
GRZYBY ZASIEDLAJ CE PRÓCHNIEJ CE DRZEWO
W OBSZARZE CHRONIONYM ZACHODNIEGO

LASOSTEPU UKRAINY

Wiadomo,!e gatunkiTrichodermas" trudne do zidentyfikowania za pomoc" analizy
molekularnej (Jaklitsch and Volgmayr, 2015). Zwykle wymagana jest amplifikacja wi#kszej
liczby fragmentów genomu, aby przeanalizowa$przynale!ne gatunki szczepów. W naszym
badaniu region ITSokaza si# nieinformatywny jako marker do identyfikacji gatunkowej
szczepówTrichodermaz Podilski Tovtry, Natomiast regiontef okaza si# bardziej
specyficzny, co zobrazowano na dendrogramie (ryc. 4). W kompleksie gatunków
harzianumITS nie jest wystarczaj"co informatywnym markerem, podczas gdy analizy
filogenetyczne oparte na fragmencie genuTEFumo! liwiaj" grupowanieT. atrobrunneumz
T. pleuroticolaw klad siostrzany do grupy gatunkówharzianum. Szczepy uzyskane w
obecnych badaniach b#d" u!ywane do dalszych ekologicznych analiz.

Podilski Tovtry to Narodowy Park Przyrody na
zachodzie Ukrainy (Ryc. 1), któryzosta 
utworzony w 1996 roku. Jest to obszar o
du!ym zró!nicowaniu warunków
mikroklimatycznych spowodowanychg #bokim
rozcz onkowaniem powierzchni,
wyst#powaniem zboczy o ró!nym na%wietleniu

Materia zebrano w zakaznyku Sovyi Iar (terytorium chronione kategorii IV IUCN),
po o!onym na terenie Parku. Z pojedynczych pni w lesie li%ciastym zebrano 22kawa ki
spróchnia egodrewna do suchych papierowych torebek (Ryc. 2).Ma e kawa kika!dej
próbki umieszczono na szalkach Petriego z po!ywk" PDA w celu izolacji grzybów.
Pojawiaj"ce si# grzybnie nast#pnie pasa!owano na nowep ytki,a! do uzyskania czystych
kultur. Ekstrakcj# DNA przeprowadzono z grzybni, któr" zebrano zp ytekagarowych. PCR
przeprowadzono z dwiema parami starterów (ITS1 i ITS4, ef1 i ef2) skierowanymina region
ITS i genTEF1-! . Identyfikacj# szczepów do poziomu gatunkowego przeprowadzono
poprzez dopasowanie sekwencji do sekwencji dost#pnych w bazie BLASTn. Analiz#
filogenetyczn" przeprowadzono z wykorzystaniem programu MEGA11.
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Wyniki
Z drewna wyizolowano 115
szczepów rodzajuTrichoderma
(ryc. 3). Po przeprowadzeniu
analizy molekularnej
zidentyfikowano 9 gatunków:T.
atrobrunneum, T. atroviride, T.
citrinoviride, T. hamatum, T.
harzianum, T. longipile, T.
pararogersonii, T. pleuroticola,
T. simmonsii(Tab. 1). Spo%ród
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Dyskusja
Obecne badanie jest jak nam wiadomo pierwszym, które uwzgl#dnia analizy molekularne do
identyfikacji grzybów zasiedlaj"cych drewno z Narodowego Parku Przyrody Podilski Tovtry.
Ogó emzdefiniowano 9 gatunków, z dominuj"cym gatunkiemT.atroviride. Wszystkie szczepy
nieprzypisane do gatunku nale!" do polifiletycznego kompleksu gatunkówT. harzianum,
którego identyfikacja wymaga dalszej molekularnej i ekologicznej analizy. Po raz pierwszy
opisanoT. pararogersoniina terytorium Ukrainy.

i nachyleniu. Parkwzbudzi zainteresowanie ukrai&skich mykologów (Heluta et al., 2014),
jednak mykobiota nieby abadana metodami molekularnymi. Dlatego celem pracyby o

RycRyc.c.33.3.WyglWygl"gl"d"ddszczepówówTrichodermarmanananapod od o!o!e!ePDAPDA.

Ryc. 2. Próchniej"ce pnie, z którychby pobieranymateria .

Ryc.!1.!Terytorium!Parku!Narodowego!„Podilski!Tovtry”
npptovtry.org.pl

pozyskanie i identyfikacja gatunków,
zasiedlaj"cychspróchnia edrewno z Parku.

RycRyc.c. 44.44.. Drzewowofilogenetyczneneuzyskanenemetodtod"" Neighbourour-our-joiningingwwoparciecienananasekwencjecjeTEFTETE1TEF1-!-!!-- :!! :aa-- poczpocz"cz" tek,k,k,bb-RyRycc. 444.. DrzewoDrDr
kontynuacja

woDrzewowo
cjacja.

Tabela 1. Ilo%$szczepów zidentyfikowanych do pewnego gatunku.
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Gatunek Ilo!"#szczepów
Identyfikowalno!" molekularna (Cai

i Druzhinina, 2021)

Trichoderma atrobrunneum 1 Mo$liwe

Trichoderma atroviride 27 Mo$liwe

Trichoderma citrinoviride 2 Mo$liwe

Trichoderma hamatum 2 Mo$liwe

Trichoderma harzianum 7 Mo$liwe

Trichoderma longipile 5 Mo$liwe

Trichoderma pararogersonii 1 Mo$liwe

Trichoderma pleuroticola 4 Mo$liwe

Trichoderma simmonsii 9 Mo$liwe

Trichoderma sp. 56 NA
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MMaatteerrrrrriiia zebrano w zakaznykuSovyiIar (terytoriumchronione kategoriiii IIV IUCN),
po    oooooo!!!!!! ooooonnnnnymnaterenieParku. Zpojedynczychpni w lesieli%ciastymzebrano222 kkaawa ki
sspppppróchnia egodrewna dosuchychpapierowychtorebek(Ryc. 2). Ma ekawa kika!!ddeej
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przeprroowaddddddzzzzzoooooonnnnnoooooozzzzzdddddwieeeeemmmmmaaparamistarterróóóóóówwwwww(ITS1i ITS4,ef1i ef2)sskkkkkiiierrroooooowwwanyminaregion
ITSi genTEF1-!- . Identyyfffffiiiiiikkkkkaaaacccccjjjjj###### szczepówdopoziomugatunkowego prrzzzzzeprowadzono
ppoopprzez dopasowaniesekwencjidosekwencjidost#pnychw bazieBBLLLLLLAAAAAASSTTnn. Analiz#
filogeenneetyczn" przeprowadzonozwykorzystaniemprogramuMEGA11.
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Tabelalala1.IlooIlIlooIlIl %$%$%$%$%$szczepówsz ów dentyfikowanyczide ychdododopewnegpe egogatunkga nku.

Gatunek Ilo!"#szczepów
Identyfikowalno!" molekularnrnaa ((CaCaii

i Druzhinina, 202121))

Trichodermrma atrobrunneneumum 1 Mo$liwiwee

Trichoderma atroviride 27 MoMo$l$liwiwee

Trichohodederma citrinoviride 22 MoMo$l$liwiwe

Trichoderma hamatum 22 MoMo$liwe

Trichoderma harzianum 7 MoMo$liwe

Trichoderma longipile 5 Mo$liwe

Trichoderma pararogersonii 1 Mo$liwe

Trichoderma pleuroticola 4 Mo$liwe

Trichoderma simmonsii 9 Mo$liwe

Trichoderma sp. 56 NA

a b


