Q. wizilezeni) z gatunkiem zrzucajacym liScie na
zime (Q. douglasii), podaja podobne do prezentowanych w Tabeli 17 warto$ci Sredniego

bogactwa gatunkowego (6,5 gat./probe) (Moser i wsp. 2007).

Tabela 17. Zestawienie wynikow opisujacych zbiorowiska grzybéw mikoryzowych dgbow
uzyskanych w oparciu 0 metody molekularne

Gatunek debu Referencje Bogact.WO gatgnkovye Tlos¢ .Ca1’k’0w1’ta Material Metoda
Catkowite Srednie pobran  ilo$¢ prob

Q. garryana Valentine i wsp. 2004 39 b.d. 2 179 S,D PCR-RFLP
Q. garryana Walker i wsp. 2005, 2008 75 321 2 164 S PCR-sekw.
Q. rubra Gebhardt i wsp. 2007 51 b.d. 6 160 SMT PCR-sekw
Q. robur Mosca i wsp. 2007 64 b.d. 13 13 x 16 D PCR-sekw
Q. wizilezeni M

- oser o0 wsp.2007 140 6,50 1 128 D PCR-sekw
Q. douglasii
Q. petraea Country i wsp. 2008 75 b.d. 2 180 D PCR-sekw
Q. crassifolia Morris i wsp 2009 140 b.d. 1 64 T PCR-sekw
Q. garryana Southworth w wsp 2009 22 b.d. 1 40 S PCR-sekw.
Q. garryana Frank i wsp 2009 11 b.d. ? 100 S PCR-sekw.
Q. garryana Moser i wsp. 2009 33 b.d. 1 24 M PCR-sekw.
Quercus spp. Jummponen i wsp. 2010 150* b.d. 3 192 D “454”
Q. macrocarpa Jummponen i Jones 2010a 1232* b.d. 1 12 D “454”
Q. macrocarpa Jummponen i Jones 2010b 689* b.d. 1 12 D “454”
Q. rubra Karpati i wsp. 2011 39 3,25 1 15 S PCR-sekw.
S LZ?gea Leski i wsp. 2010 2 oo 1 25 S PCR-sekw.
Q. liaotungensis Wang i wsp. 2012 66 5,4 2 2x20 S,M,D PCRsekw.
8 :Sglrj; Trocha i wsp. 2012 18 Eg 3 g M PCR-sekw
Wyniki uzyskane w doktoracie
Q. robur Czq§c I, doswiadczenie 10 4,50 11 33 S PCR-sekw.

szkotkowe

Q. robur Czesc 11, badania 75 420550 1 120 S,M,T,D PCR-sekw.
Q. petraea chronosekwencji
Q. robur CzeS¢ 1L, badania 39 327620 9 45 D PCR-sekw.

zamierajacych dabrow

* bogactwo gatunkowe podawane w jako ilos¢ OTUs (,,operational taxonomic units™)

Badania przeprowadzone w uktadzie chronosekwencji na Q. liaotungensis (Wang i
wsp. 2012) wykazaty nieco nizszg warto$¢ sredniego bogactwa gatunkowego (5,6). Nizsze
wartosci wykazuja réwniez wyniki badan przeprowadzonych na 2 letnich sadzonkach dwoch
péinocnoamerykanskich debow (Q. rubra i Q. prinus), dla ktérych wykazano ok. 3 gat./probe
(Walker 1 wsp. 2005; 2008). Natomiast dla dwuletnich sadzonek dgbu szyputkowego i
bezszyputkowego w warunkach szkotki lesnej srednie bogactwo gatunkowe wynosito
odpowiednio 5,82 1 5,36 (Leski i wsp. 2010). W kontekscie zaprezentowanych danych
literaturowych mozna stwierdzi¢, ze zbiorowiska GEM dabréw Plyty Krotoszynskiej z

wartosciami §redniego bogactwa gatunkowego dochodzacymi do 6,2, charakteryzuja si¢ duza
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roznorodnoscig GEM. Potwierdzajg to takze wartosci wspotczynnikéw ekologicznych.
Wartos¢ wspotczynnika roznorodnosci biologicznej Shannon’a byta wysoka i miescita si¢ w
przedziale od 0,94 do1,08. Wspdtczynnik dominacji gatunkowej Simpson’a byt niski i
wynosit od 0,45 do 0,54. Wyjatek stanowil tu drzewostan o najwigkszym stopniu uszkodzen,
gdzie warto$ci ww. wspotczynnikéw odbiegaty od pozostatych powierzchni badawczych i
wynosity odpowiednio 0,75 i 0,59.

W ostatnim czasie wykorzystanie wspotczynnikéw Shannon’a oraz Simpson’a w
badaniach zbiorowisk GEM bywa kwestionowane, co potwierdzajg Tedersoo i Bahram (2013,
informacja stowna). Uwaza si¢, ze w badaniach ekologicznych oba wspotczynniki mogg by¢
zastosowane tylko i wytacznie w przypadku prob, ktore reprezentuja jednego, szeroko
rozumianego osobnika. W przypadku metodyki przyjetej w rozprawie za ,,0sobnika” mozna
uzna¢ pojedyncze drzewo, spod ktorego pobierane byly proby lub calg siewke/sadzonke, co w

opinii autora przesadza, ze zastosowanie ww. wspotczynnikow bylo prawidtowe.

5.4.2. Skuteczno$¢ wykorzystania metod molekularnych

Sposrod wydzielonych 160 morfotypow, 19 pozostato niezidentyfikowanych, ale ze
wzgledu na unikalne cechy morfologiczne zostaty one zakwalifikowane jako oddzielne
taksony. Poczatkowo niski poziom identyfikacji GEM wymusit szukanie nowego podejscia
metodologicznego, czego wynikiem byto wykorzystanie specjalistycznych zestawow do
izolacji DNA (patrz Material i Metody) oraz zastosowanie szerszej gamy starterow (Tabela
3). Warto doda¢, ze wigkszos$¢ (12 z 19) z nieoznaczonych morfotypdw zostata znaleziona w
najstarszych analizowanych drzewostanach (130 — 140 letnie zamierajace dgbrowy w Czesci
IIT oraz ok. 120 letnie dojrzate drzewostany w Czgsci IT). Natomiast stu procentowy poziom
izolacji 1 amplifikacji DNA byt charakterystyczny dla analiz siewek pochodzacych ze szkotki
lesnej oraz sadzonek pozyskanych w najmtodszej fazie rozwojowej (uprawy). Przyczyna
niskiego stopnia identyfikacji w najstarszych analizowanych drzewostanach moze by¢
wzrastajgca wraz z wiekiem ilo$¢ garbnikow, tanin 1 polifenoli w korzeniach. Niekorzystne
dziatanie tych zwigzkow na proces amplifikacji DNA opisywane bylo przez Gerbhardt i wsp.
(2007). Dodatkowo wigkszo$¢ z nieoznaczonych morfotypow wystepowata w bardzo niskie;j
obfitosci (nizszej niz 0,01%), co w praktyce oznaczato bardzo matg ilo§¢ materiatu
(wierzchotkéw mikoryzowych) do analiz molekularnych. Najlepszym przyktadem mogg by¢
tu nieoznaczone morfotypy NM Boletaceae i NM Thelephoraceae 4, dla ktorych znaleziono

jedynie po 1 wierzchotku mikoryzowym.
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Istotnym problemem przy stosowaniu badaniach zbiorowisk GEM metod
molekularnych jest brak sekwencji referencyjnych w bazach danych. Przyktadem moga by¢ tu
przedstawiciele rodziny Thelephoraceae. Grzyby z rodzaju Tomentella, Tomentelopsis oraz
Pseudotomentella identyfikowane byty w kazdej z trzech cze$ci badan. Ta grupa grzybow
reprezentowana byla przez najwickszg liczbe taksonow (17). Sposrdd nich prawie blisko
potowe stanowig taksony, dla ktorych identyfikacja do poziomu gatunku byta niemozliwa.
Trudnosci w petnej identyfikacji taksonow z rodziny Thelephoraceae wystepowaty takze w
innych badaniach opartych na metodach molekularnej identyfikacji mikoryz u ré6znych
gatunkow debow (Walker i wsp. 2005, 2008; Mosca i wsp. 2007a; Gebhardt i wsp. 2007;
Morris i wsp. 2008; Southworth i wsp. 2009; Karpati i wsp 2011; Wang i wsp. 2012).

Wykorzystanie 97 %-owego poziomu identycznosci zastosowanego w analizach
filogenetycznych pozwolito na rozréznienie taksonéw nalezacych do rodziny
Thelephoraceae. Wspotczesne badania wskazuja, ze linia genetyczna zawierajaca grzyby z
rodziny Thelephoraceae (z ang. thelephoroid fungi) charakteryzuje si¢ bardzo wysokim
bogactwem gatunkowym i stanowi istotny komponent srodowiska glebowego ekosystemow
lesnych potkuli pétnocnej (Tedersoo i wsp. 2010). Trudnos$ci w interpretacji wynikow
molekularnych nastreczaty takze taksony z grupy Hymenoscyphus ericae agregate oraz
przedstawiciele rzedu Pezizales. Jednak ze wzglgdu na ograniczong liczbe wiarygodnych
sekwencji w bazach danych (uzyskanych z dobrze oznaczonych owocnikow), analizy

filogenetyczne tych grup zostaly pominigte w tej rozprawie.

5.4.3. Réznorodno$¢ GEM zwigzanych z dabrowami Plyty Krotoszynskiej.

Zbiorowiska GEM opisane w kazdej z trzech cz¢sci niniejszej rozprawy
charakteryzowaly si¢ typowa strukturg obfitosci wystepowania, w ktorej 1-2 gatunki
dominujg w zbiorowisku, kolonizujac wigkszos¢ korzeni drobnych partnera roslinnego,
natomiast pozostate gatunki GEM spotykane sg sporadycznie, w niewielkiej obfitoSci, czgsto
nie przekraczajacej 1%. Szeroka gama symbiontow mikoryzowych utrzymujaca si¢ w
zbiorowisku w niskiej obfito$ci wystgpowania opisana zostala w literaturze jako tzw.
redundancja=nadmiarowos¢ zbiorowiska GEM (ang. redundancy) (Allen i wsp 1995, Rineau i
Courty 2011). Przyjmuje sie, ze nadmiarowos¢ ta zabezpiecza partnera roslinnego przed
zmieniajacymi si¢ warunkami srodowiska (Diaz i Cabido 2001, EImqvist i wsp. 2003) oraz
zapewnia skuteczne pozyskiwanie zwigzkow mineralnych niezb¢dnych dla prawidtowego
wzrostu i rozwoju rosliny (Rineau i Courty 2011). Nadmiarowos¢ jest rowniez opisywana

jako cecha zbiorowiska GEM, rozumianego jako cato$¢ i odgrywa kluczowa role w
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funkcjonowaniu catych ekosysteméw (Courty i wsp. 2010). Zmieniajgce si¢ warunki
srodowiska mogg indukowaé zmiany w iloSciowej strukturze zbiorowiska GEM. W
przypadku gatunkéw plastycznych ich dominacja moze utrzymywac si¢ pomimo
zachodzacych zmian. Taksony GEM mniej plastyczne wzgledem zmieniajgcych si¢
warunkoOw moga ustgpowac, a ich miejsce mogg zajmowac symbionty, ktorym sprzyjaja
warunki zaistniate po zmianie. Przeobrazenia w strukturze zbiorowiska GEM maja rézny
charakter i wynika¢ moga m.in. z sezonowosci (zmieniajacych si¢ por roku), zmian klimatu,
chemizmu gleby (Parrent i wsp. 2006, Courty i wsp. 2010, Rineau i Garbaye 2009).
Dodatkowo funkcjonowanie symbiozy mikoryzowej uzaleznione jest od fenologii i genotypu
partnera roslinnego (Courty i wsp. 2007, 2011, Karlinski i wsp. 2010). W niniejszej rozprawie
nadmiarowos¢ zbiorowiska GEM ujawniala si¢ w wynikach kazdej z prezentowanej czgsci.
Najbardziej widoczne zmiany w zbiorowisku GEM widoczne byty w badaniach
prowadzonych w szkotce lesnej, gdzie obfito§¢ wystepowania poszczegdlnych taksonow
zmieniata si¢ bardzo dynamicznie, co skutkowato tym, ze w krotkim czasie taksony
wykazujace cechy nadmiarowosci (niska obfito$¢ wystepowania), byty zdolne zdominowac
zbiorowisko GEM poprzez kolonizacje nowo powstatych korzeni,. Uwarunkowania zmian
zachodzacych w zbiorowisku GEM w szkotkach lesnych pozostaja nieznane. Dynamika tych
zmian indukowana mogta by¢ przez partnera roslinnego (np. poprzez akumulacje
weglowodanow w korzeniach), partnera grzybowego (sezonowa aktywnos¢ enzymatyczna)
lub tez przez warunki pogodowe (temperatura 1 wilgotno$¢ gleby). Mnogos¢ czynnikow
mogacych wptywac na zbiorowisko GEM wymusza konieczno$¢ przeprowadzenia
dodatkowych badan przeprowadzonych w uktadzie kontrolowanym, co pozwoli na petniejsze
opisanie funkcjonalnej roli, jakg petnig poszczegodlne taksony w zbiorowisku GEM szkotki
le$ne;.

Sposrod 97 taksonow GEM, zidentyfikowanych w niniejszej rozprawie, najczestszym
I najobficiej wystepujacym byt workowiec C. geophilum. W $wietle ostatnich badan takson
ten nalezy uznac de facto jako grupe blisko spokrewnionych gatunkow (Bahram i wsp. 2011),
ktérych rozréznienie nie jest mozliwe przy uzyciu standardowego poréwnania sekwencji ITS
rDNA. Z tej wiasnie przyczyny w catej rozprawie takson ten zostat potraktowany jako
kompleks blisko spokrewnionych taksonow i traktowany jako kompleks C. geophilum (ang.
C. geophilum aggregate). Kompleks C. geophilum charakteryzuje si¢ miedzykontynentalnym
zasiggiem (Trappe 1962, LoBuglio i wsp. 1996, Tedersoo i wsp. 2010) 1 mozliwos$cia
kolonizowania korzeni wielu gatunkoéw drzew. Wczesniejsze badania wigzg obfite

wystepowanie C. geophilum z wysoka odpornoscia i przezywalnoscia mikoryz tego gatunku
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w warunkach suszy (Pigott 1982, Coleman i wsp. 1989) lub innych warunkach stresowych
(Panaccione i wsp. 2001). Dane literaturowe wskazuja, ze C. geophilum jest czgsto
dominujagcym komponentem w zbiorowiskach GEM réznych gatunkéw debow (np. Valentine
i wsp. 2004; Moser i wsp. 2008; Wang i wsp. 2012). Tak tez byto w badaniach
przeprowadzonych w dgbrowach Ptyty Krotoszynskiej, gdzie kompleks C. geophilum bardzo
czesto kolonizowatl ponad 50% korzeni drobnych. Wyjatek stanowity najmlodsze stadia
rozwojowe upraw (w Czesci II) oraz szkoltka lesna (Czes¢ 1), gdzie udzial mikoryz z
kompleksu C. geophilum nie przekraczat 2,5%. Niski udziat mikoryz C. geophilum
obserwowany byt takze w badaniach sadzonek d¢bu szyputkowego oraz bezszyputkowego
(Leski 1 wsp. 2010) oraz buka zwyczajnego (Pietras 1 wsp. 2012), rosngcych w warunkach
szkotki lesnej. W badanych szkotkach powszechnie stosowane sg systemy nawadniajace, co
zapobiega nawet krotkotrwalym okresom suszy. Stosowanie regularnego podlewania
sadzonek w szkotkach moze skutkowaé powstaniem optymalnych warunkow kolonizacji
innym gatunkom GEM, a tym samym ograniczeniem wystepowania mikoryz C. geophilum.
Jednak niski udziat mikoryz C. geophilum obserwowany byt réwniez w uprawach, gdzie
warunki wilgotno$ciowe zblizone byty do tych jakie panowaty w innych fazach rozwojowych
drzewostanow debowych. Dowodzi to, ze obfitos¢ wystgpowania C. geophilum jest obok
warunkow wilgotno$ciowych regulowana innym, dotad nierozpoznanym czynnikiem.
Najnowsze badania na temat obfito$ci wystgpowania mikoryz C. geophilum na korzeniach
debow wykazaty, ze obok wilgotnosci rownie waznym czynnikiem powodujacym
zwiekszenie udziatu C. geophilum jest temperatura (Herzog i wsp. 2012). Valentine i wsp
(2004) przypuszczali, ze obfite wystgpowanie mikoryz C. geophilum moze by¢ efektem
tworzenia rozbudowanej sieci grzybni ekstramatrykalnej przez tego grzyba. W szkotkach 1
uprawach moze by¢ ona niszczona przez zabiegi pielegnacyjne, zwigzane z przygotowaniem i
pielgegnacja gleby, co moze by¢ jedna z przyczyn malo licznego wystepowania mikoryz C.
geophilum na tych powierzchniach.

Liczng grupe zidentyfikowanych w tej pracy taksondéw stanowily grzyby z rodziny
Thelephoraceae, w sktad ktorej zaliczane sg 3 linie filogenetyczne: Tomentella,
Tomentellopsis oraz Pseudotomentella. Lacznie zidentyfikowano 17 taksonow z tej rodziny
(14 na podstawie analiz molekularnych, 3 na podstawie oceny morfologicznej).
Przeprowadzona analiza filogenetyczna nie do konca pozwolita rozr6zni¢ zidentyfikowane
taksony 1 tym samym nie rozwiata wszystkich watpliwo$ci zwigzanych z przynalezno$cia
taksonomiczng zidentyfikowanych taksonow. Niejasnosci dotycza gtownie kladow T. punicea

oraz T. sublilacina/T. albiomarginata. W przysztosci konieczne jest przeprowadzenie analiz
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filogenetycznych dla dtuzszego fragmentu DNA, taczacego region ITS oraz LSU, co
umozliwiajg opracowane niedawno startery specyficzne dla rodzaju Tomentella (Tedersoo i
wsp. 2011). Ciekawg obserwacja jest umiejscowienie sekwencji T. italica w kladzie
Tomentelopsis/Pseudotomentella. Wynik ten wskazuje na konieczno$¢ przekwalifikowania
taksonu T. italica do rodzaju Pseudodomentella (Ryc. 10), co potwierdzajg réwniez inne,
niezaleznie prowadzone badania (Tedersoo, informacja ustna). Waznym wynikiem tej czesci
pracy jest stwierdzenie mikoryz T. italica na korzeniach debéw (Ryc 10). Jest to pierwsze
doniesienie o statusie mikoryzowym tego gatunku grzyba, ktorego owocniki mozna znalez¢
na rozktadajagcym si¢ drewnie drzew lisciastych, i ktory jak dotad podawany byt jako grzyb
saprobiotyczny. W prezentowanych badaniach udziat poszczegdlnych taksondéw z rodzaju
Tomentella w ogoblnej liczbie mikoryz byt bardzo niski. Podobne wyniki uzyskat Kdljalg
(2000) w mieszanych lasach sosnowo — swierkowych w Szwecji, gdzie obfito§¢
wystepowania 5 gatunkow z rodziny Thelephoraceae wahata si¢ w przedziale 0,2 — 4%. Dla
grzybow z rodziny Thelephoraceae charakterystyczne jest tworzenie rozleglej sieci sznuréw
grzybniowych oraz duzej ilo$ci grzybni ekstramatrykalnej, co pozwala na przerastanie
znacznej objetosci gleby oraz tworzenie owocnikdw resupinatowych (rozpostartych) na
powierzchni réznych substratow, gtéwnie martwego drewna. By¢ moze rzadkie
wystepowanie mikoryz tworzonych przez ta grupe grzybow moze wynikac¢ z preferencji jej
przedstawicieli do saprobiotycznego sposobu odzywiania..

W publikacjach opisujacych zbiorowiska GEM roznych gatunkéw debow grzyby z
rodziny Thelephoraceae reprezentowane sg licznie (do kilkunastu gatunkow), jednak zawsze
wickszo$¢ taksonow zidentyfikowana jest tylko do poziomu rodzaju lub rodziny. Swiadczy to
o0 bardzo niskim stopniu poznania grupy grzybow przynaleznych do rodziny Thelephoraceae.
W niniejszych badaniach zidentyfikowano 8 taksonow uwazanych za rzadkie (T. ellisii,
T. stuposa, T. lapida, T. botryoides oraz T. punicea), a nawet nie notowane dotychczas w
Polsce (T. castanea, T. liliacinogrisea, T. italica) (Wojewoda 2003). Staby stopien poznania
grzybow z rodziny Thelephoraceae w Polsce wynika z braku zainteresowania srodowiska
naukowego ta grupa grzybow oraz trudno$ciami w oznaczaniu owocnikow przy
wykorzystaniu metod morfologicznych. Metody molekularne oraz badania mikoryz
przyczyniaja si¢ do znacznego poszerzenia naszej wiedzy na temat niektorych grup grzybow.

W prezentowanych badaniach licznie wystgpowaty grzyby nalezace do rodziny
Russulaceae. Sposrod nich zidentyfikowano dziewieé taksonow nalezacych do rodzaju
Russula oraz trzy nalezace do rodzaju Lactarius. Najczesciej wystgpujacym gatunkiem byt L.

quietus (Rycina 1), odnajdywany w wigkszosci faz rozwojowych (z wyjatkiem upraw) oraz w
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zamierajgcych dgbrowach. Szczegodly dotyczace wystepowania L. quietus zawarte sg w czgsci
dyskusji opisujacej zalezno$ci miedzy zbiorowiskiem GEM, a stanem zdrowotnym
drzewostanow (5.3). L. quietus nalezy do najpospolitszych gatunkow grzybow
podstawkowych towarzyszacych degbom. Jego owocniki wystepuja gromadnie w lasach
debowych oraz lasach mieszanych z udziatlem degbow (Trappe 1962; Urban 1998; Kivtsov i
wsp. 2003). Znalazto to takze swoje odzwierciedlenie w niniejszych badaniach, w ktorych
ponadto wykazano, ze obfito§¢ wystgpowania mikoryz L. quietus zwigkszala si¢ wraz z
wiekiem drzewostandow, co zapewne zwigzane jest z akumulacjg w glebie materii organicznej.
Rosngca wraz z wiekiem obfito$¢ wystepowanie mikoryz L. quietus nie zostata natomiast
stwierdzona w badaniach chronosekwencji, przeprowadzonych na debie czerwonym (Q.
rubra) w przedziale wieku od 5 do 46 lat w Niemczech, na terenach rekultywowanych po
wydobyciu wegla brunatnego (Gebhardt 1 wsp. 2007), gdzie grzyb ten wystgpowat tylko na
korzeniach najstarszych drzew z bardzo niskim udziatem (0,9%). Odmienne od
prezentowanych w niniejszej rozprawie wyniki dotyczace obfitosci wystgpowania L. quietus
moga mie¢ rozne przyczyny, z ktoérych do najbardziej prawdopodobnych nalezy zaliczy¢ niski
poziom zwigzkow organicznych, charakterystyczny dla powierzchni rekultywowanych po
odkrywkowym sposobie wydobycia surowcow mineralnych.

Najczestszymi gatunkami odnotowanymi w dgbrowach krotoszynskich
reprezentujacymi rodzaj Russula byty R. ochroleuca oraz R. fragilis. Oba gatunki
charakteryzowaty si¢ bardzo niska obfitoscig wystepowania, byty jednak identyfikowane w
wigkszosci stadiow rozwojowych procz upraw. Wysoka frekwencja 1 niski udziat
wystepowania grzybow z rodzaju Russula w dgbrowach Ptyty Krotoszynskiej pozostaje w
sprzecznosci z przytaczanymi wyzej badaniami chronosekwencji dgbu czerwonego (Gebhardt
i wsp. 2007), gdzie gatunki z rodzaju Russula wystgpowaty ze znacznym, prawie 10%
udziatem tylko w drzewostanie 33 — letnim. Autorzy sugeruja preferencje R. fragilis do
obfitszego wystepowania w glebach z dobrze wyksztalconym poziomem organicznym, co
charakterystyczne jest dla drzewostanow dojrzatych. Posrednio thumaczytoby to nieobecnosé¢
tego taksonu na uprawach analizowanych na obszarze Plyty Krotoszynskiej, gdzie po
przeprowadzeniu mechanicznych zabiegéw przygotowania gleby (wyoranie bruzd) sadzonki
debow sadzone sg bezposrednio do gleby mineralne;.

W prezentowanych badaniach rodzaj Cortinarius reprezentowany byt przez 3 taksony:
C. sertipes, C. anomalus oraz jeden takson nieopisany do gatunku Cortinarius sp. Grzyby z
linii filogenetycznej ,,cortinarius” wystepuja na catym $wiecie (Tedersoo i wsp. 2010), jednak

za gltéwny region ich wystepowania uwaza si¢ lasy borealne potkuli pdétnocnej. Poszczegolne
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gatunki z rodzaju Cortinarius wydajg si¢ mie¢ odmienne preferencje wzgledem partnera
ro$linnego i warunkow siedliskowych. C. sertipes spotykany byt na korzeniach Salix repens
zar6wno na siedliskach kwasnych jak i zasadowych. Cortinarius annomalus opisywany byt
jako symbiont mikoryzowy buka (Kjoller R., niepublikowane dane,
http://www.ncbi.nIm.nih.gov/nuccore/AJ889941.2) W prezentowanych badaniach wszystkie
zidentyfikowane taksony Cortinarius wystepowaty sporadycznie, z reguty w bardzo niskiej

obfitosci.
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6. Podsumowanie i weryfikacja hipotez badawczych

Badania przeprowadzone zostaly w 15 drzewostanach debu szyputkowego i
bezszyputkowego oraz w szkotce lesnej. W niniejszej rozprawie przebadano tacznie 460 prob
korzeniowych (295 siewek/sadzonek w Czg¢sci I; 120 prob glebowych w Czesci Il oraz 45
prob glebowych w Czesci III). Analiza 165 jednorocznych siewek debu (badanych w czgsci I)
oraz 103 260 wierzchotkéw mikoryzowych (badnych w cze¢sci 11 1 III pracy) pozwolita na
wyodrebnienie 160 morfotypow. Sposrod nich 140 zostato poddanych analizie molekularne;,
co pozwolito na identyfikacje 97 taksondw GEM. Najczesciej identyfikowanymi GEM byli
przedstawiciele rodziny Thelephoraceae (17 taksonow). Najczesciej i najobficiej wystepowat
grzyb, zakwalifikowany do kompleksu C. geophilum.

Przeprowadzone badania pozwolily na identyfikacje trzech gatunkéw (Tomentella
castanea, T. liliacingrisea, T. italica), ktore nie byty dotad notowane w Polsce. Dodatkowo
wykazano wystepowanie grzybow rzadko odnotowywanych w Polsce, glownie z rodzaju
Tomentella, ale rowniez takich jak Byssocorticium atrovirens, Tuber puberulum czy Russula
graveolens.

Na podstawie przeprowadzonych badan mozna w sposob nastepujacy zweryfikowaé

postawione w rozprawie hipotezy badawcze:

HIPOTEZA I: Struktura jakosciowa i ilosciowa zbiorowisk GEM siewek debow bedzie
zmieniala si¢ wraz ze wzrostem i rozwojem roslin.

Hipoteza ta zostata zweryfikowana pozytywnie. Wyniki pracy dowodza (Czes¢ 1), ze
kompozycja gatunkowa zbiorowisk GEM sadzonek dgbu szyputkowego, ulega znacznym
zmianom w trakcie pierwszego roku wzrostu w szkotce lesnej. Kolonizacja systemow
korzeniowych nastepuje w bardzo kréotkim czasie po wysadzeniu zotgdzi, a zmiany w
strukturze zbiorowiska GEM dotycza zarowno relacji ilosciowych, jak i jakosciowych.
Bardzo istotng role w ksztattowaniu si¢ zbiorowiska odgrywa infekcja sadzonek przez
patogenicznego grzyba E. alphitoides, w wyniku ktorej nastgpuje modyfikacja gospodarki

energetycznej catej rosliny.

HIPOTEZA I1: Struktura zbiorowisk GEM debow bedzie zmieniala si¢ wraz z wiekiem
drzewostanu
Zgodnie z zalozong hipoteza wykazano, ze kompozycja gatunkowa i w mniejszym stopniu

bogactwo gatunkowe zbiorowisk GEM, ulega znacznym zmianom wraz z wiekiem

92



drzewostanow (75 % taksonow identyfikowanych byto w jednej fazie rozwojowej).
Powierzchnie badawcze upraw, gdzie wszystkie zidentyfikowano taksony GEM
identyfikowane byty w szkotkach lesnych, najbardziej roznity si¢ od starszych drzewostanow.
Wstepowanie gatunkow ,,szkotkowych” w najmiodszej badanej fazie rozwojowej moze
wynika¢ z podobnych warunkow edaficznych w szkoélce i na uprawie, badz tez grzyby te
zostaly przeniesione na uprawy wprost ze szkotek, wraz z sadzonkami. W starszych
drzewostanach wystgpowanie niektorych gatunkéw GEM, szczegdlnie tych o charakterze
kosmopolitycznym, wydaje si¢ z kolei niezalezne od wieku drzewostanow. Najlepszym

przyktadem moze by¢ tu najpowszechniej wystepujacy takson z kompleksu C. geophilum

HIPOTEZA 111: Zréoznicowanie zbiorowisk GEM zamierajacych drzewostanéw

debowych bedzie zwigzane ze zdrowotnos$cia poszczegolnych drzew.

Wiyniki tej czesei (111) pracy dowodza, ze zaleznos¢ pomiedzy stanem zdrowotnym drzew a
zbiorowiskiem GEM jest najbardziej widoczna na poziomie drzewostanu. Wptywacé na to
moze sie¢ grzybni ekstramatrykalnej taczaca drzewa. Pomimo, Ze analizowane drzewa rosty
w znacznych odlegtosciach od siebie wptyw wspolnej sieci mikoryzowej byt bardzo wyrazny.
Wraz ze spadajaca zdrowotnos$cig drzewostandw zmniejsza si¢ bogactwo gatunkowe GEM,
ale rowniez zmieniajg si¢ relacje ilo§ciowe poszczegolnych gatunkow grzybow. Najlepszym
przyktadem moze by¢ grzyb L. quietus, ktorego obfitos¢ wzrastata wraz ze stopniem

defoliacji i stopniem uszkodzen poszczegolnych drzew.
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7. Whnioski

1. Siewki d¢bu szyputkowego w pierwszym roku wzrostu w szkolce lesnej kolonizowane

7.

sg przez stosunkowo wysokg (9) liczbe taksonow GEM, a zmiany w zbiorowisku
GEM siewek debow zachodzg bardzo dynamicznie.

Na zbiorowiska GEM siewek debu istotny wptyw ma infekcja roslin przez
patogenicznego grzyba E. alphitoides.

Wraz z wiekiem drzewostanéw dgbowych bogactwo gatunkowe GEM ulega jedynie
nieznacznym zmianom ilo$ciowym 1 jakosciowym.

Kompozycja gatunkowa GEM drzewostanow dgbowych zmienia si¢ w momencie
przejscia z fazy uprawy do fazy mtodnika. W pdzniejszych fazach rozwojowych
nastepuje stabilizacja zbiorowiska, a zmiany w strukturze ilosciowej GEM sa
niewielkie.

Wraz z wiekiem drzewostanow nastepuje zmiana kompozycji gatunkowej zbiorowisk
GEM, ktéra wyraza si¢ przede wszystkim:

a) spadkiem udziatu procentowego, frekwencji wystgpowania i liczby taksonow GEM
nalezacych do Ascomycota.

b) wzrostem liczy gatunkoéw nalezacych do Basidiomycota, w szczegdlno$ci z rodziny
Russulaceae, Boletaceae i Amanitaceae.

Wplyw zdrowotnos$ci drzew na ksztaltowanie si¢ zbiorowisk GEM jest najbardziej
widoczny na poziomie drzewostanow i objawia si¢ zmniejszeniem bogactwa
gatunkowego oraz zmianami relacji illoSciowych pomig¢dzy taksonami GEM.

Z duzym prawdopodobienstwem mozna przypuszczac, ze na wyniki badan zbiorowisk
GEM przeprowadzonych w zamierajacych drzewostanach wplywata wspodlna sie¢
mikoryzowa, ktora taczy drzewa. Wplyw ten powinien by¢ uwzgledniamy w
badaniach zbiorowisk GEM przeprowadzanych in — situ.

Przedstawione badania pokazuja, ze struktura zbiorowisk GEM jest determinowana
przez kondycje partnera roslinnego. Inaczej moéwigc zmiany w zbiorowisku GEM sa
skutkiem, a nie przyczyna pogarszajacego si¢ stanu zdrowotnego

drzew/drzewostanow.
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TYP: Ascomycota TYP: Ascomycota
RZAD: Eurotiates RZAD: Helotiales
RODZINA: Elaphomycetaceae Incertae sedis
RODZAJ: Elaphomyces RODZAJ: Cadophora
Elaphomyces sp. Cadophora sp. U
TYP: Ascomycota TYP: Ascomycota
RZAD: Helotiales RZAD: Helotiales
RODZINA: Helotiaceae
RODZAJ: Meliniomycetes
M. variabilis M UN. Helotiales 1 U
TYP: Ascomycota TYP: Ascomycota
RZAD: Helotiales RZAD: Helotiales
RODZINA: Helotiaceae
RODZAJ: Rhizoscyphus
R. ericae U

UN. Helotiales 2

111




TYP: Ascomycota TYP: Ascomycota
RZAD: Hysteriales RZAD: Pezizales
Incertae sedis RODZINA: Pyronemataceae
RODZAJ: Cenococcum RODZAJ: Trichopea
C. geophilum S UMTD Z T. woolhopeia M
TYP: Ascomycota TYP: Ascomycota
RZAD: Pezizales RZAD: Pezizales
RODZINA: Discinaceaea RODZINA: Tuberaceae
RODZAJ: Hydnotrya RODZAJ: Tuber
H. tulasnei U T.puberulum Z
TYP: Ascomycota TYP: Ascomycota
RZAD: Pezizales RZAD: Pezizales
RODZINA: Pyronemataceae RODZINA: Tuberaceae
RODZAJ: Genea RODZAJ: Tuber
G. hispidula M Tuber sp.1 S UMTD Zz

112




TYP: Ascomycota
RZAD: Pezizales
RODZINA: Tuberaceae
RODZAJ: Tuber

TYP: Ascomycota
RZAD: Pezizales
UN. Pezizales

Tuber sp.2 UN. Pezizales 3

TYP: Ascomycota TYP: Ascomycota

RZAD: Pezizales RZAD: Pezizales
UN. Pezizales UN. Pezizales

UN. Pezizales 1

UN. Pezizales 4

TYP: Ascomycota
RZAD: Pezizales
UN. Pezizales

UN. Pezizales 2

TYP: Basidiomycota
RZAD: Agaricales
RODZINA: Amanitaceae
RODZAJ: Amanita

A. citrina
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TYP: Basidiomycota TYP: Basidiomycota
RZAD: Agaricales RZAD: Agaricales
RODZINA: Amanitaceae RODZINA: Cortinariaceae
RODZAJ: Amanita RODZAJ: Cortinarius

A. fulva C. anomalus M
TYP: Basidiomycota TYP: Basidiomycota
RZAD: Agaricales RZAD: Agaricales
RODZINAZ Amanitaceae RODZINA: Cortinariaceae
RODZAJ:  Amanita RODZAJ:  Cortinarius

A. muscaria M C. sertipes M
TYP: Basidiomycota TYP: Basidiomycota
RZAD: Agaricales RZAD: Agaricales
RODZINAZ Amanitaceae RODZINA: Cortinariaceae
RODZAJ:  Amanita RODZAJ:  Cortinarius

A. rubescens

Cortinarius sp.
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TYP: Basidiomycota TYP: Basidiomycota
RZAD: Agaricales RZAD: Agaricales
RODZINA: Hydnangiaceae RODZINA: Inocybaceae
RODZAJ: Laccaria RODZAJ: Inocybe

L. amethistina D . curvipes S

TYP: Basidiomycota TYP: Basidiomycota
RZAD: Agaricales RZAD: Agaricales
RODZINA: Hydnangiaceae RODZINA: Inocybaceae
RODZAJ: Laccaria RODZAJ: Inocybe

L. laccata M D I. cincinnata M
TYP: Basidiomycota TYP: Basidiomycota
RZAD: Agaricales RZAD: Agaricales
RODZINA: Hydnangiaceae RODZINA: Strophariaceae
RODZAJ: Laccaria RODZAJ: Hebeloma

L. tortilis S U H. sacchariolens S U
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TYP: Basidiomycota TYP: Basidiomycota
RZAD: Agaricales RZAD: Agaricales
RODZINA: Strophariaceae RODZINA: Strophariaceae
RODZAJ: Hebeloma RODZAJ: Naucoria

NM Hebeloma sp. 1 M N. salicis U
TYP: Basidiomycota TYP: Basidiomycota
RZAD: Agaricales RZAD: Atheliales
RODZINA: Strophariaceae RODZINA: Atheliaceae
RODZAJ: Hebeloma RODZAJ: Byssocorticium

NM Hebeloma sp. 2

B. atrovirens

TYP: Basidiomycota
RZAD: Agaricales
RODZINA: Strophariaceae
RODZAJ: Hebeloma

H. veputipes M

TYP:
RZAD:
RODZINA:
RODZAJ:

B. edulis

Basidiomycota
Boletales
Boletaceae
Boletus
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TYP: Basidiomycota TYP: Basidiomycota

RZAD: Boletales RZAD: Boletales

RODZINA: Boletaceae RODZINA: Boletaceae

RODZAJ: Xerocomus RODZAJ: Xerocomus

X. badius M X. subtomentosus D Z
TYP: Basidiomycota TYP: Basidiomycota

RZAD: Boletales RZAD: Boletales

RODZINA: Boletaceae RODZINA: Boletaceae

RODZAJ. Xerocomus

X.pruinatus D NM Boletaceae D
TYP: Basidiomycota TYP: Basidiomycota

RZAD: Boletales RZAD: Boletales

RODZINA: Boletaceae RODZINA: Paxillacae

RODZAJ. Xerocomus RODZAJ: Melanogaster

Xerocomus sp. M. ambiguus Z
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TYP: Basidiomycota
RZAD: Boletales
RODZINA: Paxillaceae
RODZAJ: Paxillus

TYP: Basidiomycota
RZAD: Boletales
RODZINA: Sclerodermataceae
RODZAJ: Scleroderma

P. involutus T S. verrucosum S U
TYP: Basidiomycota TYP: Basidiomycota
RZAD: Boletales RZAD: Cantharellales

RODZINA: Sclerodermataceae
RODZAJ: Scleroderma

RODZINA: Hydnaceae
RODZAJ: Hydnum

S. areolatum M H. rufescens U
TYP: Basidiomycota TYP: Basidiomycota
RZAD: Boletales RZAD: Thelephorales

RODZINA: Sclerodermataceae
RODZAJ: Scleroderma

S. citrinum M

RODZINA: Thelephoraceae
RODZAJ: Pseudotomentella

P. tristis
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TYP: Basidiomycota TYP: Basidiomycota
RZAD: Thelephorales RZAD: Thelephorales
RODZINA: Thelephoraceae RODZINA: Thelephoraceae
RODZAJ: Thelephora RODZAJ: Tomentella

P. terestrris U T. italica U
TYP: Basidiomycota TYP: Basidiomycota
RZAD: Thelephorales RZAD: Thelephorales
RODZINA: Thelephoraceae RODZINA: Thelephoraceae
RODZAJ: Tomentella RODZAJ: Tomentella

T. botryoides Uu M T. lapida

TYP: Basidiomycota TYP: Basidiomycota
RZAD: Thelephorales RZAD: Thelephorales
RODZINA: Thelephoraceae RODZINA: Thelephoraceae
RODZAJ: Tomentella RODZAJ: Tomentella

T. castanea T. liliosingrisea M
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TYP: Basidiomycota TYP: Basidiomycota
RZAD: Thelephorales RZAD: Thelephorales
RODZINA: Thelephoraceae RODZINA: Thelephoraceae
RODZAJ: Tomentella RODZAJ: Tomentella

T. punicea Tomentella sp.3 M T
TYP: Basidiomycota TYP: Basidiomycota
RZAD: Thelephorales RZAD: Thelephorales
RODZINA: Thelephoraceae RODZINA: Thelephoraceae
RODZAJ: Tomentella RODZAJ: Tomentella
Tomentella sp.1 S T. sublilacina T
TYP: Basidiomycota TYP: Basidiomycota
RZAD: Thelephorales RZAD: Thelephorales
RODZINA: Thelephoraceae RODZINA: Thelephoraceae
RODZAJ: Tomentella RODZAJ: Tomentella
Tomentella sp.2 M D T. stuposa T
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TYP: Basidiomycota TYP: Basidiomycota
RZAD: Thelephorales RZAD: Thelephorales
RODZINA: Thelephoraceae RODZINA: Thelephoraceae
RODZAJ: Tomentellopsis

T. submolis Z NM Thelephoraceae 3 D
TYP: Basidiomycota TYP: Basidiomycota

RZAD: Thelephorales RZAD: Russulales

RODZINA: Thelephoraceae RODZINA: Russulaceae

RODZAJ: Lactarius

NM Thelephoraceae 1 D L. camphoratus M T D
TYP: Basidiomycota TYP: Basidiomycota

RZAD: Thelephorales RZAD: Russulales

RODZINA: Thelephoraceae RODZINA: Russulaceae

RODZAJ: Lactarius

NM Thelephoraceae 2 D L. quietus M T D Z
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TYP: Basidiomycota TYP: Basidiomycota

RZAD: Russulales RZAD: Russulales

RODZINA: Russulaceae RODZINA: Russulaceae

RODZAJ: Lactarius RODZAJ: Russula

L. tabidus M T D R. emetica M

TYP: Basidiomycota TYP: Basidiomycota

RZAD: Russulales RZAD: Russulales

RODZINA: Russulaceae RODZINA: Russulaceae

RODZAJ: Russula RODZAJ: Russula

R. atropurpurea D R. fragilis M T D Z
TYP: Basidiomycota TYP: Basidiomycota

RZAD: Russulales RZAD: Russulales

RODZINA: Russulaceae RODZINA: Russulaceae

RODZAJ: Russula RODZAJ: Russula

R. betularum T D R. graveolens Z
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TYP:
RZAD:
RODZINA:
RODZAJ:

Basidiomycota
Russulales
Russulaceae
Russula

TYP: Basidiomycota
RZAD: Russulales
RODZINA: Russulaceae
RODZAJ: Russulas

R. ochroleuca M T D R. velenovskyi U
TYP: Basidiomycota TYP: Zygomycota
RZAD: Russulales

RODZINA: Russulaceae

RODZAJ: Russula RODZAJ: Mortierella
Russula sp.1 M Mortierella sp.

TYP: Basidiomycota

RZAD: Russulales

RODZINA: Russulaceae

RODZAJ: Russula

Russula sp.2

Un. Fungus




Morfotypy nierozpoznane

NM 1 S NM 4
NM 2 M NM 5
NM 3 M NM 6
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NM 7 NM 11 D
NM 8 D NM 12 D
NM 9 D NM 13 D
NM 10 D NM 14
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NM 15 NM 18
NM 16 NM 19
NM 17
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