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1. Wstep

W trakcie prowadzenia badan nad przyczynami masowego przebarwienia i zamierania
aparatu asymilacyjnego, zaobserwowano w 2020 r. Takze zjawisko nasilonego zamierania
wierzchotkow pedow na badanych powierzchniach z kosodrzewing. Przeprowadzone w tym
okresie badania wykazaly obecno$¢ na igtach ponad 50 gatunkéw grzyboéw, a wsérdd nich
réwniez gatunki, ktore zostaty po raz pierwszy stwierdzone na terenie Polski (Bartnik i in.
2021). Choroba aparatu asymilacyjnego miata charakter epifitozyjny, utrzymujgc si¢ na tym
terenie przez kilka kolejnych lat i przyczynita si¢ do spadku przyrostu badanych pedow $rednio
0 50%. Autorzy projektu stawiajg hipoteze, ze do nasilonego zamierania wierzchotkéw pedow
mogly przyczynic si¢ niektore gatunki grzybéw powodujace chorobe aparatu asymilacyjnego.
W zwiazku z powyzszym uzasadnione jest przeprowadzenie pilnych badan w celu wykrycia
sprawcy lub sprawcoéw tego objawu chorobowego. Zamieranie wierzchotkow pedéw ma
znacznie wigkszy wptyw na przezywalno$¢ kosodrzewiny niz choroby aparatu asymilacyjnego.
Biorac pod uwage jak istotng i réznoraka rolg petni Pinus mugo w gorach nalezy dazy¢ do
rozpoznania nowych zagrozen biotycznych dla tego gatunku oraz zbada¢ uwarunkowania
zwigzane z tg chorobg (np. zwigzek z szerokos$cig stojow rocznych). Dotychczasowe badania
nad mykobiotg zasiedlajaca zamierajace pedy sa bardzo skromne. Brakuje w literaturze
Swiatowe]j opracowan zwigzanych z zamieraniem tego gatunku 1 dlatego istotne jest nadrobienie

tej luki.
2. Metodyka badan
2.1. Prace terenowe

2.1.1. Analiza nasilenia symptomow chorobowych w terenie

Wystepowanie symptoméw chorobowych oraz ich nasilenie analizowano w
Chochotowskim Obwodzie Ochronnym na obszarze lezagcym pomi¢dzy Wotowcem i1 Grzesiem
(Ryc. 1). Badania prowadzono na wybranych 4 powierzchniach badawczych, zlokalizowanych

na réznych wysokosciach n.p.m. (Tab. 1).



Ryc. 1. Lokalizacja powierzchni badawczych w Dolinie Chochotowskiej

Tab. 1. Lokalizacja powierzchni badawczych
Nr Wspotrzedne Wysoko$¢ m n.p.m.
powierzchni
I 49°12'57.7"N 19°46'07.9"E 1583
I 49°12'55.9"N 19°45'56.8"E 1654
Il 49°13'02.5"N 19°45'53.3"E 1705
v 49°13'06.9"N 19°45'55.2"E 1725

Analiz¢ symptomow chorobowych przeprowadzono na powierzchniach badawczych
(kepach). Na kazdej wybranej kepie rozktadano tasme i odczytano dtugo$é odcinka mierzone;j
kepy. Pedy ktére znalazty si¢ w bezposrednim kontakcie z tasma wybrano do dalszych
obserwacji.

Nasilenia objawoéw chorobowych kosodrzewiny analizowano na 4 wybranych
powierzchniach, na ktorych prowadzono obserwacje w ubieghych latach. Zlokalizowano je na

r6znych wysokosciach n.p.m. i rozmieszczone zostaty tak, aby mozliwe byto zbadanie wptywu



nasilenia objawow chorobowych w zaleznosci od tego parametru. Analizy prowadzono
wewnatrz i na zewnatrz kepy. Kazda kepa zostala pomierzona na dtugos$¢ i szerokos$¢ (4
pomiary) i wewnatrz kepy (2 pomiary: potnoc - potudnie oraz zachdd - wschod), a nastepnie
policzono liczbe pedéw z zamartymi wierzchotkami, zlokalizowanymi wzdtuz wyznaczonych
bokoéw na szerokos$ci 1 m.

Do dalszych badan laboratoryjnych pobrano 80 pedow z objawami zamierania
wierzchotkow oraz 40 pedow bezobjawowych. Pobranych wsrdd nich 20 pedéw miato dtugosé
50 cm, pozostate 20-25 cm. Poniewaz niektore z pedéw o di. 50 cm mialy rozwidlenia, wigc w

sumie do analiz laboratoryjnych wybrano 118 pedéw z objawami zamierania wierzchotkow.

2.2. Prace laboratoryjne

2.2.1. Izolacje grzybow

Sposob przygotowania materiatu do izolacji:

Pobrane pedy z powierzchni zostaly spakowane w plastikowe worki, a po przywiezieniu z
terenu przechowywane w chtodni w temp. 5 °C.

Kazdy pedy fotografowano przed i po przecieciu pedu wzdluz, w celu opisu i stwierdzenia
obecnosci nekroz wewnatrz pedoéw. Pozbawione igiel pedy na przycigtym odcinku (calej
dhugosci) dezynfekowano przecierajac watg nasgczong 96% etanolem. Nastepnie sterylnym
skalpelem rozcinano ped wzdhuz, w kierunku do wierzchotka pgdu. Po wykonaniu zdje¢ na
sterylnej bibule, przektadano sterylnie analizowany ped pod binokular, i sterylnym skalpelem
wycinano po 6 matych fragmentdéw z rdzenia pedu 1 6 fragmentow z tkanki pod skorka. Pobrang
sterylnie tkanke roslinng umieszczano na szalkach Petriego (9 cm) na 2% pozywke maltozowa
- malt extract agar (MEA; 20g/1 malt extract, Difco, Sparks, MD, USA; 15g/1 agar, Difco) z
dodatkiem 200mg/L tetracycliny (Tetracykline HCL) .

Igly pobrane z poszczegdlnych pedow dezynfekowano powierzchniowo poprzez
ptukanie: przez 1 min. w 96% etanolu, nastgpnie 30 sek. w roztworze podchlorynu sodu (ok.
4% dostepnego chloru), nastepnie przez 30 sek. w 96% etanolu i 3 min. w sterylnej wodzie, po
czym igly osuszano w sterylnej bibule filtracyjnej do wyschnigcia. Po osuszeniu pobrane 6 szt.
losowo igly przycinano, pozostawiajac cze$¢ od nasady i wyktadano na 2% pozywke MEA tak,
jak w przypadku pedow.

Szyszki pobrane z pgdow sterylizowano przecierajac watg nasgczong 96% etanolem, a
nastepnie przecinano wzdluz sterylnym skalpelem. Pobrane sterylnie tkanki wewnetrzne z

objawami nekrozy wyktadano na 2% pozywke MEA tak, jak w przypadku pedow.



Wszystkie pobrane tkanki do izolacji byty wyktadane na 2% pozywke MEA z dodatkiem
antybiotyku (Tetracykline HCL) w stezeniu 200 mg/1.

Hodowlg kultur prowadzono na pozywce MEA w ciemnosci sukcesywnie przez 4-6
tygodni w temperaturze 20 °C, i regularnie monitorowano co 4 - 5 dni pod katem pojawienia
si¢ kultur grzybow. W oparciu o wstepne badania morfologiczne, pojawiajace si¢ kultury
oczyszczano poprzez przenoszenie malych kawatkéw grzybni na wezesniej przygotowana 2%
MEA. Hodowle inkubowano w temperaturze 20 °C. Po dwoch tygodniach inkubacji,
wyizolowane grzyby identyfikowano na podstawie zarodnikowania oraz innych cech
morfologicznych, co dato podstawe do wyrdzniania morfotypdéw. Nastepnie weryfikowano

przynaleznos¢ taksonomiczng morfotypow na podstawie badan molekularnych.

2.2.2. Identyfikacja molekularna

Identyfikacje molekularng grzybéw hodowanych na ptytkach Petriego przeprowadzono
na podstawie porownania sekwencji obszarow ITS rDNA (ITS1-5.8 S-ITS2), DNA
ekstrahowano przy uzyciu Genomic Mini AX Plant (A & A Biotechnology, Gdynia - Polska)
przy uzyciu protokotu producenta. Region ITS rDNA (ITS1-5.8S-1TS2) amplifikowano za
pomoca starteréw: ITSTF (Gardes i Bruns, 1993) 1 ITS4 (White i wsp. 1990). Fragmenty genoéw
amplifikowano w 25 pl mieszaniny reakcyjnej zawierajacej 0,25 pl polimerazy DNA Phusion
High-Fidelity (Finnzymes, Espoo, Finlandia), 5 pl buforu PhusionHF (5x), 0,5 ul ANTP (10
mM), 0,75 ul DMSO (100%) i 0,5 ul kazdego startera (25 puM). Reakcje amplifikacji
przeprowadzono w termocyklerze Thermycler Biometra T-Personal 48 (Biometra GmbH,
Goettingen, Niemcy), z 35 cyklami obejmujgcymi: 30 sekund denaturacji w temperaturze 98
°C, 10 s wyzarzanie w 56 °C 1 30 s wydtuzanie 72 °C. Produkty PCR wizualizowano w §wietle
UV na 2% zelu agarozowym barwionym Midori Green DNA Advance. Amplifikowane
produkty sekwencjonowane byly za pomocg BigDye Terminator v3.1 Cycle SequencingKit
(AppliedBiosystems, FosterCity, CA, USA), w Laboratorium Technik Biologii Molekularnej
Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu uzywajac tych samych starterow, ktore
zostaly uzyte do reakcji PCR. Otrzymane sekwencje DNA zostaly przetworzone przy uzyciu
oprogramowania Chromas Pro 1.6 (Technelysium, Australia) i przyrownane w bazie danych
NCBI GenBank za pomoca narzedzia BLAST do wyszukiwania najbardziej podobnych i
referencyjnych sekwencji.
Analiza NGS



Do analizy NGS pobrano fragmenty tkanki z rdzenia i cze¢$ci obwodowej z pedéw o
r6znych symptomach chorobowych w ilosci 20 szt., z pedéw zdrowych w ilosci 10 szt. oraz z
wewnetrznej czesci 10 szt. szyszek. Kazda probke z osobna umieszczono w probowkach
mikrowirdwkowych o pojemno$ci 2 ml z trzema sterylnymi kulkami ze stali nierdzewne;j.
Nastepnie fragmenty tkanek homogenizowano w miynku oscylacyjnym Retsch MM 200
(Retsch, Haan, Niemcy) przez 5 minut przy 25 Hz. Catkowity genomowy DNA wyodrgbniono
z tych probek stosujac kity DNeasy® PowerSoil® Pro Kit (QIAGEN Group.) zgodnie z
protokotem producenta. Wyizolowane i zamrozone DNA przestano nastepnie do dalszych
analiz do Laboratorium Technik Biologii Molekularnej Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza

w Poznaniu.

2.2.3. Analizy dendrochronologiczne

Analiza szeroko$ci przyrostow rocznych przeprowadzono na 20 krazkach kosodrzewiny
pobranych na wysokosci 50 cm (liczac od wierzchotka pedu glownego na szczycie) pedu
wierzchotkowego tych drzewek. Przy wyborze pedow kierowano si¢ stopniem nasilenia
zamierania pedow wierzchotkowych. Pobrano po 5 pedow z kazdej z czterech kategorii: 1-
pedy bez zamierajacych wierzchotkow, 2-stabe zamieranie (do 10% pedoéw wierzchotkowych
zamarlych), 3 — $rednio nasilone zamieranie (do 30% pedow zamartych) i 4 — silne zamieranie
(powyzej 30% pedoéw wierzchotkowych zamartych). Po wyszlifowaniu krazkoéw zeskanowano
je, a nastepnie dokonano pomiaréw za pomoca programu CooRecoder 7.6 oraz CDendro 7.6.
(Ryc. 2).
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Ryc. 2. Fragment pomiaru przyrostow rocznych na krazku pobranego z pedu
wierzchotkowego kosodrzewiny (50 cm od wierzcholka).

3. Wyniki

3.1. Nasilenie zamierania pedéw Pinus mugo w kepach .

Nasilenie zamierania wierzchotkow pedow zwiekszato si¢ wraz z wysokoscig n.p.m. z 1,0 do
3,2 pedow wierzchotkowych/Im? (Tab. 2). Nieco wicksze nasilenie zaobserwowano wewnatrz
kepy. Na badanej kosodrzewinie cze$ciej wystepowaly zamarte pedy bez igiet niz obumarte z
igtami (Fot. 1A, B). Swiadczy to o mniejszym nasileniu tego zjawiska, niz byto to w ubieglych
latach. Sredni % drzewek ze §wiezymi objawami zamierania (igly zbrunatniale nieopadte)
wahat si¢ 2,8% na pow. I do 5,4% na pow. IV. Doktadng analize pedéw z objawami zamierania
wierzchotkéw przedstawiono w tabeli 3. Ogotem przeanalizowano 88 peddéw z objawami
zamierania. Srednia dtugo$¢ nekroz na pedzie wahata si¢ od 5,5 cm na pow. IV do 7,2 cm na
pow. II i wynosila $rednio 6,5cm. Pedy z zamartymi i uiglonymi wierzchotkami zwykle
stanowily potowe wszystkich zamartych pedow, a §rednia dtugos$¢ ich nekrozy wynosita 5,2
cm. Natomiast pedy z zamartymi wierzchotkami bez igiet miaty nekrozy dtuzsze o okoto 30 %

(7,3 cm dlugosci).



T L AL
z bliska w obrebie

Fot. 1. Zamieranie wierzchotkow béw: A — widok ogblny; B idoi'(
Doliny Chochotowskiej w 2023 r. (Fot. C. Bartnik)




Tab.2. Nasilenie zamierania wierzchotkow pedow na poszczegolnych powierzchniach

badawczych
Miejsce analiz Pow. | Pow. Il Pow. IlI Pow. IV
Na zewngtrz kepy $r. na m? 0,8 15 2 2,8
Wewnatrz kepy $r. na 1 m? 1,1 1,9 2,3 3,5
Srednio zewnatrz i wewnatrz kepy 1,0 17 2,2 3.2
Sredni % drzewek ze $wiezymi

objawami zamierania wierzchotkow 2,8 3,5 3,7 54

pedow (pedy uiglone)

Tab. 3. Charakterystyka pedow kosodrzewiny z zamierajgcymi wierzchotkami na
poszczegbdlnych powierzchniach badawczych

Charakter
objawow

Powierzchnia |

Powierzchnia Il

Powierzchnia 111

Powierzchnia IV

Ogodtem

liczba/$rednia

liczba/$rednia

liczba/$rednia

liczba/$rednia

liczba/$rednia

Pedy z
zamierajacymi
wierzchotkami

15

10

46

17

88

Srednia dhugo$é
nekroz na pedzie
[cm]

6,7

7,2

5,8

5,5

6,3

Pedy z
zamarlymi
uiglonymi
wierzchotkami
pedow

27

45

Srednia dhugo$é
nekrozy

5,6

5,5

4,6

52

Pedy z
zamarlymi
wierzchotkami
bez igiet

19

43

Srednia dhugo$é
nekrozy

7,6

7,1

6,3

7,3

10




3.2 Mykobiota zasiedlajaca pedy kosodrzewiny

3.2.1 Mykobiota wyizolowana z chorych i zdrowych pedow oraz z nasady igiel i szyszek

Izolacje grzybow przeprowadzono z 158 pedow i 26 szyszek. Wyizolowano z nich tagcznie
2290 kultur grzybow, w tym z pedow 2169, a z szyszek 121. Z pedow z objawami zamierania
wyizolowano 1757 kultur, natomiast z pedow bez widocznych objawow chorobowych
wyizolowano 412 kultur. Liczba sterylnych izolatow wynosita 1013.

Ogotem wyizolowano 130 taksondow grzybow z pedow, nasady igiet i szyszek. Miejsce ich
izolacji oraz czestotliwos¢ wstepowania zamieszczono w tabeli nr 3. Tylko 20 taksonéw
zasiedlato powyzej 5% pedow.

Zdecydowana wigkszo$¢ wyizolowanych gatunkow grzybow nalezata do gromady
Ascomycota (122 taksony tj. 93,8%). Grzyby podstawkowe (Basidiomycota) byty
reprezentowane przez osiem gatunkow (8 taksonow - 6,2%). Grzyby workowe nalezaty do 22,
dobrze zdefiniowanych filogenetycznie rzeddéw, wsrod ktoérych dominowaty gatunki z rzedow
Helotiales (26 taksonow), Xylariales (15 taksonow) i Pleosporales (12 taksonow). Na
podstawie morfologii kultur grzybow oraz analizy sekwencji regionu ITS, do poziomu gatunku
udato si¢ zidentyfikowac 62 taksony. Pozostate taksony zidentyfikowano do poziomu rodzaju
lub wyzszych jednostek taksonomicznych (Tab. 4). Na podstawie wstepnych analiz
filogenetycznych wykonanych na podstawie uzyskanych sekwencji regionu ITS, 54 taksony
reprezentowato nowe gatunki dla nauki. Dla przykladu z wnetrza pedow uzyskano stosunkowo

licznie kultury grzyba nalezace do rodzaju Tympanis (Fot. 2).

ol
—

Fot. 2. Kultury Tympanis sp. uzyskane z pedu P. mugo (2% MEA).
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Tab. 4. Sktad gatunkowy grzybow zasiedlajacych pedy, nasady igiet i szyszki kosodrzewiny z r6znymi symptomami oraz ich status troficzny.

Pochodzenie

KY633555

Nr Takson Rzad St_atus NI sekwengjifizolatu izolatu . Nr izolatu referencyjnegq oraz nr sekwencji Podobienstwo
troficzny™ (substrat/powier referencyjnej %
zchnia)**
Basidiomycota
1 | Agaricales sp. 1 Agaricales ? 506J c/l,c/ll, eV, Hygrophorus yukishiro TUMH:61713, LC270640 83-85
f1-1v Cuphophyllus hygrocyboides TWM783;
OL771760
Gloioxanthomyces vitellinus LD 1617064,
NR_171217
2 | Atheliasp. 1 Atheliales Pp 700J allv Athelia acrospora E.Bendiksen645/07, 99,2
MT305993
3 | Atheliasp. 2 Atheliales Pp 810J c/ Athelia acrospora E.Bendiksen645/07, 98,6
MT305993
4 | Cantharellales Cantharellales 554] allv Minimedusa polyspora CBS 113.16; NR_145335 89
5 | Coprinellus micaceus (Bull.) Agaricales Sg 610J d/Il, b/ Coprinellus micaceus NWFVA1565, KU712252 100
Vilgalys, Hopple & Jacq.
Johnson
6 | Peniophora cinerea (Pers.) Russulales S/P 737] b/IV Peniophora cinerea GLMC 947, MT156128.1 100
Cooke
7 | Phanerochaete sordida (P. Polyporales S 594) b/IV Phanerochaete sordida LE<RUS>:284019, 99,8
Karst.) J. Erikss. & Ryvarden KP994362
8 | Trametes versicolor (L.) Lloyd Polyporales S 679J flv Trametes versicolor ICMP:19973, KF727428.1 100
Ascomycota
9 | Aequabiliella palatina C. Kraus, | Phaeomoniellal P 627J a/l Aequabiliella palatina CBS 145018, NR 99,8
Damm, S. Bien, Vogele & M. es 171828
Fisch
10 | Allantophomopsis cytisporea Phacidiales El/P? 469J c/l Allantophomopsis cytisporea CBS:140061, NR 99,8
(Fr.) Petr. 132921
11 | Allantophomopsis lunata Phacidiales El/P? 721) all Allantophomopsis lunata CBS 137781, NR 99,8
(Shear) Crous & Carris 132922
12 | Allantophomopsiella Phacidiales P 562J c/ll Allantophomopsiella pseudotsugae CBS 100
pseudotsugae (M. Wilson) 322.53, MH857223
Crous
13 | Allantophomopsis sp. 1 Phacidiales P 617J d/il Allantophomopsis cytisporea CBS 140061, NR 99
132921
14 | Allantophomopsis sp. 2 Phacidiales P 628J a/l Allantophomopsis lunata CBS 137781, NR 99,4
132922
15 | Allantophomopsis sp. 3 Phacidiales P 666J c/l, c/lll, d/vV Allantophomopsis cytisporea DAOM211694, 99,4-99,6
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16 | Apiospora arundinis (Corda) Apiosporaceae P 451) c/ll Apiospora arundinis CBS:732.71; KF144889 100
Pintos & P. Alvarado Incertae sedis
17 | Ascomycota 520J a/l, b/l, d/lll Lophium mytilinum CBS 269.34; EF596817 84
18 | Alternaria alternata (Fr.) Keissl. | Pleosporales 603J all, d/Ill, d/1Iv Alternaria alternata CN145C4, OP596149 100
19 | Alternaria murispora Ariyaw. Pleosporales 559J a/ll Alternaria murispora MFLU 14-0758, NR 99,8
& K.D. Hyde 137964
20 | Alternaria sp. Pleosporales P/S$ 717) a/l, a/lll, b/l Alternaria sp. P513, MZ078499 100
21 | Bacilliformis hyalinus Phacidiales 453)] c/l Bacilliformis hyalinus MFLU 18-2671, NR 99,6
Ekanayaka & K.D. Hyde 164306
22 | Barrenia sp. Helotiales Ek/Sg 835J c/l Barrenia panicia RUTPP WSF1R37, NR 96,3
164236
23 | Biscogniauxia mediterranea Xylariales En/P 496J allv Biscogniauxia mediterranea Bm46; MZ502544 100
(clade E) (De Not.) Kuntze (Portugal)
24 | Biscogniauxia cf. mediterranea Xylariales En/P 463] allV, c/Iv, f/ll Biscogniauxia mediterranea NW-FVA2274 99,6
(De Not.) Kuntze (Germany), MG098274
25 | Biscogniauxia nummularia Xylariales P/S 677J e/l, e/IV, /11, f/1ll | Biscogniauxia nummularia MUCL 51395, NR 99,8-100
(Bull.) Kuntze 153649 100
Biscogniauxia nummularia CBS 969.70,
MH860015
26 | Boeremia sp. Pleosporales P/EI 547] allv Boeremia foveata CBS 200.37, MW810263 100
Boeremia exigua var. populi CBS 100167, NR
158231
27 | Botrytis cinerea Pers. Helotiales P/S$ 551] a/lV, cll Botrytis cinerea DAOM:192631, KF859920 100
28 | Capturomyces sp. Leotiales ? 633J d/l Capturomyces luteus CBS 144839, NR 165905 95
29 | Cenangium ferruginosum Helotiales P/EI 474 b/ Cenangium ferruginosum CBS 132.58, 100
Fuckel MH857721
30 | Chaetomium globosum Kunze Sordariales S$ 541) allV, c/v, flll Chaetomium globosum CBS 814.73, 99,6-99,8
MH860809
31 | Chaetomium subglobosum Sordariales S$ 852] il Chaetomium subglobosum MUCL 18694, NR 100
Sergeeva 144826
32 | Chaetomium cochliodes Palliser | Sordariales S$ 549] a/lVv Chaetomium cochliodes 98H, OP699773 100
33 | Cladosporium sp. 1 Capnodiales S$ /P 697J all, allll, a/lVv, Cladosporium chasmanthicola CPC 21300, NR 100
b/I11, b/IV, d/li 152307 Cladosporium needhamense CPC
22353, MF473142
34 | Cladosporium sp. 2 Capnodiales S¢/P 435]) c/ll, c/lll, c/IV, Cladosporium variabile CBS 121635, NR 100
g/l 119663
Cladosporium iridis CBS 138.40, EU167591
35 | Cladosporium sp. 3 Capnodiales Ss /P 738J e/lv Cladosporium angustisporum CBS 125983, 100

MHB863862
Cladosporium pseudochalastosporoides CBS
140490, NR 152296
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36 | Coniochaeta acacia Samarak., Coniochaetales S 607J b/l, c/l, c/lll, c/IV, | Coniochaeta acaciae MFLUCC 18-0776, 99,5-100
Gafforov & K.D. Hyde f/1, 1 MT498810
37 | Coniochaeta decumbens (J.F.H. | Coniochaetales P/S 475] a/lll, a/lV, ¢/l — | Coniochaeta decumbens CBS 153.42, NR 99,8
Beyma) Z.U. Khan, Gené & v, 1, flivV 144912
Guarro
38 | Coniochaeta nivea A.E. Arnold, | Coniochaetales P/S 444) alll, ¢/l -1, /11 Coniochaeta nivea ARIZ AK0926, NR 177571 100
A.H. Harr., Y.K. Huang, J.M.
U'Ren, Massimo, Knight-
Connoni & Inderb.
39 | Coniochaeta velutina (Fuckel) Coniochaetales P/S 485] c/l, ¢/, c/IV Coniochaeta velutina CBS 981.68, MH859264 99,8
Cooke
40 | Coniochaeta sp.1 Coniochaetales P/S 585J v Coniochaeta deborreae CBS 97,3
147215NR_173009
41 | Coniochaeta sp.2 Coniochaetales P/S 527] a/lll, ¢/, c/1V, Coniochaeta lignicola CBS 267.33, MH855438 97,6
/1l
42 | Coniochaeta sp. 3 Coniochaetales P/S 783J] c/l, c/ll Coniochaeta cipronana CBS 144016, NR 99,1
157478
43 | Coniochaeta sp. 4 Coniochaetales P/S 685J fl Coniochaeta lignicola CBS 267.33, MH855438 98,3
44 | Coniochaeta sp. 5 Coniochaetales P/S 857J i Coniochaeta cymbiformispora NBRC 32199, 95
LC146726
45 | Cytospora sp. Diaporthales P/S§ 424) all, bll, cll Cytospora bungeanae CFCC 50495, NR 99,4-99,6
171063
46 | Daldinia loculata (Lév.) Sacc. Xylariales S 461) c/IvV Daldinia loculata M96, JF340281 100
47 | Dermea sp. Helotiales P/S§ 500J b/l Dermea libocedri CBS 138.46, MH856142 98
48 | Didymella pinodella (L.K. Pleosporales P/S§ 556J a/ll Didymella pinodella ATCC 38814, MW945409 99,6
Jones) Qian Chen & L. Cai
49 | Diplodia sapinea (Fr.) Fuckel Botryosphaerial P/S$ 612J a/l Diplodia sapinea CBS 117348, MT587362 100
es
50 | Epicoccum italicum Qian Chen, | Pleosporales P S§ 635J a/ll Epicoccum italicum CGMCC 3.18361, 100
Crous & L. Cai KY742099
51 | Epicoccum nigrum (ex-type of Pleosporales P/S$ 537J a/l, alll, a/lll, Epicoccum nigrum CBS 173.38, MH643926 100
E.mezzettii Goid.) Link b/, c/1V, d/ll,
d/Ill, e/, g/, hiil
52 | Epicoccum sp. (E. nigrum/E. Pleosporales P/S$ 634J a/ll, ¢/, dN1v, Epicoccum nigrum CBS 173.73, FJ426996 99,6-100
layuense Qian Chen, Crous & L. e/lvV Epicoccum_layuense CGMCC 3.18362,
Cai) KY742107
53 | Epithamnolia sp. Leotiales Pp 542] a/lV, b/ll, c/l, c/ll, | Epithamnolia xanthoriae van den Boom 49369, 98-98,3
c/1V, fll KY814525
54 | Fusarium sp. Hypocreales P/S$ 648J allv Fusarium sinense CBS 122710, MH863232 100
Fusarium tricinctum CBS 393.93, MH862424
55 | Gyromitra infula (Schaeff.) Pezizales S 464 c/v Gyromitra infula CBS 113691, ON693654 99,8

Quél.
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56 | Hendersonia pinicola Wehm. Pleosporales P/S 418 a/ll, b/ll, ¢/l - 1V, | Hendersonia pinicola EBJul30-4, KT000192 100
d/il, /1
57 | Helotiales Helotiales 791) c/\v Hymenotorrendiella spooneri ICMP 24276, 91
NR_182466.1
58 | Herpotrichia juniperi (Sacc.) Pleosporales P/S 442] a/l, a/lll, c/l, c/IV | Herpotrichia juniperi TO1 25, FJ904455 99,6-100
Petr. Herpotrichia juniperi T01 56F, FJ904481
59 | Hormonema cf. macrosporum Dothideales P/S 402) all -1V, Hormonema macrosporum CBS 536.94, NR 99,8
Voronin 409J b/l -1V, c/l - IV, | 145340
476J ain v, e/l -1v,
620J -1V, g/l -1V
763J
60 | Hyalodendriella sp. Helotiales S 812J a/l Hyalodendriella betulae CBS 261.82, NR 96
156207
61 | Hypoxylon fragiforme (Pers.) J. | Xylariales S/EI 504J c/l, f/11, f/111 Hypoxylon fragiforme CBS:206.31, MH855188 100
Kickx f.
62 | Infundichalara sp. Helotiales S$ 587J a/l, b/1V, ¢/l — 111, | Infundichalara microchona CBS 175.74, NR 96,9-97,3
d/l, d/1v 154074
63 | Jackrogersella cohaerens Xylariales S 838J c/l Jackrogersella cohaerens CBS 119126, 100
(Pers.) L. Wendt, Kuhnert & M. KC477233
Stadler
64 | Jackrogersella multiformis (Fr.) | Xylariales S 767] v Jackrogersella multiformis CBS 119016, NR 99,8
L. Wendt, Kuhnert & M. Stadler 154784
65 | Jackrogersella sp. Xylariales S 626J anv, f Jackrogersella cohaerens CBS 119126, 99
KC477233
66 | Jugulospora rotula (Cooke) N. Sordariales S 462] c/v Jugulospora rotula FMR 12781, MT784134 100
Lundg.
67 | Lachnellula calyciformis Helotiales P/S 426J a/ll =1V, b/l -1V, | Lachnellula calyciformis CBS 189.66, 100
(Batsch) Dharne c/l -1V, fll, flIV | KC464636
68 | Lachnellula hyaline Dharne Helotiales P/S 419) a/ll =11, b/l —11, Lachnellula hyalina CBS 185.66, KC464638 100
d/ll, e/l
69 | Lachnellulasp.1 Helotiales P/S 512] b/l, b/IV Lachnellula hyalina CBS 185.66, KC464638 99,6
70 | Lachnellula sp. 2 Helotiales P/S 521] b/IV Lachnellula suecica CBS 268.59, KC464642 99,5
71 | Lachnellula sp. 3 Helotiales P/S 584J] alll Lachnellula arida CBS 203.66, KC464635 99
72 | Lachnellulasp. 4 Helotiales P/S 693J b/l Lachnellula hyalina CBS 185.66, KC464638 99,3
73 | Lachnellulasp. 5 Helotiales P/S 793J c/lll Lachnellula hyalina CBS 185.66, KC464638 97,8
74 | Leptomelanconium allescheri Incertae sedis p 596J b/, c/l, c/lll, c/IV, | Leptomelanconium allescheri MF573935 100
(Schnabl) Petr.
75 | Lophium mytilinum (Pers.) Fr. Mytilinidiales S$ 493] alll, a/lll, a/lVv, Lophium mytilinum CBS 114111, EF596819 99,8-100
b/1V, c/ll
76 | Lophiumsp.1 Mytilinidiales P/S 425) a/l, b/l Lophium arboricola ATCC 24411, NR 153447 99,2
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77 | Lophiumsp. 2 Mytilinidiales P/S 536J c/ll Lophium arboricola ATCC 24411, NR 153447 97,8
78 | Lophiumsp. 3 Mytilinidiales P/S 548) alll, a/lll, a/lv, Lophium arboricola ATCC 24411, NR 153447 98,6
c/l, c/lll, c/lV
79 | Lophodermium conigenum Rhytismatales P/S$ 563J c/ll, ¢/, ¢V Lophodermium conigenum Ab3, HM060650 99,8
(cryptic species 1) (Brunaud)
Hilitzer
80 | Lophodermium corconticum Rhytismatales P/S$ 471) a/lll, c/l, c/lll, Lophodermium corconticum CCF 4780, 99,6-100
Koukol, Pusz & Minter c/IvV HG939565
81 | Lophodermium sp. 1 Rhytismatales P/S$ 494) c/l, c/lll Lophodermium resinosum DAOMC 251482 92
82 | Lophodermium sp. 2 Rhytismatales P/S$ 531] c/vV Lophodermium conigenum Ab3, HM060650 99,2
83 | Massarinaceae Pleosporales 605J c/l Stagonospora trichophoricola CBS 136764, 92
NR_156586
84 | Micraspidaceae Micraspidles 639J] a/l -1V, c/lll, d/ll, | Micraspis acicola NB-437-6B, KY 633589 93,1
v
85 | Microsphaeropsis olivacea Pleosporales P/S 538J b/, b/IV, c/lll, | Microsphaeropsis olivacea NW-FVA2202, 100
(Bonord.) Hohn. c/IvV MG098249
86 | Moellerodiscus sp. Helotiales S§ 523J b/, ¢V Moellerodiscus pinicola TNS:F-40118, 97
AB926079
87 | Mollisia scopiformis (Kowalski Helotiales El S 805J a/lll, ¢/l Mollisia scopiformis DAOMC 250122, 100
& Kehr) I. Wagner, Prell & MT026423.1 99,8
Baral Mollisia scopiformis CBS 468.94, NR 119460
88 | Mollisia s. stricto sp. 1 Helotiales P/S$ 423] all, a/lll, c/l, c/lll | Mollisia fusca CBS 555.63, MT026435 98
89 | Mollisias. s. sp. 2 Helotiales P/S§ 430J a/lll, b/, e/l Mollisia fusca CBS 555.63, MT026435 98,7
90 | Mollisias. s. sp. 3 Helotiales P/S$ 495) alVv Mollisia fusca CBS 555.63, MT026435 99,1
91 | Mollisias. s. sp. 4 Helotiales P/S$ 524] a/lll, 1l Mollisia fusca CBS 555.63, MT026435 98,8
92 | Mollisias. s. sp. 5 Helotiales P/S$ 606J ell Mollisia undulatodepressula CBS 559.63, 98,2
MT026400
93 | Mollisias. s. sp. 6 Helotiales P/S§ 711 a/l Mollisia fusca CBS 555.63, MT026435 99,2
94 | Mollisias. s. sp. 7 Helotiales P/S§ 797) c/IVv, fll Mollisia fusca CBS 555.63, MT026435 98-98,2
95 | Mollisia s. lato Helotiales P/S$ 437) a/l =1V, b/ll =1V, | Mollisia rosae CBS 230.71, MH860088 94,8-96
c/l -1V, d/ll, e/ll,
1 -1v
96 | Nemania diffusa (Sowerby) Xylariales P/S 517J c/l Nemania diffusa NWFVA4750, MT821236 100
Gray
97 | Nemania serpens (Pers.) Gray Xylariales P/S 754]) v Nemania serpens CBS 679.86, 0Q831989 100
98 | Nemania sp. 1 Xylariales P/S 576J i Nemania changningensis GMB 0056, NG 99,2-99,6
088222
99 | Nemaniasp. 2 Xylariales P/S 755J 1l Nemania rubi GMB 0064, NR 177562 96,9
100 | Neurospora calospora (Mouton) | Sordariales S 595J ¢/l Neurospora calospora CBS 265.51, 100

Dania Garcia, Stchigel &
Guarro

MHB868369
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101 | Nigrospora gorlenkoana Incertae sedis S$ 560J all, c/l -1V, 11, Nigrospora gorlenkoana CBS 480.73, NR 99,6-99,8
Novaobr. fl, fvV 153476
102 | Nigrospora sphaerica (Sacc.) Incertae sedis SS$/El/P 640J d/il Nigrospora sphaerica CBS 166.26, MH854878 99,8
E.W. Mason
103 | Pachyramichloridium sp. Mycosphaerella S$/S 533J a/lV, b/1V, g/l — | Pachyramichloridium pini CBS 461.82, NR 99,4-99,6
les IV, h/IV 145093
104 | Penicillium glaucoalbidum Eurotiales SIEI 473] c/lll, ellV Thysanophora penicillioides CBS 345.33, 99,8-100
(Desm.) Houbraken & Samson MH855455
105 | Penicillium bialowiezense K.W. | Eurotiales SIEI 557J a/lll Penicillium bialowiezense CBS 227.28, NR 100
Zaleski 165994
106 | Penicillium sp. 1 Eurotiales S/EI 609J a/lll Penicillium spinulosum CBS 347.48, 100
MH856382
Penicillium odoratum CBS 128274, MH864870
107 | Penicillium sp. 2 Eurotiales S/EI 665J ellV Penicillium momoii CBS 139157, NR 144828 100
Penicillium consobrinum CBS 139144, NR
144827
108 | Penicillum sp. 3 Eurotiales S/EI 862J g/llv Penicillium solitum FRR 937, NR 119494 100
Penicillium cavernicola CBS 100540,
KJ834505
109 | Phacidium sp. Phacidiales S/EI 720 c/l Phacidium dicosmoanum NB-625-2S, 100
KY633559 100
Phacidium faciforme NB-625-5Q, KY633561
110 | Phomatodes pilosa L.W. Hou, Pleosporales S 600J alV, c/lV Phomatodes pilosa CBS:628.68, MN973591 100
L. Cai & Crous
111 | Phaeotheca fissurella Sigler, Phaeothecales P/S§ 380J c/HL, f/1-11 Phaeotheca fissurella CBS 520.89, MH862184 99,8
Tsuneda & J.W. Carmich.
112 | Phaeothecaceae Phaeothecaceae 534] b/11, f/1 Phaeotheca fissurella CBS 520.89, MH862184 90
113 | Phialocephala sp. Helotiales Sg/Ek 796J allv, c/lvV Phialocephala glacialis UAMH 10852, NR 95
111320
114 | Rosellinia corticium (Schwein.) | Xylariales S/Ss$/Sg/P 742)] fiv Rosellinia corticium MUCL:51693, KC477236 100
Sacc.
115 | Sirococcus conigenus (Pers.) Diaporthales P 678J a/lll, b/l Sirococcus conigenus CBS 101225, EF512481 100
P.F. Cannon & Minter
116 | Soosiella sp. Helotiales Sg 522] al/l, a/ll, a/lV, b/l | Soosiella minima 1230, JX124327 96,3
-1V, f/l
117 | Sordaria fimicola (Roberge ex Sordariales So 546J a/lVv, c/l, c/lll Sordaria fimicola CBS 485.64, MH858489 100
Desm.) Ces. & De Not.
118 | Stylonectria hetmanica Akulov, | Hypocreales Pm 555] c/ll Stylonectria hetmanica CBS 147305, NR 100
Crous & Sand.-Den. 173440
119 | Synnemapestaloides sp. Amphisphaerial P/S 561J a/ll — 11, c/ll, c/lV | Synnemapestaloides shangrilaensis SHLA-14, 97,5-98

€S

MZ387995

17




Synnemapestaloides ericacearum NB-846-1,
MG687266
120 | Therrya pini (Alb. & Schwein.) | Rhytismatales P 432) a/ll, b/l Therrya pini CBS 177.56, JF793677 99,8
Hohn.
121 | Therryasp.1 Rhytismatales P/S 499] a/l, b/l Therrya pini 2004-11/2, JF793675 99,4
122 | Therrya sp.2 Rhytismatales P/S 631J a/l, b/l Therrya pini CBS 177.56, JF793677 94,9
123 | Trichoderma parapiluliferum Hypocreales Pm/EI 582) c/l, /1l Trichoderma parapiluliferum BPI GJS 91-60, 99,8
(B.S. Lu, Druzhin. & Samuels) NR 134341
Jaklitsch & Voglmayr
124 | Trichoderma viridescens (A.S. Hypocreales Pm/El 508J a/lv, fil, g/l Trichoderma viridescens CBS 433.34, 99,8
Horne & H.S. Will.) Jaklitsch & MH855595
Samuels
125 | Trichoderma viride Pers. Hypocreales Pm/EI 458 g/l Trichoderma viride GJS 05-104, DQ841741 99,8
126 | Tympanis sp. Leotiales P/S 447) a/ll — 1V, b/ll, Tympanis abietina CBS 350.55, MK314563 98-99
b/1V, c/IV
127 | Variabilispora sp. Leotiales ? 422] a/ll Variabilispora flava CBS 144845, NR 165906 97
128 | Varicosporium sp. Helotiales S§ 505J c/l Varicosporium delicatum UMB-387.09, 97,6
KF730848
129 | Xylaria longipes Nitschke Xylariales S/S$ 416J allV, c/ll -1V, Xylaria longipes CBS 148.73, 0Q831985 100
fliv
130 | Xylariaceae Xylariales ? 578J v Rosellinia nectrioides CBS 449.89, MN984622 90

Objasnienia do tabeli 4 * Status troficzny: S - saprotrof nieokre$lony; El - endofit na liSciach; En — endofit; P - patogen roslinny; Pp — pasozyt porostowy; S$
- saprotrof na $ciotce; Sg - saprotrof glebowy; S - saprotrof drzewny; Ek - endofit korzeniowy; Pm — mykopasozyt; So - saprotrof na odchodach
**Pochodzenie izolatow: a -wnetrze symptomatycznego pedu; b —obwodowe partie symptomatycznego pedu; ¢ - nasada igiet pobrana z symptomatycznego

pedu; d - wnetrze asymptomatycznego pedu; e - obwodowe partie asymptomatycznego pedu; f - nasada igiet pobrana z asymptomatycznego pedu; g - szyszka

pobrana z symptomatycznych pedow; h - szyszka pobrana z asymptomatycznych pedow
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Analiza filogentyczna wykazata, ze uzyskane z pgdéw P. mugo izolaty formowaty odrebny
klad i byly najbardziej spokrewnione z Tympanis laricina (izolat CBS 360.55) i T. abietina
(CBS 350.55) (Ryc. 3.).

an | @ 443J
@ 46J
MK314570 Tympanis laricina CBS 360.55
MK314563 Tympanis abietina CBS 350.55
MH857511 Tympanis piceae CBS:361.55 CBS 361.55
MK314569 Tympanis pithya CBS 363.55
100 ' MK314568 Tympanis confusa CBS 354.55
| MK314567 Tympanis saligna CBS 366.55
MK314565 Tympanis fasciculata CBS 357.55
MH857513 Tympanis prunicola CBS:364.55
MH857512 Tympanis piceina CBS:362.55 CBS 362.55
a5 MK314573 Tympanis conspersa CBS 355.5
8951 MH857509 Tympanis diospyri CBS:356.55 CBS 356.55
"— NR 165225 Tympanis inflata CBS 144844
_| MK314571 Tympanis spermatiospora CBS 367.55
& MK314572 Tympanis truncatula CBS 368.55
NR 173027 Tympanis pini CBS 146809
93 | MW883456 Tympanis pini CPC:38169
MK314564 Tympanis acericola CBS 351.55
100" MH857510 Tympanis hansbroughianaCBS:358.55 CBS 358.55
NR 111680 Collophorina hispanica CBS 128568
NR 165901 Collophorina neorubra CBS 144829
NR 119748 Collophorina africana CBS 120872
NR 165903 Collophorina germanica CBS 144831
MK314545 Collophorina badensis GLMC 1637
JN033412 Phialina lachnobrachyoides KUS-F52183
Porodiplodia vitis CBS 144634 NR 163376
NR 160355 Porodiplodia livistonae CPC 32154
Apiculospora spartii MFLU:15-3556 MN688212
NR 145313 Chalara clidemiae CPC 26423
DQ491487 Xylaria hypoxylon AFTOL-ID 51

96

100

98

—
0.05

Ryc. 3. Filogram uzyskany z analizy neighbor-joining (NJ) dla sekwencji rejonu ITS izolatow (443J, 446J —
Tympanis sp.) nalezacych do rodzaju Tympanis. Bootstrap=1000. Warto$ci wsparcia ponizej 75% nie sg
wys$wietlane. Outgroup — Xylaria hypoxylon.

Kolejnym interesujagcym gatunkiem jest grzyb z rodzaju Soosiella. Gatunek ten byt

izolowany zarowno z pedow jak i igiet P. mugo (Fot. 3).
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Fot. 3. Kultury Soosiella sp. uzyskane z pedu P. mugo (niebieska strzatka, 2% MEA).

Do tej pory udalo si¢ odkry¢ jedynie jeden gatunek z tego rodzaju tj. Soosiella minima, ktory
zostat stwierdzony w silnie zakwaszonej glebie w Czechach (Hujslova i in. 2014). Analiza
filogenetyczna wskazuje, ze gatunek ten razem z S. minima tworzy odrebny klad w rodzinie

Hyphodiscaceae (Ryc. 4).

NR 155151 Hyphodiscus brachyconius CBS 700.73
NR 121471 Hyphodiscus brevicollaris CBS 126.74
96 NR 184881 Hyphodiscus hyaloscyphoides NBRC 104869
GU727555 Hyphodiscus hymeniophilus CBS 529.87
m NR 121470 Hyphodiscus luxurians CBS 647.75
a9 —— @ 5224
38— JX124327 Soosiella minima CBS 136257
GU727553 Cistella spicicola CBS 731.97
’* DQ491485 Lachnum virgineum AFTOL-ID 49

NR 121307 Leohumicola minima
AY789421 Bryoglossum gracile MBH52481

0.02

Ryc. 4. Filogram uzyskany z analizy neighbor-joining (NJ) dla sekwencji rejonu ITS izolatu (522J — Soosiella
Sp.) nalezacego do rodziny Hyphodiscaceae. Bootstrap=1000. Wartosci wsparcia ponizej 75% nie sg
wyséwietlane. Outgroup — Bryoglossum gracile

Z pedow P. mugo bardzo czesto byly izolowane takze gatunki z rodziny Mollisiaceae.
Uzyskane kultury na 2% pozywce MEA byty z reguty barwy szarej (Fot. 4, 5).
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Fot. 4. Kultury Mollisia s. lato uzyskane z pedu P. mugo (2% MEA).

)\
Fot. 5.Kultura Mollisia s. stricto sp. 1 uzyskana z p¢du P. mugo (niebieska strzatka, 2%
MEA).

Analiza filogenetyczna wykazata, ze uzyskane kultury naleza do o$miu nowych dla nauki
gatunkéw grzybow. Zdecydowana wickszo$¢ kultur grzybow nalezato do kladu 11 (Tanney i
Seifert 2020), ktory tworzy Molisia rosae (CBS 230.71) i Pyrenopeziza velebitica (CNF
2/10097) (Ryc. 5). Pozostate stwierdzone gatunki nalezaty do kladu II oraz kladu I (Ryc. 6, 7).
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MH863054 Phialocephala europaea CBS 119269
MH863053 Phialocephala letzii CBS:119266
MT026411 Phialocephala subalpina CBS 134513
NR 103577 Phialocephala fortinii CBS 443.86
NR 119482 Acephala applanata CBS 109321
KR611873 Cheirospora botryospora CPC 24611
331 KR611870 Cheirospora botryospora CPC 24603
0 _L— NR 111319 Phialocephala piceae UAMH 10851
NR 171957 Phialocephala helenae DAOMC 250756
NR 121349 Acephala macrosclerotiorum CBS 123555
NR 170741 Phialocephala compacta CBS 507.94
| a0 NR 171956 Phialocephala amethystea DAOMC 251552
89 [ MT026456 Mollisia discolor DAOM 86811
MT026457 Niptera ramincola DAOM 86812
MT026446 Mollisia caesia DAOM 86792
| — MT026443 Apostemidium vibrisseoides DAOM 46436

100

59 MT026377 Vibrissea truncorum CBS 258.91
1001 MT026376 Vibrissea truncorum DAOMC 251541
96 NR 111320 Phialocephala glacialis UAMH 10852

NR 171955 Phialocephala vermiculata DAOMC 229535
NR 158942 Pyrenopeziza velebitica CNF 2/10097
T @ 436J

94 MH860088 Mollisia rosae CBS 230.71
82 NR 119465 Phialocephala hiberna BPI 842235
MG553993 Chlorosplenium chlora BHI-F736a
KY462810 Durella connivens G.M. 2014-08-12
KY970066 Patellariopsis atrovinosa G.M. 2016-05-04.1
MH457140 Chlorencoelia versiformis DAOMC251598
—— NR 119568 Rhexocercosporidium panacis DAOM 235605
10— NR 119489 Cadophora dextrinospora

Ryc. 5. Filogram uzyskany z analizy neighbor-joining (NJ) dla sekwencji rejonu ITS izolatu (436J - Mollisia
s. lato) nalezacego do ktadéw 5-14 Mollisiaceae (Tanney i Seifert 2020). Bootstrap=1000. Wartosci wsparcia
ponizej 75% nie sg wyswietlane. Outgroup — Chlorencoelia versiformis.
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M 5900
A 4234
O 4304
@ 797J
4954

A711J
MT026438 Mollisia lividofusca CBS 231.71

85| MT026435 Mollisia fusca CBS 555.63
A524J
KJ817294 Mollisia minutella X12

851 DQ008242 Mollisia minutella
MH857591 Mollisia caesia CBS:220.56

MT026392 Mollisia ventosa CBS 322.77

MT026391 Mollisia fallens CBS 221.56

MK088059 Mollisia endocrystallina CNF 2/10055

NR 171258 Mollisia prismatica DAOMC 251599

NR 121302 Phialocephala sphaeroides UAMH 10279

MT026458 Nipterella parksi DAOM 56610
MT026404 Mollisia ligni var. ligni CBS 290.59

E MK120898 Patellariopsis dennisii G.M.2017-09-04.3
100 NR 163783 Neopyrenopeziza nigripigmentata MFLU 16-0599
——— MHB856965 Belonopsis excelsior CBS 140.52
MH857193 Niptera pulla CBS 271.53

MT026456 Mollisia discolor DAOM 86811
MH457140 Chlorencoelia versiformis DAOMC251598

95

|
Ryc. 6. Filogram uzyskany z analizy neighbor-joining (NJ) dla sekwencji rejonu ITS izolatow (423J-Mollisia
s. S. sp. 1, 430J-Mollisia s. s. sp., 2495J-Mollisia s. s. sp. 3, 524J-Mollisia s. s. sp. 4, 711J- Mollisia s. s. sp.
6, 797J-Mollisia s. s. sp. 7) nalezacych do kladu II Mollisiaceae (Tanney i Seifert 2020). Bootstrap=1000.

Warto$ci wsparcia ponizej 75% nie sg wySwietlane. Outgroup — Chlorencoelia versiformis

MT026401 Mollisia cf. cinerea DAOMC 251569
MT026447 Mollisia cf. cinerea DAOMC 251594

79
MT026400 Mollisia undulatodepressula CBS 559.63
MT026449 Mollisia sp. cf. undulatodepressula DAOMC 250746

@ 606J

NR 171260 Mollisia rava DAOMC 251562

NR 163788 Neomollisia gelatinosa MFLU 18-0701

MT026452 Mollisia novobrunsvicensis DAOMC 251631

33! NR 171257 Mollisia novobrunsvicensis DAOMC 252263
MT026378 Mollisia sp. 1 DAOMC 251642

KF874619 Acidomelania panicicola 61R8
MT026385 Mollisia cf. melaleuca DAOMC 250744

100
100 [ MT026408 Mollisia cf. melaleuca DAOMC 250733
NR 171259 Mollisia diesbachiana DAOMC 250732

MH872998 Obtectodiscus aquaticus CBS:553.79

g6
495‘_} MT026429 Ombrophila hemiamyloidea DAOMC 251536
NR 163775 Pulvinata tomentosa MFLU 18-1819

MH492942 Mollisia fuscoparaphysata JI106 36

495|:‘;NR 138379 Loramyces macrosporus
100 MH857043 Loramyces juncicola CBS:293.52
MH457140 Chlorencoelia versiformis DAOMC251598

||
0.01
Ryc. 7. Filogram uzyskany z analizy neighbor-joining (NJ) dla sekwencji rejonu ITS izolatu (606J - Mollisia
S. s. sp. 5) nalezacego do kladu I Mollisiaceae (Tanney i Seifert 2020). Bootstrap=1000. Warto$ci wsparcia

1

99

ponizej 75% nie sg wyswietlane. Outgroup — Chlorencoelia versiformis
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Stosunkowo duzych nowych dla nauki gatunkow grzybow wykryto takze w rodzaju
Lachnellula. Obok dwoch znanych gatunkow grzybow tj. Lachnellula calyciformis i L. hyalina
zidentyfikowano takze pi¢¢ innych nieznanych wczesniej gatunkoéw (Ryc. 8). Grzyby z rodzaju

Lachnellula na 2% pozywce MEA tworzyty puszyste kolonie barwy biatej (Fot. 6, 7).

92| MH857859 Lachnellula suecica CBS 268.59
KC464637 Lachnellula flavovirens CBS:191.66
M 521J

MH855626 Lachnellula willkommii CBS 172.35
931 KC464639 Lachnellula occidentalis CBS:160.35
A 793

42

AB481246 Lachnellula resinaria
MH858775 Lachnellula arida CBS 203.66
—5] —|35 tA 584J
MH855623 Lachnellula pini culture CBS 169.35
—— MH858773 Lachnellula subtilissima CBS 196.66
7! 1@687J
40 4194
7B

NR 165202 Lachnellula hyalina CBS 185.66
Os5124

4O 715J

O 7164

O 6814

O 4124

O 5114

O 4264

O 4114

- O 693J

O 6764

O 4134

O 7394

O 8194

O 832y

KC464636 Lachnellula calyciformis CBS:189.66
AB926057 Hymenoscyphus fructigenus TNS:F-44644

|
0.0z

Ryc. 8. Filogram uzyskany z analizy neighbor-joining (NJ) dla sekwencji rejonu ITS izolatow (687J, 419J-
Lachnellula hyalina; 512J-Lachnellula sp. 1, 521J-Lachnellula sp. 2, 584J- Lachnellula sp. 3, 693J-
Lachnellula sp. 4, 793J-Lachnellula sp. 5, pozostale - Lachnellula calyciformis) nalezacych do Lachnellula

spp. Bootstrap=10000. Wartosci wsparcia ponizej 75% nie sg wySwietlane. Outgroup - Hymenoscyphus
fruvtigenus
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Fot. 6. Kultury Lachnellula hyalina uzyskane
MEA).

Fot. 7. Kultury Lachnellula calyciformis uzyskane z pedéw P. mugo (niebieska strzatka,
2% MEA).
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Duzym zréznicowaniem gatunkowym odznaczat si¢ takze rodzaj Coniochaeta. Wsrod
kultur wyizolowanych z pedéw P. mugo stwierdzono 4 znane gatunki (C. acaciae, C.
decumbens, C. nivea, C. velutina) oraz 5 nieznanych wczesniej taksonow (Coniochaeta sp. 1-
5), ktore tworzyly odrebne klady (Coniochaeta sp. 2, sp. 4, sp. 5) lub grupowaly si¢ z C.
taeniospora (Coniochaeta sp. 3) lub z C. boothii (Coniochaeta sp. 1) (Ryc. 9) .

NR 164024 Coniochaeta simbalensis NFCCI 4236

NR 111517 Coniochaeta cateniformis UTHSC 01-1644
NR 120211 Coniochaeta canina UTHSC 11-2460
MH857740 Coniochaeta discospora CBS 168.58

O 6074

MGB828880 Coniochaeta baysunika MFLUCC 17-0830
KP941078 Coniochaeta iranica 0806
91 - KP941076.1 Coniochaeta euphorbiae 1001
A2
NR 168225 Coniochaeta vineae KUMCC 17-0322
NR 154770 Coniochaeta fasciculata CBS 205.38
MW422269 Coniochaeta sinensis CS-04
77— MWO077645 Coniochaeta mongoliae CS-09
~ NR 111520 Coniochaeta lignicola CBS 267.33
97 | NR 111519 Coniochaeta mutabilis CBS 157.44
NR 154769 Coniochaeta luteoviridis CBS 206.38
NR 157509 Coniochaeta rosae TASM 6127
W 485J
MH859264 Coniochaeta velutina CBS 981.68
oc| M 5100
W 847J
< 685
FEMO”O Lecythophora luteorubra UTHSC 01-20

NR 167688 Coniochaeta hoffmannii CBS 245.38
JQ904603 Coniochaeta fodinicola FRL
{LC146727 Coniochaeta nepalica NBRC4

£

LC146726 Coniochaeta cymbiformispora NBRC 32199
MH859528 Coniochaeta angustispora CBS 144.70

O

NR 177571 Coniochaeta nivea ARIZ AK0926

0 7564

0 4440

91| os| 1 5884

0 5994

06714

07760

—— NR 137725 Coniochaeta africana

& s57)
GQ154540 Coniochaeta prunicola CBS:120875
; EF420005 Coniochaeta endophytica AEA 9094

%1 Kv064029 Coniochaeta cephalothecoides L821
NR 159774 Coniochaeta verticillata CBS 816.71
MH861109 Coniochaeta polysperma CBS 669.77
GU553327 Conioch: luti Co29

NR 159772 Coniochaeta ostrea CBS 507.70

JN684909 Coniochaeta gigantospora ILLS:60816
NR 159776 Coniochaeta boothii CBS 381.74

A 5850

MWT750760 Coniochaeta fibrosae CX03C1

NR 121473 Coniochaeta polymorpha CBS 132722

NR 159779 Coniochaeta discoidea CBS 158.80
KU762326 Coniochaeta navarrae LTA3

KU762324 Coniochaeta taeniospora LTA

V 7834

NR 157478 Coniochaeta cipronana CBS 144016
MH860890 Coniochaeta savoryi CBS 725.74
MH859093 Coniochaeta tetraspora CBS 139.68
MH861057 Coniochaeta extramundana CBS 247.77
@ 489)

MK458764 Coniochaeta marina MFLUCC:18-0408

NR 144912 Coniochaeta decumbens CBS 153.42

100

79

KY212751 F
KY212753

garethj
pora jonesii

Ryc. 9. Filogram uzyskany z analizy neighbor-joining (NJ) dla sekwencji rejonu ITS izolatow (565J, 607],
813J- Coniochaeta acacia, 475J, 489J, 775J, 809J-C. decumbens, 444J, 588J, 599J, 671J, 756J, 776J, 777J-C.
nivea, 485J, 510J, 847J-C. velutina, 585J-Coniochaeta sp. 1, 527J-Coniochaeta sp. 2, 783J-Coniochaeta sp. 3,
685J-Coniochaeta sp. 4, 857J-Coniochaeta sp. 5) nalezacych do Coniochaeta spp. Bootstrap=10000. Warto$ci
wsparcia ponizej 75% nie sa wyswietlane. Outgroup - Zanclospora jonesii, Paragaeumannomyces garethjonesii
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Kultury grzybow Coniochaeta spp. na 2% pozywce MEA charakteryzowaly si¢ uboga
biatawg grzybnig powietrzng. Grzybnia substratowa byta barwy jasnobrazowej (Fot. 8, 9, 10).

Fot. 8. Kultura Coniochaeta decumbens uzyskana z pedu P. mugo (niebieska strzatka, 2%
MEA).

Fot. 9. Kultury Coniochaeta nivea uzyskane z pedu P. mugo (niebieska strzatka, 2% MEA).

27



Fot. 10. Kultura Coniochaeta acaciae uzyskana z pedu P. mugo (niebieska strzatka, 2%
MEA).

Kolejnym taksonem, ktéry zostal zidentyfikowany jedynie do poziomu rodzaju jest
grzyb oznaczony jako Cytospora sp. Gatunek ten wykazywal najwicksze podobienstwo
sekwencji ITS do Cytospora bungeanae (identycznos¢ 99,4-99,6%). Takson na 2% pozywce
MEA wytwarzal bardzo charakterystyczne biatawe kolonie z konidioma na brzegu kultury
(Fot.11).

Fot. 11. Kultury Cytospora sp. uzyskane z pedu P. mugo (2% MEA).

Hormonema cf. macrosporum wyizolowano ze 142 pedow (89,9%). Grzyb ten

najczesciej zasiedlat rdzen pedow oraz nasade igiet odpowiednio na 86,3% 1 83,1% pedow.
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Natomiast okoto dwukrotnie rzadziej (46,3% pedow) izolowano ten gatunek z czgsci
obwodowych pedu. H. cf. macrosporum zasiedlatl wszystkie badane pedy zdrowe oraz 70,3 %
pedow z zamartymi wierzchotkami. Grzyb ten na 2% pozywce MEA wytwarzal dwie formy
fenotypowe grzybni (Fot.12). Pierwsza miala strukture ,klaczkowato-weknistg”, za$ druga

»gtadka”. Jedynie grzybnia ,,gtadka” wytwarzata obficie zarodniki konidialne w kulturach (Fot.
12 B).
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Fot. 12. Kultury Hormonema cf. macrosporum uzyskane z pedow P. mugo (2% MEA): A)
morfotyp 1 ,.klaczkowato-weknisty”, B) morfotyp II ,,gtadki”, C) komorki konidiotworcze
oraz konidia wytwarzane na 2% pozywce MEA .
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Analiza filogentyczna sekwencji ITS wykazata, ze izolaty te sg najbardziej spokrewnione z
sekwencjami Hormonema macrosporum, ktore zostaly uzyskane z nasion 1 szyszek
Pseudotsuga menziesii var. menziesii w USA (podobienstwo 99,8% do izolatu CA1.5). Analiza
filogenetyczna do ktorej dotgczono izolaty Sydowia polyspora=Hormonema dematiodes
uzyskane z P. sylvestris z Polski wykazaty, ze prawdopodobnie sg tg dwa rdézne gatunki (Ryc.
10). Poza tym kultury Hormonema cf. macrosporum wytwarzaty znacznie wigksze konidia niz
H. dematioides, ale mniejsze niz H. macrosporum. Nie mozna wykluczyé, ze H. cf.
macrosporum reprezentuje nowy dla nauki gatunek. W tym celu nalezy przeprowadzi¢ dalsze

badania morfologiczne i filogentyczne.
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— AJ278930 Hormonema dematioides E4 19/05/98
KY246317 Sydowia polyspora strain QJ 226 China
725J Sydowia polyspora Pinus sylvestris Poland
AJ278928 Hormonema dematioides D1 06/07/98
KT693747 Sydowia polyspora CBS 750.71
AJ244262 Sydowia polyspora CBS 128.64
MH855019 Sydowia polyspora CBS 116.29
KY246328 Sydowia polyspora LJYS 327 China
AY293068 Sydowia polyspora CBS 544.95
GQ412724 Sydowia polyspora CBS 248.93
KY659505 Sydowia polyspora DAOMC:251469
KU516590 Sydowia polyspora 10Jb14 Abies alba Poland
57 | KY659503 Sydowia polyspora DAOMC:251471
_| KY659502 Sydowia polyspora DAOMC:251470
@ 4024
@ 404y
@ 4050
@ 4065
|- MT663419 Hormonema macrosporum CA1.5 USA
AJ278926 Hormonema dematioides B1 06/07/98
AJ244247 Hormonema macrosporum CBS 536.94
— 821J Sydowia polyspora Pinus sylvestris Poland

100

784J Sydowia polyspora Pinus sylvestris Poland

'— 572J Sydowia polyspora Pinus sylvestris Poland
JQ814699 Sydowia japonica FFPRI 411088
EU552113 Coniozyma leucospermi CBS:111289
g5 |AY616205 Hormonema carpetanum TRN25
a1 AY616204 Hormonema carpetanum TRN201
75| | AY604527 Endoconidioma populi UAMH 10298
91 | AY604526 Endoconidioma populi UAMH 10297
100 | DQ491505 Dothidea sambuci AFTOL-ID 274
AY930108 Dothidea sambuci CBS 197.58
EL AF027764 Dothidea insculpta CBS 189.58
MH857751 Dothidea muelleri CBS 191.58
NR 155043 Dothiora rhamni-alpinae CBS 745.71
NR 138366 Dothiora prunorum CBS 933.72
NR 156189 Kabatina thujae CBS 238.66
AY616212 Kabatina juniperi CBS 466.66
76 L AY616211 Kabatina juniperi CBS 239.66
NR 121294 Scleroconidioma sphagnicola UAMH 9731
ON784004 Rhizosphaera kalkhoffii JE307
ON784040 Rhizosphaera minteri JE315
KY659500 Rhizosphaera pini DAOMC:251499
MW732245 Rhizosphaera pinicola CAA 1007
EU700366 Rhizosphaera oudemansii CBS 226.83
AF462431 Rhizosphaera macrospora ATCC 4636
EU700369 Rhizosph pseudotsugae CBS 101222
KF201300 Hormonema viticola L9D-11

a4 NR 156527 Selenophoma australiensis CBS 124776
MHB860390 Pringsheimia smilacis CBS 873.71

75

495

MHB854707 Aureobasidi lanog CBS 105.22
10 KT693746 Selenophoma mahoniae CBS 388.92
100 NR 147320 Aureobasidium lini CBS 125.21
g1 || NR 144909 Aureobasidium pullulans CBS 584.75
KT693743 Kabatiella microsticta CBS 342.66
||

0.01

Ryc.10. Filogram uzyskany z analizy neighbor-joining (NJ) dla sekwencji rejonu ITS izolatow (402J, 404,
405J,406J — Hormonema cf. macrosporum) nalezacych do wybranych gatunkow z klasy Dothideomycetes.
Bootstrap=1000. Wartosci wsparcia ponizej 75% nie sg wy§wietlane. Outgroup — Aureobasidium spp.
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Drugim w kolejnosci czestosci zasiedlania pedow byt grzyb Lachnellula calyciformis.
Jego obecnos¢ stwierdzono tylko na pedach z objawami zamierania i byly one zasiedlane przez
niego w 38,1%. Biorac pod uwage jego miejsce wystgpowania, najczesciej izolowano go z
cze¢sci rdzeniowej 1 obwodowej z 28,5% pedow oraz z 36,4% pedow z nasady igiel.

Mollisia s. lato zostata wyizolowana z 37 pedoéw (23,4%) i byta trzecim najczesciej
zasiedlajacym pedy grzybem. Byla ona rownie czesto izolowana z pedéw bez objawow
chorobowych oraz z pedéw z objawami zamierania odpowiednio z 22,5% 1 22,9%.

Kolejnym czwartym gatunkiem najczesciej izolowanym byta Hendersonia pinicola
zasiedlajac 18,4% pedow 1 wystepujaca glownie w nasadach igiet. Byla ona izolowana z 5%

pedow bez objawdw chorobowych oraz z 22,9% pedow z objawami zamierania. Grzyb ten

Fot. 13. Kultury Hendersonia pinicola uzyskane z pedu P. mugo (niebieska strzatka, 2%
MEA).

Nastepne 4 najczestsze taksony: Agaricales sp.1, Lophodermium corconticum, Epicoccum
nigrum oraz Tympanis sp. zasiedlaty odpowiednio 13,3%, 12%, 10,1% i 9,5% pedow. Pierwszy
z wymienionych gatunkow 2-krotnie czesciej zasiedlat pedy zdrowe, natomiast L. corconticum
wystepowat tylko na pedach z objawami zamierania. Z kolei E. nigrum wystepowal nieco
czesciej na pedach chorych, a Tympanis sp. stwierdzono tylko na zamierajacych pedach.
Oprocz E. nigrum na pedach P. mugo stwierdzono jeszcze dwa inne gatunki z tego rodzaju: E.
italicum i Epicoccum sp. Wszystkie gatunki z rodzaju Epicoccum wytwarzaty na 2% pozywce
MEA szaro-pomaranczowe kultury (Fot. 14, 15).
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Fot. 14. Kultury Epicoccum nigrum (ex-type of E.mezzettii) uzyskane z pgdu P. mugo
(niebieska strzatka, 2% MEA).

= i vﬁ'{ "‘
Fot. 15. Kultura Epicoccum sp. uzyskana z pedu P. mugo (niebieska strzatka, 2% MEA).

Z tkanek chorych pedéw (a+b) wyizolowano 77 taksonow grzybow, a z tkanek zdrowych
22 taksony a lacznie z obu typow peddéw 87 taksondéw. Tylko 10 taksonow wyizolowanych z
chorych pedow zasiedlaty je powyzej 5%. Nalezaty do nich przede wszystkim: Hormonema cf.
macrosporum (70,3%), Lachnellula calyciformis (38,1%), Mollisia s. lato (12,7%), Tympanis
sp. (11,9%), Epicoccum nigrum (10,2%), Lophium mytilinum (6,8%), Cytospora sp. (5,9%),
Soosiella sp. (5,9%), Cladosporium sp.1 i Hendersonia pinicola (5,1%). Natomiast na pedach

bez objawdw chorobowych stwierdzono tylko 5 taksonow, ktore wystepowaty na powyzej 5%
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badanych pedoéw. Nalezaty do nich: H. cf. macrosporum (100%), Mollisia s. lato (12,5%), E.
nigrum (7,5%), Infundichalara sp. (7,5%), Epicoccum sp. (7,5%).

Z nasady igiet wyizolowano ogétem 83 taksony, w tym z pedéw z objawami chorobowymi
— 66 taksonow 1 z pedow bezobjawowych — 36 taksonow. Tylko 14 taksonow zasiedlato
powyzej 5% chorych pedow. Nalezaty do nich migdzy innymi: H. cf. macrosporum (69,5%),
Hendersonia pinicola (22%), Lophodermium corconticum (16,1%), L. calyciformis (15,3%),
Agaricales sp. 1 ( 10,2%), Leptomelanconium allescheri i Xylaria longipes (7,6%). Z kolei 15
taksondw wyizolowanych z nasady igiet pedow bezobjawowych zasiedlato je powyzej 5%.
Nalezaty do nich przede wszystkim takie gatunki jak: H. cf. macrosporum (90%), Agaricales
sp. 1 (22,5%), Biscogniauxia nummularia i Mollisia s. lato (17,5%), Nemania sp. 1 i
Nigrospora gorlenkoana (10%).

Sposrod wszystkich wyizolowanych 128 taksonow z 158 pedéw tylko 44 z nich
wystepowato zaréwno w tkance pedow jak i u nasady igiel. Natomiast w pedach z objawami
zamierania takich taksonow bylo 34 i nalezaty do nich przede wszystkim: H. cf. macrosporum
(na 68,6% pedow), Lachnellula calyciformis (15,3%), Mollisia s. lato (12,7%) Hendersonia
pinicola (5,1%) i Tympanis sp. (1,7% pedow). Pozostate taksony zasiedlaty ponizej 1% pedow.
Natomiast 45 taksonow wystepowalo tylko w tkance pedow, a nie wystgpowalo w nasadzie
igiet. Do czgsciej wystepujacych nalezaty: Soosiella sp. (5,9% pedow), Cladosporium sp. 1
(5,1%) i Lachnellula hyaline (4,2%). Z kolei tylko z nasady igiet wyizolowano 41 taksonoéw, w
tym z pedéw zamierajacych 32 taksony a wsrod nich najczesciej zasiedlaty pedy Agaricales sp.
1 (10,2%), Lophodermium conigenum (5,2%), Cladosporium sp. 2 (4,2%) i Coniochaeta
velutina (3,4%).

Z szyszek z objawami przebarwien w czgsci wewngtrznej wyizolowano 7 taksondw:
Pachyramichloridium sp., H. cf. macrosporum, Cladosporium sp. 2, Epicoccum nigrum,
Penicillum sp. 3, Trichoderma viridescens i Trichoderma viride. Tylko 2 pierwsze gatunki byty
izolowane cz¢sto odpowiednio z 50% 1 44,1% badanych szyszek. Z kolei z szyszek bez
objawow przebarwien wyizolowano 3 taksony: Epicoccum nigrum (33,3%), H. cf.
macrosporum i Pachyramichloridium sp. z 16,7% analizowanych szyszek. Grzyb
Pachyramichloridium sp. na 2% pozywce wytwarzal bardzo charakterystyczne szare kultury
(Fot. 16)
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Fot. 16. Kultury Pachyramichloridium sp. uzyskane z pedu P. mugo (2% MEA).

Sposrod 130 taksonow wyizolowanych z peddéw, ponad potowa z nich byta lub mogta
by¢ okazjonalnie patogenami roslin. Nalezaty do nich m.in. Biscogniauxia mediterranea, rozne
gatunki z rodzaju Lachnellula i Mollisia oraz Tympanis, Herpotrichia juniper, a przede

wszystkim H.cf. macrosporum (Tab. 5).

Tab. 5. Stanowiska troficzne grzybow i liczba reprezentujgcych ich gatunkow.

Stanowisko Liczba | Stanowisko Liczba Stanowisko | Liczba
troficzne gatunkow | troficzne gatunkow troficzne | gatunkow

Ek/Sg 1 Pm 1 Sg 2

El/ S$ 1 Pm/EI 3 Sg/Ek 1

EI/P? 2 Pp 3 So 1

En/P 2 S 14 S$ 8

P 9 SIE 7 S§/P 4

P/EI 2 SIP 1 S$/El/P 1
P/S 31 S/S$ 1
P/S$ 23 S/S&/Sg/P 1

Objasnienia do tabeli 5: * Status troficzny: S - saprotrof nieokres§lony; El - endofit na lisciach; En — endofit; P - patogen
roslinny; Pp — pasozyt porostowy; S$ - saprotrof na $cidlce; Sg - saprotrof glebowy; S - saprotrof drzewny; EK - endofit

korzeniowy; Pm — mykopasozyt; So - saprotrof na odchodach
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Z kolei 20 gatunkoéw miato w wigkszym lub mniejszym stopniu charakter endofityczny.

Natomiast typowych saprotrofow byto tylko 14 taksonow.

3.2.2 Oznaki etiologiczne wystepujace na zamarlych pedach

Pod katem obecno$ci oznak etiologicznych przeanalizowano 88 peddéw z objawami
zamierania badZ zamartych i 33 z nich stwierdzono obecno$¢ oznak etiologicznych (48,4%)
(Tab. 6). Najwiecej oznak etiologicznych stwierdzono na powierzchni II i IV (70% pedow z
oznakami etiologicznymi), a najmniej na powierzchni 1l (19,6%). Na podstawie oznak
etiologicznych i badan genetycznych stwierdzono obecnos¢ apotecjii Lachnellula calyciformis
(Fot. 17A), Mollisia s. s. sp. 1 (Fot. 17C), Tympanis sp. (Fot. 17E) i Sarnea sp. (Fot. 171).
Grzyby wytwarzajace apotecja zasiedlaty od 14,3% (pow. II) do 44% (pow. III) pedow z

oznakami etiologicznymi.

Tab. 6. Wystepowanie oznak etiologicznych na zamartych pedach.

Powierzchnia | Powierzchnia | Powierzchnia Powierzchnia

I I 1l v
Pedy z objawami liczba/$rednia | liczba/$rednia | liczba/srednia liczba/§rednia| Ogotem
Pedy z oznakami 5 7 9 12 33
etiologicznymi
% pedow z oznakami 33,3 70,0 19,6 70,6 48,4
etiologicznymi
Z apotecjami 1 1 4 5 11
% z apotecjami 20,0 14,3 44.4 41,7 33,3
Inne oznaki 4 6 5 7
% z innymi oznakami 80,0 85,7 55,6 58,3
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Fot. 17. Oznaki etiologiczne wystepujace na pedach kosodrzewiny: A — apotecjum Lachnellula
calyciformis; B — hysterotecja Lophium mytilinum; C — apotecja Mollisia s. s. sp. 1; D —
fragment hymenium workowego Mollisia s. s. sp. 1; E — apotecjum Tympanis sp.; F, G, H —
owaocniki i zarodniki konidialne Hormonema cf. macrosporum, | - apotecja Sarnea sp. ;J -
apotecjum Lachnellula sp. 5 (Fot. R. Jankowiak)

3.3. Charakterystyka objawow zewnetrznych i wewnetrznych na zamierajacych pedach
Pinus mugo oraz mykobiota im towarzyszaca

Szczegotowa analiza symptomow chorobowych na pedach pozwolita na wyrdznienie

10 typow objawow (Tab. 7, Fot. 18 A-J). Najczgs$ciej wystegpowal objaw zamierania
wierzchotku pedu z  przebarwionymi na czerwono-brazowo igtami. Objaw ten wystgpit na 37
pedach (31,4%) wszystkich analizowanych pedow. Ten typ objawu wystepowal na powierzchni
['1 IV i byl nieobecny na powierzchni II. Réwniez stosunkowo licznie wystepowaly objawy
typu B (w srodkowym odcinku pedu widoczne przezywiczenie, przebarwione igly, wierzchotek
i dolna czgs$¢ pedu z zielonymi igtami) | E (zamarte wierzchotki pedow bez igiet), odpowiednio
na 18 i 19 pedach, przy czym najliczniej objaw B wystgpowal na powierzchni II, a objaw E na
powierzchni Il i IV. Niektore z objawoéw wystepowaty tylko na jednej powierzchni, tak jak
objaw A (pow. 1), H (pow. I) czy J (pow. IlI).
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Tab. 7. Charakterystyka i czestotliwo$¢ wystepowania symptomow chorobowych na
poszczegblnych powierzchniach badawczych

Liczba
pedoéw
Typ symptomu | ogote

zewnetrznego m

Liczha | % Liczba | % Liczb | % Liczb | %

A -pedyz 9 9 100
objawami
brunatnej ple$ni

$niegowej

B -w 17 1 59 8 47,1 2 11,8 6 35,
srodkowym 3
odcinku pedu
widoczne
przezywiczenie,
przebarwione
igly, wierzchotek
1 dolna cze$¢ pedu
z zielonymi

igltami

B+B/C 18 1 5,6 8 44,4 3 16,7 6 33,

C - szczyt pedu z 33 15 455 7 21,2 11 33,
zamartymi 3
przebarwionymi
na czerwono-

brazowo igtami

C+C/B,C/F,CIG 37 17 45,9 8 216 | 12 32,

D - szczyt pedu z 6 1 16,7 5 83,3
igtami

przebarwionymi
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na brunatno od
nasady i
zielonymi od

wierzcholtka

E - zamarle
wierzchotki

pedow bez igiet

19

53

36,8

21,1

36,

F - szczyt pedu z
zamartymi
przebarwionymi

na szaro igtami

13

15,4

10

76,9

7,7

F+F/C

14

21,4

10

71,4

7,1

G - wierzchotek
pedu z igtami na
szczycie
brunatnymi, a u

nasady zielonymi

20

80

G+G/C

16,7

16,7

66,7

H - wierzchotek
pedu z czerwono-
brazowymi
iglami, a ponizej
wierzchotka brak

igiet

100

| - catyped z
iglami brazowymi

60

40

J — wierzchotek
pedu zamierajacy
(zwiedty)
zwisajacy w dot,
igly silnie
zredukowane,

jasnobrazowe

100
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K - brak 40 10 25 10 25 10 25 10 25
symptomu

Ogotem liczba 158 46 29,1 37 234 | 39 |247| 36 22,
pedow 8
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Fot. 18. Typy objawow chorobowych na pedach kosodrzewiny: A - ped z objawami brunatne;j
plesni $niegowej; B - w srodkowym odcinku pedu widoczne przezywiczenie, przebarwione igly,
wierzchotek i dolna czgé¢ pedu z zielonymi iglami; C - szczyt pedu z zamartymi przebarwionymi na
Czerwono- brazowo igtami; D - szczyt pedu z iglami przebarwionymi na brunatno od nasady i
zielonymi od wierzchotka; E - zamarte wierzchotki pedow bez igiel; F - szczyt pedu z zamartymi
przebarwionymi na szaro iglami; G- wierzchotek pedu z iglami na szczycie brunatnymi, a u nasady
zielonymi; H- wierzchotek pedu z czerwono-brazowymi igtami, a ponizej wierzchotka brak igiet; I -
caty ped z igtami brazowymi; J — wierzcholek pedu zamierajacy (zwigdly)zwisajacy w dol, igty
silnie zredukowane, jasnobrazowe
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Fot. 19. Objawy brunatnej ple$ni $niegowej: A- widok zaatakowanych catych drzewek; B-
widok pedow zabitych przez grzybnie Herpotrichia juniperi

Tylko na powierzchni nr | stwierdzono kosodrzewing porazong przez brunatng plesn $niegowa
(Fot. 19 A, B). W niektorych miejscach przyczynita si¢ ona do zamierania catych drzewek, a
nawet kep. Bylo to szczegodlnie widoczne w zaglebieniach terenu, w miejscach gdzie dtugo

zalegata pokrywa $niezna.

Wyr6zniono 9 typow objawow chorobowych wewnatrz pedu (Tab. 8), (Fot. 20 N1-N9) .
Najczestszym objawem wewnatrz pedéw byta nekroza catkowita w czesci wierzchotkowej
pedu, ponizej zdrowa tkanka (N3), ktora wystapita w 48 pedach (40,7%). Rowniez z tego typu
nekrozy wyizolowano najwigksza liczbe taksonow (65).Ten typ nekrozy byl obecny na
wszystkich powierzchniach i prawie we wszystkich typach objawu zewnetrznego. Drugim i
trzecim w kolejnosci najczestszym objawem byta nekroza typu N2 (wierzchotek pgdu zdrowy,
w srodkowej czgsci pedu najpierw nekroza w samym rdzeniu, a ponizej rowniez w tkance pod
skorkg) oraz N6 (nekroza catkowita w cze$ci wierzchotkowej pedu, ponizej nekroza tkanek
pod skorka i w rdzeniu) i wystgpowaly one odpowiednio na 21,2% i 16,9% pedow, oraz

zasiedlaty te pedy odpowiednio 31 i 43 taksony. Sposrod 40 pedoéw bez widocznych objawow
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zamierania, na 5 z nich (12,5%) stwierdzono obecno$¢ pojedynczych, niewielkich nekroz
wzdhluz tych pedow. Wskazuje to na rozpoczecie si¢ procesu chorobowego na pedach

bezobjawowych.

Tab. 8. Charakter objawu chorobowego wewnetrznego, wystgpujacego w badanych
pedach kosodrzewiny

Liczbha
taksonoéw | Powierzchnia
grzybow

Typ objgwu wewngtrznego i Llcz’ba % pedow Typ objawu
jego symbol pedow zewnetrznego

Nekroza catkowita w czesci
wierzchotkowej pedu, ponizej
nekroza tkanek pod skorka i w
rdzeniu — N6

20 16,9 43 I,

Nekroza catkowita w czesci
wierzchotkowej pedu, ponizej 16 13,6 C,D,EF 28 I, 11, I
przebarwienie w rdzeniu —N1

Nekroza catkowita w czesci
wierzchotkowej pedu, ponizej
przebarwienie w rdzeniu, w
drugiej potowie pedu nekroza
tkanek pod skorka i w rdzeniu
—N5

Nekroza catkowita w czesci A
wierzchotkowej pedu, ponizej 48 40,7 C
zdrowa tkanka —N3 E,

, CIG, D, 65 (I T Y
F

3 2,5 F, G 11 I,

Nekroza catkowita na prawie
catym pedzie —N4

Nekroza catkowita na prawie
catym pedzie, rdzen sczerniaty 1 0,8 E 3 Il
—N9

Wierzchotek pedu zdrowy, w
srodkowe;j czgsci  pedu
najpierw nekroza w samym
rdzeniu, a ponizej rowniez w
tkance pod skorka —N2
Wierzchotek pedu zdrowy, w
srodkowej czesci pedu
nekroza tylko w tkance pod
skorka —N8

B, C, C/B, D,

25 21,2 EG 1K

31 (I

6 5,1 B, G 24 I, v

Ped bez symptomow

. 35 22,2 23 (I
zewngtrznych i wewnetrznych
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Fot. 20. Objawy chorobowe wewnatrz pedéw kosodrzewiny: -- nekroza catkowita w cze$ci
wierzchotkowej pedu, ponizej przebarwienie w rdzeniu N2 - wierzchotek pedu zdrowy, w
srodkowej czesci pedu najpierw nekroza w samym rdzeniu, a ponizej rowniez w tkance pod skorka;
N3 - nekroza catkowita w czgséci wierzchotkowej pedu, ponizej zdrowa tkanka; N4 - nekroza
catkowita na prawie calym pedzie; N5 - nekroza catkowita w czgsci wierzchotkowej pedu, ponizej
przebarwienie w rdzeniu, w drugiej potowie pgdu nekroza tkanek pod skorka i w rdzeniu; N6 -
nekroza catkowita w czesci wierzchotkowej pedu, ponizej nekroza tkanek pod skorka i w rdzeniu,
. - nekroza boczna w czesci wierzchotkowej pod skorka 1 w rdzeniu; N8 - wierzchotek pedu
zdrowy, w $rodkowej czesci pedu nekroza tylko w tkance pod skorka; N9 - nekroza catkowita na
prawie catym pedzie, rdzen sczerniaty; - - szyszka z nekroza w czgéci rdzeniowej
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Z typu N3 najczesciej izolowano H. cf. macrosporum (89,6%), a nastepnie L. calyciformis
(43,8%), Tympanis sp. (27,1%), H. pinicola (22,9%), Mollisia s. lato (18%) oraz L. corconticum
I E. nigrum (16,7%) i (14,6%). Z nekrozy typu N2 najczesciej izolowano H. cf. macrosporum,
L. calyciformis, C. nivea, Mollisia s. lato i Mollisia s.s.sp.2 odpowiednio z 56%; 28%; 25%;
24% 1 16% pedow z tym objawem. Z objawu wewnetrznego typu N6 z 90% peddéw z tym
objawem izolowano H. cf. macrosporum, 45% L. calyciformis, z 35% Cytospora sp. i z 20%
H. piniola (Tab. 9).
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Tab. 9. Typy symptomow chorobowych wewnatrz pedow i grzyby im towarzyszace

Nazwa grzyba

B,C

20 |B,C,,
10

4

B.G
50

10

2

B/C,
CG
CIF
CIF

10,
4
2,1
2,1
2,1
2,1
2,1

1

C

6,3
6,3

1
2
1

Aequabiliella
palatina
Agaricales sp. 1
Allantophomopsie
lla pseudotsugae
Allantophomopsis
cytisporea
Allantophomopsis
lunata
Allantophomopsis
sp. 2
Allantophomopsis
sp. 3
Alternaria
alternata
Alternaria
murispora
Alternaria sp.
Apiospora
arundinis
Ascomycota




Athelia sp. 1 2,1 C
Athelia sp. 2 2,1 B
Bacilliformis
hyalinus 2,1 c
Barrenia sp. 6,3
Biscogniauxia cf.
mediterranea 2.1 ¢
Biscogniauxia
mediterranea 2,1 C
(clade E)
) 16,
Boeremia sp.
7
Botrytis cinerea 1;5]
Cantharellales 176 '
Cenangium D
ferruginosum
Chaetomium 16,
cochliodes 7
Chaetomium 16,
globosum 2,1 F 7
Cladosporium sp. 10, Elg}
1 4 G
Cladosporium sp.
5 6,3 Bl 2,1 E
Coniochaeta 10, C, 33,
acacia 4 CIF 3
Coniochaeta 10, | E,C,
decumbens 6.3 B.C 4 | CIG
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Coniochaeta

. 25 CE 25| B 2 42 | CE 10 | DH
nivea
Coniochaeta sp. 3 4 B 1 2,1 C
Coniochaeta sp.2 3 6,3 |C,E,J 15 J 50
Coniochaeta 4 B 3 6.3 D.E,
velutina F
Coprinellus 6.3 E
micaceus
Cytospora sp. 35 | AH,I
Daldinia loculata 1 2,1 E
Dermea sp. 4 |
Didymella 333 B
pinodella '
Diplodia sapinea 5 H
E_pict_)ccum 4 B
italicum
Epicoccum 14 B,C,
nigrum (ex-type 13 E 8 | B,G 7 6, F,.C/ 5 |
of E.mezzettii) G,J
Epicoccum sp. 6,3 C 4 B
. . 16,
Epithamnolia sp. 66,7 B.E 7
Fusarium sp. 1 2,1 C
Gyromitra infula 1 2,1 E 100
Helotiales 1 2,1 C
. B,C,
Hendersonia 38 | CEF 11 22, EF, 66,7 | EG 25 | ACI 3,
pinicola 9 G 3
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Herpotrichia

juniperi 1163 C 1|4 C 1 21| CIG 3 15 Al 7 B
B,B/
C.C
B,C e AB,C
Hormonema cf. C,D.E, iy 89, | CIF, 121 33,
macrosporum 14| 88 = 14 |56 | GK(| 43 6 | c/c 33,3 B 18 | 90 | D,H,I, 3 100 | B,G 100
10) ' J
D,E,
F.GJ
Hyalodendriella
5p. 1 21| CIF
Hypoxylon
fragiforme 1 5 A
. C.E,
Infundichalarasp. | 1 | 6,3 C 2 |8 K 3 6,3 G 1 5 A
Jackrogersella
cohaerens 1163 c
Jugulospora
rotula 1 2.1 c
AB,
Lachnellula B,C, 43, | CE, AB,C, 33, 33,
calyciformis 7| 44 CE 7 |28 Gl 21 8 | Fc/ 66,7 B,G 100 9 45 | 3 3 B,G
G
Lachnellula
hyaline 2|13 E 1 2,1 E 2 10 A
Lachnellula sp. 1 1 2,1 C 1 5 A
Lachnellula sp. 2 1 2,1 C
Lachnellula sp. 3 1|4 B
Lachnellula sp. 4 1 2,1 C
Lachnellula sp. 5 1 2,1 C
Leptomelanconiu 5|31 | CEF 1 2.1 C 3 |15 |BCD 100

m allescheri
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Lophium 63 10, | B,C, 33, 16,
mytilinum ' 4 F 3 7
Lophium sp. 1 10 |
Lophium sp. 2 6?’
Lophium sp. 3 6,3 4,2 C 5 I 33' l?'
Lophodermium
conigenum 6,3 4 G 6,3 | CF 5 |
Lophodermium C,D, 16, | BIC, 33, 16,
corconticum 16 G|l 7 CE 10 AC 3 7 100
Lophodermium
.1 4 B 5 |
Lophodermium 16,
sp. 2 4 B 7
Massarinaceae 42 J 5 J
Micraspidaceae 4 B 83| CG
Microsphaeropsis 6.3 B,C, 16,
olivacea ’ G 7
Moellerodiscus 16,
sp. 8| BC 7
. AC,
Mollisia s. lato 24 | B,C,I 18 DE 33,3 E 15 Al
Mollisia s. s. sp. 2 16 CI’ED’
Mollisia s. s. sp. 3 2,1
Mollisia s. s. sp. 4 4 E
Mollisia s. s. sp. 6 2,1 C
Mollisia s. s. sp. 7 2,1 C
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Mollisia s. stricto
sp. 1

13

Mollisia
scopiformis

6,3

Nemania diffusa

Neurospora
calospora

Nigrospora
gorlenkoana

8,3

AC

10

AB

G,F

Pachyramichlorid
ium sp.

50

Penicillium
bialowiezense

Penicillium
glaucoalbidum

Penicillium sp. 1

Peniophora
cinerea

2,1

Phacidium sp.

2,1

CIF

Phaeotheca
fissurella

2,1

Phaeothecaceae

Phanerochaete
sordida

2,1

Phialocephala sp.

4,2

Phomatodes
pilosa

4,2

Sirococcus
conigenus

2,1

Soosiella sp.

4,2

CF

10

B,C
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Sordaria fimicola 4 8,3 C 10 7
Stylonectria
hetmanica 1 2.1 F
Synnemapestaloid 16,
es 5p. 2 4,2 F 5 7
Therrya pini 6,3 °
Therrya sp.1 1 2,1
Therrya sp.2 1 2,1 5
Trichoderma 5
parapiluliferum
Trichoderma 33,
viridescens 3
Tympanis sp. 13 2; ! Ec):/cé’ 33,3 G
Variabilispora sp. 6,3
Varicosporium sp. 5
B/C,
Xylaria longipes 13 4 8,3 | CE, 3:?’ 1?’
F
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3.4. Wplyw wysokos$ci n.p.m. na symptomy chorobowe i sklad gatunkowy grzybow
zasiedlajacych zamarle pedy

Liczebno$¢ taksondéw roznita si¢ na poszczegdlnych powierzchniach badawczych i
wynosita od 25 na pow. Il do 41 na pow. IV (Tab. 10). Wraz z wysokoS$cig n.p.m. zwiekszato
si¢ nasilenie wystepowania H. cf. macrosporum z 75,7% (pow. 1) do 97,2% (pow. 1V), C.
decumbens z 6,5% (pow. 1) do 13,95% (pow. IV), B. nummularia z 2,2%( pow. I) do 8,3%
(pow. 1IV), Micraspidaceae z 2,2% (pow.l) do 11% ( pow. IV), X. longines z 2,2% ( pow. 1) do
11,1% (pow. V), Coniochaeta sp.2 z 0%( I) do 13,9% (IV), Epicoccum sp. z 0% (I) do 8,3%
(1V) i Pachyramichloridium sp. z 0% ( I, I, Ill) do 11,1% ( 1V) (Tab. 11). Liczebnos$¢
zasiedlanych pedéw przez wigkszo$¢ stwierdzonych taksondw wyraznie zmniejszata si¢ wraz
z wysokoscig n.p.m., np.: L. calyciformis z 47,8% pedow (1) do 25% (I1), C. acacia z 24% (1)
do 2,8% (1V), Cytospora sp. z 15% (1) do 0% (IV). Tylko na powierzchni nr I wystepowato 16
gatunkéw, m.in. Cytospora sp., Allantophomopsis sp. 2, Lophium sp. 1, Therrya sp.2,
Aequabiliella palatina, Allantophomopsis lunata i Diplodia sapinea. Z kolei tylko na najwyzej
polozonej pow. IV wystepowato 25 taksonow, ktore nie byty izolowane z pedéw na pozostatych
powierzchniach. Do tych gatunkow nalezalty m.in.: Athelia sp. 1, Cantharellales, B.
mediterranea, B. cf. mediterranea, Chaetomium cochliodes, Daldinia loculata, Mollisia s. s.
sp. 3, Nemania serpens, Pachyramichloridium sp., Rosellinia corticium oraz Tympanis sp.,

ktory wystepowat licznie na tej powierzchni, a sporadycznie tylko na pow. II 1 III.

Tab. 10. Liczebnos¢ analizowanych peddw i taksonow na
powierzchniach badawczych

Liczba i % Pow. | Pow. Il Pow. I1I Pow. IV
pedy
46 37 39 36
% pedow 20,1 23.4 24,7 22.8
takson 33 25 32 41
% taksonow 25,19 19,08 24 43 31,30
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Tab. 11. Sktad gatunkowy grzyboéw oraz % zasiedlonych przez nie p¢déw na poszczegdlnych
powierzchniach badawczych

Taxon

Powierzchnia nr |

Powierzchnia nr 11

Powierzchnia nr 111

Powierzchnia nr IV

Liczba
pedow

% pedow

Liczba
pedow

% pedow

Liczba
pedow

% pedow

Liczba

N ,
pedéw % pedow

Agaricales sp. 1

6

13,0

2

54

8

20,5

5 13,9

Athelia sp. 1

1 2,8

Athelia sp. 2

2,6

Cantharellales

1 2,8

Coprinellus
micaceus

2,7

2,6

Peniophora cinerea

Trametes versicolor

Aequabiliella
palatina

2,2

Allantophomopsis
cytisporea

2,2

2,6

Allantophomopsis
lunata

2,2

Allantophomopsiella
pseudotsugae

2,7

Allantophomopsis sp.

1

2,7

Allantophomopsis sp.

4,3

Allantophomopsis sp.

2,2

51

Apiospora arundinis

2,7

Ascomycota

4,3

51

Alternaria alternata

2,2

2,6

Alternaria
murispora

2,7

Alternaria sp.

4,3

2,6

Bacilliformis
hyalinus

2,2

Barrenia sp.

2,2

Biscogniauxia
mediterranea (clade
E)
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Blscog_nlauma cf. 1 2.7 2 5.6
mediterranea
Blscogmaw_(la 1 22 2 5.4 7.7 3 8.3
nummularia
Boeremia sp. 1 2,8
Botrytis cinerea 1 2,2 1 2,8
Capturomyces sp. 1 2,2
Cenangium
. 2,6
ferruginosum
Chaetomium 26 2 5.6
globosum
Chaetomium 1 2.7
subglobosum
Chaetqmlum 1 28
cochliodes
Cladosporium sp. 1 2 4,3 1 2,7 2,6 3 8,3
Cladosporium sp. 2 1 2,2 2 54 2,6 1 2,8
Cladosporium sp. 3 0,0 0,0 0,0 1 2,8
Coniochaeta acacia 11 23,9 1 2,7 2,6 1 2,8
Coniochaeta 3 6,5 2 5,4 7.7 5 13,9
decumbens
Coniochaeta nivea 4 8,7 2 54 15,4
Coniochaeta velutina 1 2,2 2 54 1 2,8
Coniochaeta sp.1 1 2,8
Coniochaeta sp.2 1 2,7 7,7 5 13,9
Coniochaeta sp. 3 1 2,2 1 2,7
Coniochaeta sp. 4 1 2,7
Coniochaeta sp. 5 2,6
Cytospora sp. 7 15,2
Daldinia loculata 1 2,8
Dermea sp. 2,6
Didymella pinodella 1 2,7
Diplodia sapinea 1 2,2
Epicoccum italicum 1 2,7
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Epicoccum nigrum

(ex-type of 4 8,7 5 13,5 6 15,4 1 2,8
E.mezzettii)
Epicoccum sp. 1 2,7 1 2,6 3 8,3
Epithamnolia sp. 1 2,2 5 13,5 1 2,8
Fusarium sp. 1 2,8
Gyromitra infula 1 2,7 1 2,8
Hendersonia 8 17,4 14 37,8 3 77 3 83
pinicola
Helotiales 1 2,8
Herpotrichia juniperi 5 10,9 1 2,6 1 2,8
Hormonema cf.
macrosporum 41 89,1 28 75,7 37 94,9 35 97,2
Hyalodendriella sp. 1 2,2
Hypoxylon 1 2.2 1 2,7 2 5,1
fragiforme
Infundichalara sp. 4 8,7 1 2,7 1 2,6 2 5,6
Jackrogersella 1 2.2
cohaerens
Jackrogersella
multiformis 1 2.8
Jackrogersella sp. 1 2,2 1 2,8
Jugulospora rotula 1 2,8
Lachnellula 22 47,8 15 40,5 8 205 9 25,0
calyciformis
Lachnellula hyaline 2 4,3 4 10,8
Lachnellula sp. 1 1 2,2 1 2,8
Lachnellula sp. 2 1 2,8
Lachnellula sp. 3 1 2,7
Lachnellula sp. 4 1 2,6
Lachnellula sp. 5 1 2,6
Leptomelanco_nlum 5 109 4 103 1 28
allescheri
Lophium mytilinum 5 13,5 1 2,6 3 8,3
Lophium sp. 1 2 4,3
Lophium sp. 2 1 2,7
Lophium sp. 3 1 2,7 2 51 2 5,6
Lophodermium 1 2.7 3 7.7 2 5.6

conigenum
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Lophodermium

- 6 13,0 17,9 13,9
corconticum
Lophodermium sp. 1 1 2,2 2,6
Lophodermium sp. 2 5,6
Massarinaceae 7,7
Micraspidaceae 1 2,2 3 8,1 51 11,1
Mlcros_phaerop5|s 5.1 5.6
olivacea
Moellerodiscus sp. 2,6 5,6
Mollisia scopiformis 1 2,2 2,6
Mollisia s.lstrlcto sp. 3 6.5 5.1
Mollisia s. s. sp. 2 10,3
Mollisia s. s. sp. 3 2,8
Mollisia s. s. sp. 4 1 2,7 2,6
Mollisia s. s. sp. 5 1 2,2
Mollisia s. s. sp. 6 1 2,2
Mollisia s. s. sp. 7 2 4,3 2,8
Mollisia s. lato 5 10,9 14 37,8 15,4 16,7
Nemania diffusa 1 2,2
Nemania serpens 5,6
Nemania sp. 1 10,3
Nemania sp. 2 51
Neurospora 26
calospora
Nigrospora 5 10,9 3 8,1 5,1 56
gorlenkoana
ngrosp_ora 26
sphaerica
Pachyramichloridiu 111
m sp.
Penicillium
glaucoalbidum 2.6 28
Penicillium
. h 2,6
bialowiezense
Penicillium sp. 1 2,6
Penicillium sp. 2 2,8

Penicillum sp. 3
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Phacidium sp. 1 2,2

Phomatodes pilosa 2 5,6
Phanero_chaete 1 28
sordida
Phaeotheca 2 43 1 27 1 2,6
fissurella
Phaeothecaceae 1 2,2 1 2,7
Phialocephala sp. 2 5,6
Rosellinia corticium 2 5,6
Slro_coccus 2 5.1
conigenus
Soosiella sp. 3 6,5 2 54 1 2,6 2 5,6
Sordaria fimicola 4 8,7 1 2,6 2 5,6
Stylonec.trla 1 27
hetmanica
Synnemasp;stalmdes 1 2.2 2 5.4 1 28
Therrya pini 1 2,2 1 2,7
Therrya sp.1 1 2,2 1 2,6
Therrya sp.2 2 4,3
Trlchodgrma 1 2.2 1 2.7
parapiluliferum
Tr_|c_hoderma 1 2.2 2 5.6
viridescens
Trichoderma viride
Tympanis sp. 1 2,7 1 2,6 12 33,3
Variabilispora sp. 1 2,7
Varicosporium sp. 1 2,2
Xylaria longipes 1 2,2 5 13,5 4 11,1
Xylariaceae 1 2,8

3.5. Zwiazek przyrostu radialnego kosodrzewiny z nasileniem zamierania pedow

Wsrod 5 przeanalizowanych pedow bezobjawowych $rednia liczba pedoéw wierzchotkowych
wahata si¢ od 13 do 20 szt. (§r. 20,4), natomiast drugiej grupie pedow ze stabym zamieraniem
wierzchotkow, $rednia liczba p¢dow wynosita 36 i wahata sie¢ od 16 do 70, a srednia liczba

zamartych wierzchotkow wynosita 2,2 szt. Z kolei pedy ze §rednim zamieraniem wierzchotkéw
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(6,2 szt. na ped) miaty od 22 do 74 pedow wierzchotkowych. W ostatniej grupie pedy z silnie
zamierajacymi wierzchotkami od 31,8% do 100% ( $rednio 50,3%) mialy tylko $r. 20
wierzchotkow/ped (Tab. 12). Wraz z nasileniem zamierania wierzchotkow zwigkszat si¢ udziat
starych, zamartych wierzchotkow z 1,4% dla grupy stabego zamierania, do 4,6% dla $redniego

zamierania wierzchotkow, do 5,2% dla grupy pedow z silnie zamierajacymi wierzchotkami.

Tab. 12. Charakterystyka pedéw bezobjawowych i objawowych pedow wierzchotkowych na
dtugosci 50 cm

Liczba pedéw wierzcholtkowych
ze starym
ze §wiezo zamartym
zamarlym wierzchotkiem (
Wierzcholl.(iem bez igiel) ale Liczba Liczba .
Nr (brunatne igly) dolna czes¢ pedow | zamartych /o zamariyc;h
pedu | zdrowych pedu z iglami (g+h) | wierzchotkow wierzchotkow
glowny | boczne towny | boczne
@ | ® =

1 16 16 0 0

2 13 13 0 0,0
3 25 25 0 0,0
4 20 20 0 0,0
S 28 28 0 0

6 40 1 41 1 2,4
7 15 1 16 1 6,3
8 64 1 5 70 6 8,6
9 15 1 16 1 6,3
10 35 2 37 2 54
11 23 1 2 6 32 9 28,1
12 19 4 23 4 17,4
13 32 5 37 5 13,5
14 64 1 1 8 74 10 13,5
15 19 1 2 22 3 13,6
16 15 3 1 6 25 10 40,0
17 26 1 12 39 13 33,3
18 7 6 13 6 46,2
19 1 3 4 4 100,0
20 15 1 1 5 22 7 31,8

Sredni roczny przyrost radialny pedéow na wysokosci 50 cm od wierzchotka wynosit

0,82 mm dla pedéw bezobjawowych i byt mniejszy prawie dwukrotnie (0,45 mm) na pedach z
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silnie zamierajacymi wierzchotkami. Ta zalezno$¢ dotyczyta przyrostu z ostatnich 5 lat i

nieznacznie zmniejszata si¢, gdy brano pod uwage przedziat czasowy od ostatnich 6 do 10 lat.

Warto$¢ wspotczynnika korelacji pomigdzy nasileniem zamierania wierzchotkéw pedow a ich

przyrostem radialnym byta $rednia i wynosita -0,45 mm, natomiast dla przyrostow z ostatnich

6 do 10 lat byta nieco mniejsza i wynosita -0,38 mm (Tab. 13).

Tab. 13. Sredni przyrost radialny pedéw przez 5 ostatnich lat, od ostatnich 6 do 10 ostatnich lat i przez 10
ostatnich lat w zaleznosci od stopnia nasilenia zamierania wierzchotkow oraz warto$¢ wspotczynnika

korelaciji.
o Sredni przyrost roczny pedéw w okresie:
w?;rl}elz?:w do 5 lat od ostatnich 6 do 10 lat do 10 lat
pedow ) Odch. wsp. | Odch. wsp. ) Odch. wsp.
Srednia std korelacji | Srednia std korelacji | Srednia std korelacji
brak 0,82 0,25 0,88 0,44 0,79 0,26
stabe 0,59 0,36 0,68 0,36 0,62 0,35
$rednie 0,62 0,32 -0,445 | 0,75 0,42 -0,378 0,65 0,30 -0,398
silne 0,44 0,22 0,54 0,29 0,52 0,28
Ogodtem 0,62 0,30 0,71 0,38 0,65 0,29

Statystycznie istotna r6znica wystgpita pomiedzy nasileniem zamierania pedow a przyrostem

radialnym wystapita tylko pomigdzy pgdami bezobjawowymi i z silnie zamierajacymi

wierzchotkami dla przyrostow z ostatnich 5 lat (Ryc. 11, Tab. 14).

Dla pozostatych przedzialéw czasowych nie wystgpita statystycznie istotna korelacja dla tych

parametréow (Ryc. 12, 13, Tab. 15,16). Prawdopodobnie miato na to wpltyw zbyt mata liczba

(5 szt.) pedow uwzgledniona przy tych analizach.
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. 0 Srednia
silne

Ryc.11. Sredni przyrost radialny pedu przez ostatnie 5 lat w zaleznosci od nasilenia zamierania

wierzchotkow pedow.

Tab. 14. Wynik statystyki dla przyrostow radialnych z ostatnich 5 lat.

TestNIR; Zmienna: (Arkuszl)
Zaznaczone réznice sg istotne zp <,05900
{1} {2} {3} {4}

Zamieranie wierzchotkow M=,81900 M=,59040 M=,61840 M=,43880
brak {1} 0,23867%  0,298721  0,05868¢
stabe {2} 0,23867% 0,882701 0,428867
Srednie {3} 0,298721 0,882701 0,35054Z
silne {4} 0,05868¢ 0,428867 0,35054Z
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brak stabe $rednie silne [] $rednia+Blad std
Zamieranie wierzchotkéw kosodrzewiny T Srednia+1,96*Btad std

Ryc. 12. Sredni przyrost radialny pedu od ostatnich 6-10 lat w zaleznosci od nasilenia zamierania
wierzchotkow pedow.

Tab. 15. Wynik statystyki dla przyrostow radialnych z ostatnich 6 do 10 lat.

TestNIR; Zmienna: (Arkuszl)
Zaznaczone roznice sg istotne zp <,05000
{1} {2} {3} {4}

Zamieranie wierzchotkow M:,88120 M:,67600 M:,75320 M:,53620
brak {1} 0,411327 0,605951 0,17527€
stabe {2} 0,411327 0,755061 0,573464
Srednie {3} 0,605951  0,755061 0,385552
silne {4} 0,17527€ 0573464 0,385552
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Ryc. 13. Sredni przyrost radialny pedu w ciagu ostatnich 10 lat w zaleznosci od nasilenia zamierania
wierzchotkow pedow.

Tab. 16. Wynik statystyki dla przyrostow radialnych z ostatnich 10 lat.

TestNIR; Zmienna: (Arkuszl)
Zaznaczone roznice sg istotne zp <,05000
{1} {2} {3} {4}

Zamieranie wierzchotkow M:,79193 M:,62042 M:,64997 M:,52164
brak {1} 0,37763€  0,46347& 0,17192C
stabe {2} 0,37763€ 0,877742  0,60836C
Srednie {3} 0,46347&  0,87774% 0,50684¢
silne {4} 0,17192C, 0,60836C  0,50684¢
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4. Wnioski koncowe

1. Na wszystkich badanych powierzchniach, kosodrzewina zostata dotknig¢ta procesem
chorobowym, ktory znajduje si¢ w roznym stopniu zaawansowania, na co pewien wplyw moze
wywiera¢ wysoko$¢ n.p.m. Zjawisko zamieranie pedow wystgpito w mniejszym nasileniu, niz
w latach poprzednich i nie przekraczalo zwykle 5% analizowanych pedow wierzchotkowych.
Jedynie na wyzszych wysokosciach, proces ten byl miejscami bardziej nasilony, co wskazuje
na istotne znaczenie warunkéw klimatycznych na proces chorobowy.

2. Do najwazniejszych czynnikow pogodowych mogacych wptywaé na ksztaltowanie si¢
procesu chorobowego kosodrzewiny, poprzez upodatnienie jej na dziatanie patogenicznych
grzybow nalezy zaliczy¢ niskie temperatury i dtugie zaleganie pokrywy $nieznej.

3. Stwierdzono wystepowanie istotnej ujemnej korelacji migdzy wielkoscig radialnego
przyrostu stojow rocznych kosodrzewiny a nasileniem zamierania pedow. Najwiece]
zamierajacych wierzchotkow pedow wystapito przy srednim przyroscie 0,44 mm, a u pedow
zdrowych sredni przyrost radialny wynosit 0,82 mm. Niski przyrost roczny kosodrzewiny
wskazuje na obnizong zywotno$¢ i w zwigzku z tym na wigksza podatnos¢ na grzyby
patogeniczne.

4. Najczestszym symptomem chorobowym na pedach tegorocznych byto zamieranie i1
brunatnienie catych igiet na szczycie pedu, zamarle wierzcholki pedow bez igiet i
przezywiczenie pedow. Czesto pedy charakteryzowatly si¢ takze zamarlymi wierzchotkami i
dolng czgsécig pedu z zielonymi igltami w czgséci srodkowej.

5. Najczgstszym wewnetrznym objawem stwierdzonym na chorych pgdach bylo wystgpowanie
catkowitej nekrozy pedu, najczesciej w czesci wierzchotkowej. Stosunkowo czesto w pedach
kosodrzewiny obserwowano takze nekroze rdzenia w czesci wierzchotkowej pedu oraz w zywej
czesci pedu, lokalne nekrozy perydermy wewnetrznej i rdzenia lub nekrozy wystepujace
wylacznie w rdzeniu.

6. Pedy kosodrzewiny zasiedlaly bardzo liczne i zréznicowane gatunkowo zbiorowiska
grzybow (wykryto 131 taksonow). Czestos¢ wystepowania poszczegolnych gatunkow grzybow
zalezata od typu objawu chorobowego (pgdy symptomatyczne i asymptomatyczne), rodzaju
tkanki (tkanki przyobwodowe pedow, rdzen pedow, nasady igiet, szyszki) i lokalizacji
powierzchni (nizsze, wyzsze potozenia n. p. m.). Tkanki pedow z objawami chorobowymi byty
znacznie czesciej skolonizowane przez grzyby (109 taksondw) niz pedy asymptomatyczne (52
taksonéw). Jednak pod wzgledem czestosci wystepowania zaznacza si¢ dominacja zaledwie

kilkunastu gatunkow gdyz tylko 10 gatunkéw zasiedlato powyzej 10% peddéw z objawami
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chorobowymi. Z Kkolei najmniej gatunkow stwierdzono na powierzchni II (49 taksonow), a
najwigcej na powierzchni IV (69 taksonow).

7. Sposrod wyizolowanych grzybow najwieksza rolg w powodowaniu nekroz tkanek pedow
kosodrzewiny nalezy przypisa¢ Hormonema cf. macrosporum, a nastepnie Mollisia spp.,
Lachnellula spp., Tympanis sp., Cytospora sp. i Herpotrichia juniperi. Najwigksza role w
powodowaniu nekroz tkanek w pedach odgrywat H. cf. macrosporum, ktéry dominowat w
izolacjach z symptomatycznych pgdéw kosodrzewiny. Grzyb ten pospolicie zasiedlat takze
zywe tkanki pedow, nie wykazujgce objawdéw chorobowych 1 nalezy go uznaé za typowego
endofita kosodrzewiny. Ze wzgledu na miejsce izolacji tego grzyba (nasady igiel, tkanka
przyobwodowa i rdzen pedu oraz wnetrze szyszek), moze on jako pierwszy powodowac
nekrozy w tkankach pedoéw kosodrzewiny. Hormonema cf. macrosporum oraz powyzej
wymienione patogeny przenikaja do rdzenia pedu przez paczek szczytowy, nasadg igiet lub w
miejscu kontaktu szyszki z p¢dem.

8. Okazjonalnie w procesie zamierania pedow moga wspdtuczestniczy¢ takze inne patogeny,
znane z wywotywania nekroz i rakéw na drzewach iglastych. Sg to takie gatunki jak np.
Biscogniauxia mediterranea, B. nummularia, Botrytis cinerea, Cenangium ferruginosum
Cytospora sp., Fusarium sp., Sirococcus conigenus i Sphaeropsis sapinea.

9. Na zamierajgcych pedach kosodrzewiny nie stwierdzono obecnosci grzyba Gremmeniela
abietina - znanego sprawcy zamierania pedow sosny.

10. Grzyb Herpotrichia juniperi preferowal kosodrzewing rosnaca w jej dolnym zasiegu.
Gatunek ten powodowat stosunkowo duze szkody, przyczyniajac si¢ do zamierania calych
peddéw a nawet catych drzewek kosodrzewiny. Szczegdlne nasilenie tej choroby byto widoczne
w zaglebieniach terenu, gdzie dluzej zalega $nieg.

11. Wraz z wysokos$ciag n.p.m. zmieniata si¢ mykobiota zasiedlajaca pedy kosodrzewiny.
Niektore taksony (16) wystgpowalo tylko w najnizej potozonej powierzchniach a niektore w
najwyzej polozonej (25 taksondéw). Zaobserwowano rowniez systematyczny wzrost liczby
niektorych taksondw wraz ze wzrostem wysokosci lub zmniejszanie si¢ tej liczby wraz ze
zmniejszaniem si¢ liczby gatunkéw. Swiadczy to o duzej roli warunkéw meteorologicznych
na mykobiota zasiedlajaca kosodrzewing.

12. Zamierajace i asymptomatyczne pedy kosodrzewiny sa substratem, na ktorym rozwija si¢
wiele nieznanych wczesniej nauce gatunkéw grzyboéw. Badania wykazaly, ze wsrod

wyizolowanych 131 taksonow grzyboéw okoto 50 z nich reprezentuje nowe gatunki dla nauki.
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