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CZESC 1

JESION WYNIOSLY (FRAXINUS EXCELSIORL.)

Gltowni wykonawcy: Prof. dr hab. Tadeusz Kowalski
Dr inz. Wojciech Kraj

W realizacji zadan z zakresu wystepowania objawow chorobowych u jesionu uczestniczyli takze:
Mgr inz. M. Dubis, Mgr inz. P.Kowal, Mgr inz. A. Czekaj, Mgr inz. P. Materniak



1. Wstep

Jesion wyniosty (Fraxinus excelsior L.) wystepuje na obszarze calej Europy, z wyjatkiem
srodkowej 1 potudniowej Hiszpanii, poinocnej czesci Polwyspu Skandynawskiego, Islandii i
potocnych rejonow Wysp Brytyjskich. W potudniowej Europie ro$nie wspdlnie z jesionem
waskolistnym (F. angustifolia Vahl) i jesionem mannowym (F. ornus L.) (Jaworski 2011,
Dobrowolska i in. 2011). W Polsce jesion wyniosly obecny jest na obszarze catego kraju z
wyjatkiem regla gornego. Jest cennym gatunkiem lasotworczym wystepujacym glownie w
drzewostanach mieszanych w olsie jesionowym, lesie wilgotnym i lesie tegowym (Jaworski 2011).
Znaczenie ekologiczne jesionu wyniostego ulegato w Europie dalszemu zwigkszaniu w zwigzku z
obumieraniem wigzoéw w wyniku porazenia przez Ophiostoma ulmi (Buism.) Nannf. i O. novo-ulmi
Brasier (Brasier 1991), a takze chorobg olsz powodowang przez Phytophthora alni Brasier & Kirk
(Thoirain i in. 2007). Rozwdj jesionu nie byt tez ograniczany przez znaczace choroby grzybowe czy
bakteryjne (Grzywacz 1995). Tylko lokalnie czynniki biotyczne prowadzity do zamierania jesionu
na wigkszym areale (Hiemstra 1995). Sytuacja ta zaczela jednak ulega¢ zasadniczej zmianie. W
1992 roku pojawily si¢ objawy nasilonego zamierania jesionu w pdtnocno-wschodniej Polsce
(Stocki 2001, Sierota i in. 1993 ). W nastepnych latach proces ten rozszerzat si¢ na inne obszary
kraju (Kowalski 2001, Przybyt 2002), obejmujac powierzchni¢ ponad 10 tysigecy hektarow (Gil i in.
2006). Jesion wyniosty zaczal takze zamiera¢ w krajach nadbattyckich oraz na Potwyspie
Skandynawskim, a nastepnie w krajach zachodniej, a stopniowo takze krajach potudniowej Europy.
Gatunek ten dotknigty jest obecnie procesem chorobowym w ponad 20 krajach Europy
(Timmermann i in. 2011). W 2012 roku stwierdzono pierwsze objawy zamierania na Wyspach
Brytyjskich (Coghlan 2012).

Poczatkowo objawy obserwowano tylko na Fraxinus excelsior. Badania w Austrii wykazatly, ze
porazany jest takze jesion waskolistny (F. angustifolia Vahl ) i jesion mannowy (F. ornus L.), przy
czym tylko jesion waskolistny cechuje si¢ stosunkowo duza podatnoscig [Kirisits 1 in. 2009].
Objawy porazenia F. angustifolia obserwowano takze w Stowenii, Rumunii, w Czechach i na
terenie Niemiec [Schumacher i in. 2007, Jankovsky, Holdenrieder 2009]. Badania w Estonii
wskazaty na obecno$¢ symptoméw chorobowych zaréwno u pochodzacego z Azji jesionu
mandzurskiego (F. mandshurica Rupr.) jak i u jesionow amerykanskich: Fraxinus nigra (j. czarny),
F. pennsylvanica (j. pensylwanski) i F. americana L. (j. bialy). Sposrod tych gatunkéow, u F.
mandshurica i F. americana dochodzito czesto do wiednigcia lisci [Drenkhan, Hanso 2010].
Dotychczas nie stwierdzono zamierania jesionu powodowanego przez Ch. fraxinea na zadnym

innym kontynencie poza Europa.



Poczatkowo proces zamierania jesionu wigzano z niekorzystnym wpltywem czynnikow
abiotycznych (Thomsen, Skovsgaard 2006), zwlaszcza ze wrazliwos$¢ jesionu na niektore czynniki
abiotycznie jest dobrze udokumentowana (Jaworski 2011). Jednak stale zwigkszanie areatu i
nasilenia procesu choroby zacz¢to wskazywac, ze przyczyng jest choroba infekcyjna. Juz wstepne
badania prowadzone w tym zakresie w Polsce doprowadzity do stwierdzenia, ze w nekrotycznych
tkankach na pgdach jesionow czgsto mozna stwierdzaé jeden gatunek grzyba, ktory w koloniach in
vitro wytwarzal na drodze wegetatywnej zarodniki konidialne i na tej podstawie mogt zostaé
zakwalifikowany do rodzaju Chalara (Kowalski 2001). W zwigzku z duzymi stratami, w
jednostkach podleglych PGL Lasy Panstwowe zalecono zaniechanie hodowli jesionu i jego
wprowadzania do upraw do czasu wypracowania skutecznych metod ograniczenia postepu
choroby. W 2006 roku rozpoczgto bardziej rozlegte badania nad przebiegiem i uwarunkowaniami
procesu chorobowego jesionu. W obecnym opracowaniu przedstawiono wyniki badan w tym

zakresie.

2. Badania nad typami objawéw chorobowych u jesionow

Badania dotyczace typow symptomow chorobowych u jesionu wyniostego prowadzono na terenie
poludniowej Polski, zwlaszcza w Nadlesnictwie Andrychow, Gryfice, Kanczuga, Losie, Mircze,
Miechéw, Radymno, Rymanow, Sieniawa, Stary Sacz, Staszow, Wloszczowa, oraz dla celéw
porownawczych na terenie potnocno-zachodniej Polski, w Nadlesnictwie Rokita, Resko i Gryfice
(RDLP Szczecin). W wybranych drzewostanach o r6znym wieku dokonywano analizy symptomow
chorobowych wystepujacych u chorych, zamierajacych i martwych jesionéw. W ocenie tej
uwzgledniano stan zdrowotny lisci, gatezi, pedow glownych, pni oraz korzeni. Uzyskane wyniki
daly podstawe do wyrdznienia 1 dopracowania charakterystyki symptomoéw chorobowych, ktore w
znacznym stopniu wykorzystano w realizacji nastgpnych zadan, zwlaszcza do oceny nasilenia
procesu chorobowego oraz analizy sktadu gatunkowego 1 ilosciowego mykobiota w obrebie tkanek
roslinnych wykazujacych zmiany chorobowe. U analizowanych jesionow stwierdzono nast¢pujace
objawy chorobowe:

a) W obrebie aparatu asymilacyjnego - wiednigcie, przebarwienia i nekrozy lokalne lub
calkowite lisci oraz ich przedwczesny opad, prowadzacy do przerzedzenia korony. Zmiany
chorobowe na li§ciach miaty rézne przyczyny. Byly wynikiem infekcji blaszek lisciowych lub
nerwu gltownego, wzglednie nerwdéw bocznych. Nekroza nawet niewielkiego odcinka nerwu
gldwnego prowadzita do obumarcia calej czgsci potozonej powyzej nekrozy. Zmiany w obrebie

aparatu asymilacyjnego byly takze nastgpstwem symptomdéw wystepujacych na innych organach
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drzew, zwlaszcza na pedach, galeziach i pniach, a w pewnym stopniu takze w obrebie systemu
korzeniowego. Powodowane przez grzyby uszkodzenia na tych czes$ciach roslin skutkowaty przede
wszystkim pojawianiem si¢ objawow wiednigcia lub zasychania poszczegodlnych lisci od brzegow
blaszki lisciowej. W takich przypadkach nie dotyczyly one pojedynczych lisci lub ich czgsci, lecz
wigkszosci liSci rozwinietych na danej galezi lub w okre§lonej czesSci korony. Objawy takie
pojawiaty si¢ w ciggu calego okresu wegetacyjnego, lecz byly szczegdlnie zauwazalne w pierwszej
potowie lata, na tle soczystej zieleni listowia drzew zdrowych (Fot. 5-8, 24). Charakterystyczne jest
przy tym zjawisko wystepowania objawow wiednigcia przy braku wyraznych rozlegtych nekroz na
nizej potozonych czgéciach pedéw. Doktadne analizy wielokrotnie potwierdzity, ze od pierwotnych
miejsc infekcji nekroza postepuje wzdtuz miazgi i tyka (Fot. 9-10), a dopiero w poOznicjszym
okresie nekrozy sg dostrzegalne jako objawy zewnetrzne. Stad wystepowanie objawow wigdnigcia
lisci przy braku widocznych rozlegtych nekroz kory.

Do charakterystycznych symptoméw porazenia lisci jesionu (jak pozniejsze badania wykazaly ma
to zwigzek z porazeniem przez grzyb Chalara fraxinea) nalezy zaliczy¢ lokalne nekrozy zwtaszcza
na nerwach gtownych, prowadzace do nieregularnego przebarwienia tkanek. Niekiedy dochodzi do
jasnego przebarwienia w miejscu nekrozy, czemu moga towarzyszy¢ przewezenia (Fot. 1-4, 42-44,
46-47).

Oprécz symptomow S$ciSle zwigzanych z dziatalno$cig zasadniczego sprawcy choroby jesiondw,
grzyba Chalara fraxinea, na li§ciach jesionu stwierdzano rowniez zmiany nekrotyczne jako skutek
chorobotworczej dziatalnosci innych patogendow, zwlaszcza z rodzaju Venturia, Phyllosticta i
Mycosphaerella. O zadecydowaniu, czy dane objawy chorobowe powoduje Chalara fraxinea, czy
inny patogen podstawa sg przewaznie wyniki izolacji, gdyz Chalara fraxinea bardzo rzadko w
obrgbie nekroz na lisciach przed ich opadem wytwarza zarodnikowanie konidialne. Oprocz
wymienionych objawow, stwierdzano przypadki braku przebarwien nekrotycznych na liSciach, za$
przebarwienia etiologiczne obecne byly przede wszystkim po dolnej stronie blaszek lisciowych.
Byty to skutki porazenia przez maczniaki prawdziwe.

b) w obrebie korony - zamieranie catych galezi lub ich szczytow, zamieranie wierzchotkow,
nekrozy lokalne zabliZznione i niezabliznione oraz zrakowacenia na gat¢ziach. Objawy te wigzatly
si¢ z nieregularnym ulistnieniem korony. Na stan taki wptywalo rdéwniez tworzenie pedow
przybyszowych wzdhuz zywych nasadowych czesci gatezi, zwlaszcza o wigkszej srednicy (Fot. 17-
21).

C) W obrebie strzatek 1 pni — na pniach drzew starszych oraz na strzatkach drzew mlodych
wystepowaty: nekrozy kory zabliznione i niezabliznione, raki drzewne polaczone z zapadaniem
kory oraz miejscowa hipertrofig, podluzne lub tafelkowate spekania kory, wykruszanie kory

prowadzace do odstaniania drewna. Nekrozom towarzyszyly na ogot przebarwienia kory. W
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miejscach nekroz przebarwienia kory mialty charakter jednolity lub smugowaty ( Fot. 13-16).
W zdecydowanej wigkszosci przypadkow w obregbie pierwotnych miejsc infekcji, kora przebarwiata
si¢ na kolor jasno-brunatny, za§ na pograniczu cze$ci nekrotycznej z czg¢scig zywa, kora byta
ciemnobrunatna (Fot. 13, 15 ). Wycieki brunatnej substancji w miejscu nekroz i p¢knie¢ kory, lub
zrakowacen pojawialy si¢ stosunkowo rzadko (Fot. 11). Do objawow wewnetrznych nalezaty:
przyobwodowe przebarwienia drewna, przebarwienia w formie sektoréw klinowato zwezajacych
si¢ ku rdzeniowi, przebarwienia gwiazdziste obejmujgce twardziel 1 przylegle do niej
kilkucentymetrowe fragmenty drewna bielastego oraz przebarwienia w ksztatcie litery ,,T”. Ostatni
typ przebarwien uwydatnial si¢ zwlaszcza w powigzaniu z nekrozami lokalnymi zabliznionymi
(Fot. 25-26).

d) w obrebie korzeni — lokalne zabliznione lub niezabliznione nekrozy, nekrozy catych
pojedynczych korzeni grubych, nekrozy i czernienie korzeni cienkich. W drewnie korzeni
obserwowano przebarwienia w ksztalcie litery ,,T” w miejscach nekroz lokalnych zabliznionych
oraz szaro-brunatne rozlegle przebarwienia w miejscu nekroz niezabliznionych. Obserwowano
rowniez przypadki wytwarzania korzeni zastepczych w przypadku nekrozy i zgnilizny systemu
korzeniowego (Fot. 12). U niektorych badanych jesionow, o czym bedzie informacja w dalszej
czes$ci opracowania, nekrozy braty poczatek w obrebie szyi korzeniowej i gornej czgsci systemu
korzeniowego, czemu towarzyszylo w tym obszarze szarobrunatne przebarwienie drewna. Ten typ
objawu wigzal si¢ ze stosunkowo naglym wiednigciem lisci w calej koronie, a nastgpnie

zamieraniem calego drzewa (Fot. 5, 7).

3. Badania nad nasileniem wystepowania objawéw chorobowych w wybranych
drzewostanach poludniowej Polski

Zatozenia metodyczne polegaty na tym, iz w kilku nadlesnictwach potudniowej Polski (Staszow,
Sieniawa, Radymno, fLosie) dokonano analizy nasilenia wystepowania objawdéw chorobowych
charakterystycznych dla obserwowanego procesu zamierania jesionu. Drzewostany byly dobierane
losowo na podstawie operatu urzadzeniowego tak by reprezentowaty rézny wiek i rozne siedliska, a
takze w miar¢ mozliwo$ci inne czynniki, np. sposdb odnowienia. Byly to jednolite drzewostany
jesionowe, lub takie, w ktérych jesion stanowil domieszke. Udziat jesionu w lasach Polski jest
nieznaczny, stad na ogo6l nie bylo mozliwym takie dobieranie drzewostanow, ktore zapewnity by
dobrg porownywalnos¢, tzn. by byla w tym samym rejonie odpowiednia liczba drzewostanow w tym
samym wieku, na takim samym siedlisku, o tym samym udziale iloSciowym, formie zmieszania,

sposobie odnowienia itp. W kazdym drzewostanie, w jego Srodkowej czgsci (wylaczano obrzeza)



8

dokonywano analizy stanu zdrowotnego drzew (n = 25 do 100, rosnace obok siebie w kilku rzedach
lub gniazdach), wyrdzniajac drzewa zywe bez objawow chorobowych (drzewa "zdrowe"), drzewa
zywe wykazujace symptomy chorobowe (drzewa "chore") oraz drzewa martwe. Dla dwodch ostatnich
kategorii okre§lano rodzaje symptomoéw chorobowych wedhug przyjetego kodu symptomologiczno-
etiologicznego. Ogdtem przeanalizowano ponad 3200 drzew rosnacych w ponad 70 drzewostanach.
Dalsze szczegoty metodyczne 1 charakterystyke drzewostandw przedstawiono oddzielnie dla

poszczegblnych Nadlesnictw.

Nadlesnictwo Staszow (RDLP Radom)

W terenie tego nadle$nictwa przewazaja siedliska: LMs$w (34,84%), BMs$w (16,71%) i LMwyz
(10,47%), za$ mniejszym udziatem charakteryzuja si¢: Lwyz (8,29%), BMw (8,02%), Lsw (7,22%),
LMw (5,61%), Bsw (4,94%) 1 Lw (2,41%). Glownym gatunkiem lasotworczym w drzewostanach
nadle$nictwa StaszoOw jest sosna zwyczajna, ktoéra wystepuje na 71,61% powierzchni. Sposrod
innych gatunkéw zajmuja: dab szyputkowy i bezszyputkowy — 12,11%; jodta — 4,90%; olsza czarna
— 3,40%; buk — 3,36%; brzoza — 2,47%; modrzew — 0,71%; jesion, grab — po 0,30%; topola, §wierk
—po 0,17%; dab czerwony — 0,11%; oraz osika — 0,09% (Plan Urzadzania Lasu, 2002).

Badania zostaty przeprowadzone w 32 drzewostanach (Tab. 1). Wiek drzewostanéw wahat si¢ od 2 do 124
lat. W kazdym drzewostanie poddano szczegotowej analizie 50 lub 25 drzew rosngcych obok siebie
wewngtrz drzewostanu. Ogotem analizie poddano 1275 drzew, w tym 875 drzew w wieku do 20 lat
(19 drzewostanow) oraz 400 drzew 21- do 124 letnich (13 drzewostanow) (Tab. 1).

W drzewostanach 2- do 20-letnich okre$lano obecno$¢ dwoch typoéw objawdw zwigzanych z
zamieraniem pedoéw glownych i galezi. Jeden z typoéw charakteryzowal si¢ zamieraniem
rozpoczynajacym si¢ kilkanascie centymetréw ponizej szczytu, za§ drugi obecnos$cia juz martwego
wierzchotka lub martwych szczytow gatezi. W pierwszym z tych typodw czg$¢ szczytowa byta
jeszcze zywa. Odnotowywano takze obecnos¢ nekroz zabliznionych i niezabliznionych, wycieki
Sluzu oraz obecno$¢ martwych gatezi. W drzewostanach 21- do 124- letnich okreslano
wystepowanie rakow drzewnych, nekroz zabliznionych 1 niezabliznionych, nekroz podluznych z
przyleglta kora, nekroz podluznych z odstonigtym drewnem, tafelkowatych ptytkich spekan kory
oraz ,,wilkdéw” na pniu. Ponadto poddano ocenie stan koron na podstawie stopnia przerzedzenia -
ubytku lisci, udziatu zamartych gatezi; okreslano takze ich lokalizacje w koronie.

W trakcie przeprowadzonych badan w drzewostanach do 20 lat drzewa martwe stanowity
17,0%, a zywe 83,0% (Tab. 2). Najczestszymi objawami chorobowymi na pedach glownych
mitodych drzew byly nekrozy lokalne zabliznione (31,5% drzew). Poza tym stwierdzono: nekrozy

niezabliznione na 75 drzewach (8,6%), martwe wierzchotki u 120 drzew (13,7%), wycieki $luzu u
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12 drzew (1,4%) oraz zamieranie pedu kilkanascie centymetrow ponizej szczytu u 2
drzew (0,2%) (Tab. 3). Najczesciej spotykane byty drzewa, u ktorych na pedach gtownych byto do
2 nekroz lokalnych zabliznionych i niezabliznionych (odpowiednio 22,6% i 7,0%). Stosunkowo
rzadko wystepowato na pedzie gtdéwnym powyzej 10 sztuk nekroz zabliznionych (0,4%) lub nie
zabliznionych (0,1%). Najcze¢stszymi objawami wystepujacymi w koronach drzew w wieku do 20
lat byly martwe galezie, ktore stwierdzono u 234 jesiondéw (26,7%), martwe szczyty gatezi - u 186
drzew (21,3%), nekrozy lokalne zabliznione - u 67 drzew (7,7%), nekrozy lokalne niezabliznione -
u 24 drzew (2,7%) oraz zamieranie gatezi kilkanascie centymetrow ponizej szczytu — u 16 drzew
(1,8%) (Tab. 4). Nekrozy lokalne zabliznione i niezabliznione wystgpowaly takze na galeziach.
Pierwsze z nich stwierdzono u 7,7% drzew, przy czym w wigkszosci tworzyly si¢ one w jednym lub
w dwoch miejscach (5,4% drzew). Nekrozy lokalne niezabliznione stwierdzono u 2,7% drzew, z
czego u 1,8% drzew tworzyly si¢ w tylko w jednym lub dwoch miejscach. Stosunkowo czgstym
objawem chorobowym byto zamieranie szczytéw gatezi. U 5,7% drzew zamieraty szczyty 51-75%

gatezi, au 2,3% drzew ponad 75% gatezi w koronie drzewa (Tab. 5).

W analizowanych drzewostanach powyzej 20 lat, drzewa martwe stanowity 1,7% (Tab. 6). U
zywych drzew wystepowaty réznorodne objawy chorobowe. Najczesciej pojawialy si¢ ,,wilki” na
pniu, ktore stwierdzono na 238 drzewach (59,5%). Licznie wystepowaly takze nekrozy lokalne
zabliznione, ktére stwierdzono na pniach 234 drzew (58,5%). Proces infekcji drzew zdaje si¢ trwaé
nadal, gdyz u 12% drzew wystgpowaty nekrozy lokalne niezabliznione. Tafelkowate plytkie
spekania kory stwierdzono na pniach 215 drzew (53,8%). Nekrozy podtuzne z przylegla kora
zaobserwowano na 167 drzewach (41,8%), za§ nekrozy podluzne z odstonigtym drewnem — na
pniach 42 drzew (10,5%). Najrzadziej pojawiaty si¢ symptomy w formie rakow drzewnych, ktorych

obecnos¢ stwierdzono na pniach 16 drzew (4,0%) (Tab. 6).
Objawy wystepujace w koronach drzew dotyczyly przede wszystkim zamierania wierzchotkow,

galezi 1 przerzedzenia aparatu asymilacyjnego. Martwy wierzcholek stwierdzono u 48 drzew
(12,0%). W poszczegolnych drzewostanach udziat drzew z tym objawem wahat si¢ od 8,0% do
36,0%. Tylko w czterech, sposrod 13 drzewostandw badanych, nie stwierdzono drzew z tym
objawem. Zamieranie gatezi w koronach wystapito u wszystkich badanych drzew. Drzewa, u
ktorych byto do 50% zamartych gatezi w koronach stanowity 87,8% za$ udzial drzew, u ktérych
zamarto ponad 50% gatezi w koronie wynosit 12,2%. Objaw ten pojawiat si¢ najczesciej w dolne;j
czesci korony — 47,0% drzew, rzadziej w obrebie calej korony — 23,5% drzew, w dolnej i srodkowej
czesci korony — 20,0% drzew, oraz sporadycznie w obrebie dolnej i gornej czesci korony — u 0,5%
drzew (Tab. 7). Objawy przerzedzenia aparatu asymilacyjnego wystapity u wszystkich badanych
393 zywych drzew. U 60,7% drzew ubytek dotyczyt do 25% stanu ulistnienia, u 5,8% drzew objat

powyzej 75% stanu ulistnienia (Tab. 8).
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W mtodych drzewostanach analiz¢ przeprowadzono w czterech przedziatach wiekowych: ponizej 5
lat, 6 do 10 lat, 11 do 15 lat i 16 do 20 lat. Najwickszy udziat zywych drzew stwierdzono w
uprawach i odnowieniach naturalnych w wieku do 5 lat (99,7% drzew). Z kolei najwickszy udziat
drzew martwych stwierdzono w podrostach i mtodnikach w wieku od 16 do 20 lat (45,0% drzew)
(Tab. 2). Najwigkszym udzialem drzew z objawami nekroz lokalnych zabliznionych na pgdach
glownych charakteryzowaly sie drzewostany 11-15- letnie (54,0% drzew). Najmniej drzew z takimi
nekrozami byto w uprawach w wieku do 5 lat (9,7% drzew). Udzial drzew z nekrozami lokalnymi
niezabliznionymi byt najwigkszy w drzewostanach 6-10- letnich (16,7%), za$ najmniejszy w
nalotach ponizej 5 roku zycia (1,3%). Najwiecej drzew z martwym wierzchotkiem stwierdzono w
11-15- letnich mtodnikach i podrostach (23,0%) (Tab. 3). Mtode drzewa z objawami martwych
szczytow galezi spotykane byly najczgsciej w drzewostanach 11-15-letnich (39,5%), za$ udziat
drzew z martwymi galeziami byl najwigkszy w drzewostanach 6-10-letnich (46,2% drzew). W
nalotach jesionowych ponizej 5 lat nie stwierdzono takich objawdéw jak zamieranie galezi
kilkanascie centymetrOw ponizej szczytu, zamieranie calych gatezi lub ich szczytow oraz nekroz
lokalnych. Najwiecej drzew 2z objawami nekroz lokalnych zabliznionych (13,8%) i
niezabliznionych (5,5%) na galeziach zaobserwowano u drzew w drzewostanach 6-10-letnich.
Objawy nekroz lokalnych zabliznionych i niezabliznionych najrzadziej pojawialy si¢ na gateziach
drzew w wieku od 16 do 20 lat (Tab. 4). W poszczegdlnych przedziatach wieku roéznice dotyczyty
rOwniez zamierania szczytow galezi. Zamieranie szczytow gatezi w stopniu od 26 — 50%
wystepowato najczesciej u 6-10-letnich jesionow (14,5% drzew). Zamieranie szczytow u wigcej niz
75% gatezi w koronie stwierdzono u 5,0% drzew w wieku od 11 do 15 lat i u 4,0% drzew w wieku

16-20 lat. W drzewostanach mtodszych nasilenie tego objawu bylo mniejsze (Tab. 5).

W starszych drzewostanach analizowano drzewa w 4 przedziatach wiekowych: 21 do 40 lat, 41 do
60 lat, 61 do 80 lat oraz powyzej 80 lat. Wilki na pniach wystgpowatly stosunkowo licznie we
wszystkich drzewostanach w wieku powyzej 20 lat, lecz stwierdzane byty nieco liczniej na pniach
drzew 21-40- letnich (70,7%). Najrzadziej objaw ten pojawiat si¢ na jesionach w wieku od 61 do 80
lat (52,7%) (Tab. 6). Nekrozy lokalne zabliznione obserwowane byly najczesciej (64,0% drzew) w
drzewostanach 41-60-letnich. Wystepowaly jednak rowniez licznie w pozostatych przedziatach
wiekowych, gdzie udziat drzew z tymi objawami wynosit 55,3 do 60,0% drzew. Tafelkowate
ptytkie spgkania kory obserwowano najcze¢sciej na drzewach w wieku powyzej 80 lat (77,3%). W
drzewostanach w wieku powyzej 80 lat zaobserwowano najwiecej drzew z symptomami nekroz
lokalnych niezabliznionych (20,0% drzew), nekroz podluznych z przyleglta kora (65,3%) i z

odstonigtym drewnem (18,7%) oraz z objawami rakéw drzewnych (6,7%). Drzewa martwe obecne
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byty tylko w drzewostanach 21-40- letnich (9,3%). Na uwagg zastuguje stosunkowo niski udziat drzew z
objawami nekroz lokalnych niezabliznionych u drzew w wieku 21-40 oraz 41-60 lat wynoszacy
odpowiednio 5,3% i 6,0% (Tab. 6). W starszych drzewostanach jesionowych drzewa z objawami
zamierania galezi w koronach wystgpowaly we wszystkich przedziatach wiekowych. Do 50%
zamartych gatezi wykazywato 90,0% drzew w wieku 41-80 lat. Drzewa, u ktérych udzial martwych
gatezi byt wyzszy niz 50% najliczniej wystapity w drzewostanach 21-40- letnich (20,0%). U drzew w
wieku od 41-60 lat obumarte galezie najczgsciej zlokalizowane byty w dolnej czesci korony (51,0%
drzew), u drzew 21-40- letnich odsetek takich drzew wynosit 36,0%. W $rodkowej i gornej czgsci
korony zamieraty gat¢zie u 1,3% drzew w wieku 21-40 lat do 8,0% u drzew 41-60- letnich. Martwy
wierzchotek najczesciej zaobserwowano u jesionow 21-40-letnich (24,0%). Stosunkowo duzy byt
odsetek takich drzew w wieku powyzej 80 lat (10,7% drzew) (Tab. 7). Stopien przerzedzenia koron
nieco wyrazniej zaznaczal si¢ u drzew w wieku powyzej 80 lat, gdzie u 17,3 % drzew stwierdzono

ubytek 51-75% stanu ulistnienia (Tab. 8).

W mitodych drzewostanach pochodzenia naturalnego udziat drzew martwych byt prawie 8-krotnie
mniejszy niz w drzewostanach zalozonych sztucznie. Poza tym, w drzewostanach odnowionych
naturalnie udziat drzew zywych bez objawow nekroz byt wyzszy (69,7%) niz w drzewostanach

pochodzenia sztucznego (14,0%) (Tab. 2).

Takze udziat mtodych jesiondw z objawami stwierdzonymi na pedach gtownych byl wyraznie
wigkszy w drzewostanach sztucznych, w poréwnaniu z drzewostanami naturalnymi. Dotyczylo to
wszystkich analizowanych grup objawow chorobowych: nekroz lokalnych zabliznionych i
niezabliznionych, martwych wierzchotkow i wyciekéw Sluzu (Tab. 3). Drzewa z martwymi
szczytami galezi wystgpowaly 6-krotnie czgsciej, drzewa z martwymi gatgziami ponad 3-krotnie

czgsciej w drzewostanach pochodzenia sztucznego w pordwnaniu z naturalnymi (Tab. 4).

Z objawoéw analizowanych na pniach drzew nieco czgsciej pojawialy sie u jesionow pochodzenia
sztucznego raki drzewne (4,4%), nekrozy podtuzne z odstonigtym drewnem (12,7%) oraz nekrozy
lokalne niezabliznione (12,4%). W drzewostanach naturalnych cze$ciej wystepowaty drzewa z
objawami nekroz lokalnych zabliznionych (67,2%), nekroz podtuznych z przylegta korg (45,6%),
,Wilkow” na pniu (65,6%) oraz tafelkowatych plytkich spekan kory (58,4%). Wszystkie martwe
drzewa pochodzity z odnowienia sztucznego (Tab. 6). Zamieranie gal¢zi o nasileniu do 50% w
koronach starszych drzew wystapito czgsciej u jesionow odnowionych naturalnie (96,0%),
natomiast rzadziej w takich drzewostanach obecne bytly drzewa z nasileniem powyzej 50% (4,0%).
Drzewa z martwym wierzchotkiem prawie 4-krotnie czgéciej wystepowaly w drzewostanach

sztucznych (15,6%). Wickszy udziat drzew z symptomami obumierania gatezi w dolnej, srodkowe;j
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oraz zar6wno dolnej i srodkowej czeséci korony stwierdzono w drzewostanach pochodzenia
naturalnego. W innych przypadkach lokalizacji martwych gatezi w koronach przewazaty drzewa z
odnowien sztucznych (Tab. 7). Przerzedzenie koron drzew w stopniu do 25% stanu ulistnienia
wystepowato najczegsciej] w odnowieniach naturalnych (82,4%). W pozostalych stopniach wiekszy

byt udziat jesionow odnowionych sztucznie (Tab. 8).

W mitodych drzewostanach objeto analiza drzewa na trzech siedliskach: BMw, L§w 1 Lw, przy
czym najliczniej analizowane drzewa rosty na siedlisku Lw. Na tym siedlisku najwigckszy byt
udziat drzew martwych (20,1%). Na lesie s$wiezym nie stwierdzono drzew martwych, a na siedlisku
BMw udziat ten wynosit 6,0%. Najczesciej jesiony zywe bez objawow nekroz wystepowaly na
lesie $§wiezym (95,0%), natomiast rzadziej takie drzewa pojawialy si¢ na siedliskach lasu
wilgotnego (37,6%) i boru mieszanego wilgotnego (38,0%) (Tab. 2). Objawy nekroz lokalnych
zabliznionych na pedach byly obserwowane w najwigkszym stopniu na BMw (48,0% drzew). Na
siedliskach BMw i L§w nie wystapily symptomy zamierania pedu kilkanascie centymetroéw ponizej
szczytu oraz wycieki $luzu. Ponadto na lesie $wiezym nie byto drzew z nekrozami lokalnymi
niezabliznionymi, a na siedlisku BMw nie stwierdzono jesionéw z martwymi wierzchotkami (Tab.
3). Najwigce] jesionow z martwymi galeziami (30,5%) i z martwymi szczytami galezi (24,3%)
stwierdzono na siedlisku Lw, a nastepnie na siedlisku BMw. Objawéw chorobowych tego typu na

gal¢ziach nie zaobserwowano u drzew na lesie §wiezym (Tab. 4).

Martwe szczyty galezi o nasileniu od 6 do 25% czgséciej wystgpowaly u drzew na borze
mieszanym wilgotnym (10,0%), natomiast w pozostatych stopniach nasilenia najwiecej byto drzew

na lesie wilgotnym (Tab. 5).

W drzewostanach powyzej 20 lat badania terenowe prowadzono w 13 drzewostanach na 4
typach siedliskowych lasu: Léw, LMs$w, Olj i Lw. Na siedlisku Olj w najwi¢kszy udzial miaty
jesiony z objawami ,,wilkdéw” na pniu (72,0%), nekroz lokalnych zabliznionych (80,0%), nekroz
lokalnych niezabliznionych (28,0%), nekroz podtuznych z odstonigtym drewnem (20,0%) oraz
rakow drzewnych (8,0%). U jesionéw na LMs$Sw pojawiaty si¢ najczesciej tafelkowate plytkie
spekania kory (82,0%), oraz nekrozy podtuzne z przylegta kora (66,0%). Na siedlisku lasu swiezego
objawy nekroz podtuznych 1 nekroz lokalnych niezabliznionych wystepowaly najrzadziej. Drzewa
martwe zaobserwowano jedynie w drzewostanach na siedlisku lasu wilgotnego (Tab. 6).
Najwicksze nasilenie zamierania gatezi, obejmujace ponad 50% korony stwierdzono u drzew na
siedlisku LMs$w i Lw (Tab. 7). Na tych samych siedliskach najczesciej dochodzito do zamierania
wierzchotka. Na lesie mieszanym $wiezym najczesciej u drzew zamieraly gatgzie w obrebie catej

korony (32,0%). Najwigcej martwych galezi w dolnej czes$ci korony posiadaly jesiony rosngce na
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olsie jesionowym (60,0%). Stopien przerzedzenia koron przekraczajacy  75%
stwierdzono u 4 drzew (8,0%) rosnacych na siedlisku LMs$w, za$ ubytek obejmujacy do 25% stanu

ulistnienia wystapit u wszystkich analizowanych jesionow na siedlisku Olj (Tab. 8).

W drzewostanach do 20 lat nekrozy lokalne zabliznione najczes$ciej wystepowaly po
poludniowej stronie pedu (27,9%), w mniejszym udziale stwierdzane byly z pdinocnej strony
(21,7%), a najrzadziej na potudniowo-zachodniej stronie pedu gtownego (5,1%) (Tab. 9).Udziat
drzew z lokalizacja nekroz lokalnych niezabliznionych na pedach przedstawiat si¢ podobnie jak
nekroz zabliznionych z tym, ze najrzadziej byly one usytuowane po potudniowo-wschodniej stronie
$wiata (5,4%) 1 objawy te nie wystapily na potnocno-wschodniej stronie p¢dow. Potudniowa strona
$wiata byta dominujaca w zakresie lokalizacji nekroz lokalnych zabliznionych (25,6%) u drzew w
wieku powyzej 20 lat. Nekrozy lokalne niezabliznione u takich drzew najczesciej zlokalizowane

byty po potnocnej (27,0%) i wschodniej stronie pni (27,0%) (Tab. 9).

Nadlesnictwo tosie (RDLP Krakow)

Teren Nadle$nictwa Losie ma charakter gor srednich (wysoko$¢ nad poziom morza waha si¢ od 320
do 997 m). Wyro6znia si¢ tu dwa pictra klimatyczno — roslinne: - pigtro pogérza, do 550 m n. p. m.
oraz pigtro dolnoreglowe, od 550 do prawie 1000 m n.p.m. Szkodliwe czynniki klimatyczne, ktére
wystepuja na tym terenie to szadz i okis¢, szczegdlnie dotkliwe w potudniowej czeSci
Nadles$nictwa, a takze przymrozki pdzne. Prawie caly obszar Nadlesnictwa Losie zajmuje las gorski
(99,8%), a pozostate tereny las t¢gowy gorski (0,2%). Gatunkiem dominujacym jest buk, ktory
zajmuje 30,1% powierzchni lesnej. Gatunkami o znacznym udziale sg jodta (28,8% powierzchni

lesnej) 1sosna (27,2% powierzchni).

Badaniami objeto 30 drzewostanow, z ktorych 14 byto pochodzenia naturalnego oraz 16
pochodzenia sztucznego. W kazdym drzewostanie analizowano 30, 50 lub 100 drzew rosngcych
obok siebie. tacznie przeanalizowanych zostalo 1110 drzew. Drzewostany objete badaniami
terenowymi byly w wieku od 5 do 65 lat. Zostaty one podzielone na 6 klas wiekowych: do 5 lat, 6
do 20 lat, 21 do 40 lat, 41 — 60 lat, oraz powyzej 60 lat (Tab. 10). Drzewostany do analizy zostaty
wybrane losowo na podstawie operatu urzadzeniowego, uwzgledniono: drzewostany z udziatem
jesionu (zmieszanie pojedyncze, grupowe, kepowe), pochodzenie drzewostanéw (naturalne,

sztuczne) oraz wiek drzewostanow (ze szczegdlnym uwzglednieniem drzewostanoéw I klasy wieku).



14

W  trakcie badan terenowych w Nadle$nictwie F‘osie, wsréd 1110 drzew
stwierdzono 340 (30,6%) drzew martwych, 739 (66,6%) drzew zywych z objawami chorobowymi,
oraz 31 (2,8%) drzew zywych bez objawow chorobowych (Tab. 11). Na pniach i p¢edach gtownych
jesionu wyniostego stwierdzono nastepujace objawy chorobowe: lokalne podtuzne spegkania kory,
tafelkowate spekania kory, nekrozy koliste gtadkie, nekrozy lokalne zabliznione, nekrozy lokalne
niezabliznione, rak otwarty, rak zamkniety i rakowata rana (z odstoni¢tym drewnem, czesciowo
zablizniona). Najczestszymi objawami na pniach i pedach badanych jesionéw byty lokalne nekrozy
zabliznione, ktore wystapity na 264 (23,8%) drzewach, oraz nekrozy lokalne niezabliznione, na 176
(15,9%) drzewach. Czgstym objawem byly réwniez lokalne podluzne spekania kory, ktore
wystapily na 148 drzewach (13,3%). Tafelkowate spgkania kory stwierdzono na 29 (2,6%)
drzewach, rakowate rany na 53 (4,8%) drzewach, za$ nekrozy koliste gladkie na 34 (3,1%)
drzewach. Stosunkowo rzadko wyst¢gpowaly raki otwarte, na 23 (2,1%) drzewach oraz raki
zamknigte, na 14 (1,3%) drzewach (Tab. 11). Czgstym objawem wystepujacym u chorych jesionéw
byto zamieranie gat¢zi w koronach drzew. W badanych drzewostanach martwe galezie byly obecne
na 467(42,1%) drzewach. Najwigcej byto drzew, u ktorych zamarto 11 — 25% galezi w koronie
drzewa. Takie nasilenie stwierdzono na 134 (28,7%) drzewach. Najmniej byto drzew, u ktoérych
obumarto 51 — 75% gatezi w koronie — 65 (13,9%) drzew, oraz powyzej 75 % martwych gatgzi — 34
(7,3%) drzewa (Tab. 12). Czgstym objawem u chorych jesionow byto roéwniez zamieranie szczytow
galezi w koronach drzew oraz zamieranie wierzchotkow drzew. Martwe wierzchotki drzew
stwierdzono u 121 (10,9%) drzew, martwe szczyty pojedynczych galezi wystapity na 65 (5,9%)

drzewach, natomiast martwe szczyty licznych gate¢zi stwierdzono na 144 (13%) drzewach (Tab. 12).

Najwigksza liczba drzew martwych zostala stwierdzona w drzewostanach w wieku powyzej 60 lat
(36,7%) oraz w wieku od 6 do 20 lat (34,6%). Najmniej drzew martwych stwierdzono w
drzewostanach w wieku do 5 lat (18,8%) (Tab. 13). Drzewa zywe bez objawow byty najliczniejsze
w drzewostanach w wieku 21 — 40 lat (4,6%), za$ drzewa zywe z objawami w drzewostanach w
wieku do 5 lat (80%) (Tab. 13).

Najliczniejszymi objawami, jakie stwierdzono na pniach 1 pgdach glownych drzew byly
nekrozy lokalne, ktore wystapity na 440 drzewach. Najwiekszy udzial drzew z nekrozami
zabliznionymi stwierdzony zostal w drzewostanach w wieku od 6 do 20 lat, gdzie stwierdzono 137
(39,1%) takich drzew. Drzewa z nekrozami zabliznionymi byty najmniej liczne w drzewostanach w
wieku do 5 lat (13,8%). Najwigcej drzew z nekrozami lokalnymi niezabliznionymi stwierdzono w
drzewostanach w wieku 6-20 lat (19,7%) oraz w wieku do 5 lat (18,8%). Najmniej drzew z takimi
objawami bytlo w drzewostanach w wieku 41 — 60 lat (12,3%) (Tab. 13). Lokalne podtuzne

spekanie kory obserwowane byto najliczniej w drzewostanach w wieku 41 do 60 lat (20,0 %), oraz
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w wieku 21 - 40 lat (19,1% drzew) (Tab. 13). Stosunkowo czestym objawem wystgpujacym na
drzewach jesionu wyniostego byly rakowate rany. Objaw ten wystepowat najliczniej na drzewach w
wieku powyzej 60 lat (10,0% drzew). Raki drzewne stwierdzane byty sporadycznie, wystapity
najliczniej (6,0%) na drzewach w wieku powyzej 60 lat. Najwigcej drzew z tafelkowatymi
spekaniami kory byto w wieku 41 — 60 lat (6,7%) oraz powyzej 60 lat (6,7%). W drzewostanach |
klasy wieku nie stwierdzono tego objawu. Drzewa z nekrozami kolistymi gladkimi byly

najliczniejsze w wieku 41 — 60 lat (4,3%) (Tab. 13).

Objaw obumierania gat¢zi w koronach drzew Fraxinus excelsior obserwowany byt we wszystkich
przedziatach wiekowych. Najwiecej drzew z obumierajacg korong stwierdzono w drzewostanach w
wieku od 6 do 20 lat (55,4%). Najmniej drzew z tym objawem bylo w wieku do 5 lat (28,8%). W
drzewostanach w wieku do 5 lat najczesciej stwierdzano od 26 do 50% martwych gatezi w koronie
(8,8% drzew). W drzewostanach w wieku od 6 do 20 lat najwigcej byto drzew posiadajacych od 11
do 25% martwych galezi w koronie. Najrzadziej wérod drzewostanow we wszystkich klasach wieku
stwierdzono obumieranie gatezi w przedziale powyzej 75% martwych galezi (Tab. 14). Martwy
wierzchotek najliczniej wystgpowatl na drzewach w wieku od 6 do 20 lat (20,9%), najmniej drzew z
tym objawem wystapito w drzewostanach powyzej 60 lat. Objaw obumierania szczytow
pojedynczych gatezi byt najliczniejszy na drzewach w wieku od 6 do 20 lat (7,7%). Najmniej drzew
z tym objawem stwierdzono w drzewostanach w wieku powyzej 60 lat (3,3%). Natomiast najwigce]
drzew z martwymi szczytami licznych gatezi byto w wieku powyzej 60 lat (23,3%), najmniej za$ w
wieku do 5 lat (8,8%) (Tab. 14).

W drzewostanach pochodzenia naturalnego stwierdzono 70,5% drzew zywych z objawami
chorobowymi oraz 27,4% drzew martwych. W drzewostanach pochodzenia sztucznego bylo
odpowiednio 62,4% oraz 34,1% takich drzew (Tab. 13). Wigkszo$¢ rodzajow objawow
chorobowych na pedach gléwnych i1 pniach drzew liczniej stwierdzono na drzewach pochodzacych
z odnowienia sztucznego niz w drzewostanach pochodzenia naturalnego. Lokalne podituzne
spekania kory w drzewostanach pochodzacych z odnowienia sztucznego stwierdzono na 17%
drzew, za§ w drzewostanach pochodzenia naturalnego - u 9,8% drzew. Nekrozy lokalne zabliznione
wystapily u 27,2% drzew z odnowienia sztucznego i u 20,5% drzew z odnowienia naturalnego.
Nekrozy lokalne niezabliznione na pniach wystapity u 18,3% drzew pochodzenia sztucznego oraz u
13,5% drzew pochodzacych z odnowienia naturalnego. Rakowate rany stwierdzono na 31 (5,7%)
drzewach pochodzacych z odnowienia sztucznego, zas w drzewostanach pochodzenia naturalnego
wystapity na 22 (3,9%) drzewach. Takze martwe galezie w koronach czgsciej wystepowaly w
drzewostanach pochodzenia sztucznego (47,4% drzew), niz w drzewostanach pochodzenia

naturalnego (37,0%) (Tab. 14). Dotyczy to réwniez zamierania wierzchotkéw. Martwe wierzchotki
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w drzewostanach naturalnych wystapity na 45 (7,9%) drzewach, w drzewostanach pochodzenia
sztucznego stwierdzono je na 76 (14,1%) drzewach (Tab. 14).

Najliczniej wystepujagcymi objawami na pniach jesionu wyniostego byly nekrozy lokalne
zabliznione, ktore wystapity na 264 drzewach. U najwigkszej liczby drzew nekrozy zabliznione
stwierdzono od strony potnocnej pnia (31,1% drzew z nekrozami). Liczne byty rowniez drzewa z
nekrozami stwierdzonymi od strony wschodniej (11,7%) oraz potudniowej (11,4%). Najmniej
stwierdzono drzew, u ktorych nekrozy zabliznione wystgpowaty od zachodniej strony pnia (5,7%).
Nekrozy niezabliznione wystgpity na pniach 176 drzew. U najwigkszej liczby drzew nekrozy
wystepowaty od strony pédinocnej pnia (25,6% drzew z nekrozami). Znaczna byta takze liczba
drzew z nekrozami zlokalizowanymi od strony potudniowo - wschodniej (14,2%) oraz potudniowe;j
strony pnia (13,6% drzew). Najmniej byto drzew z nekrozami niezabliznionymi wystgpujacymi od

strony zachodniej (7,4%) oraz potudniowo — zachodniej (6,3%).

Nadlesnictwo Radymno, Nadlesnictwo Sieniawa (RDLP Krosno)

W Nadlesnictwie Radymno dominuja siedliska lasowe, ktore obejmuja powierzchnie 57,1%, oraz
siedliska borowe, zajmujace 40,2% powierzchni. Gatunkiem panujacym jest sosna (61%
powierzchni), nastepnie dab — 12%, olcha — 11%, i brzoza — 9%. Pozostale gatunki: modrzew,
swierk, buk, klon, lipa, jesion, grab, topola, osika i sporadycznie inne zajmuja powierzchnie do 2 %
I maja mniejsze znaczenie gospodarcze.

W Nadlesnictwie Sieniawa przewazaja siedliska lasowe, ktore zajmujg powierzchni¢ 81,0%, oraz
siedliska borowe zajmujace 16,0%. Gatunkiem panujacym w drzewostanach tego nadlesnictwa jest
sosna zwyczajna wystepujaca na 64,0% powierzchni, natomiast pozostale gatunki zajmuja
odpowiednio dgb szyputkowy 12,1%, olcha czarna 8,9%, brzoza brodawkowata 5,1%, buk
zwyczajny 3,6%, swierk pospolity 3,3% oraz Md, Jd, Js, Gb, Tp, Os, Wb, Lp, zajmujace tacznie
3,0% powierzchni.

Badania w Nadlesnictwie Radymno przeprowadzono w 20 drzewostanach rosngcych na siedlisku
BMsw, Léw i Lt oraz w Nadlesnictwie Sieniawa w 8 drzewostanach na siedlisku Lw, LMw oraz
LMs$w (Tab. 15). Badania prowadzone byly w drzewostanach o réoznym wieku, powstatych na
drodze naturalnego odnowienia lub poprzez sadzenie. Ogotem, na terenie obu nadlesnictw analizie
poddano 850 drzew (Tab. 15). Do analiz dotyczacych wptywu sposobu odnowienia, dane w
tabelach dotycza jesionoéw z przedzialu wiekowego 6-8 lat oraz 41-60 lat (Tab. 16, 18).

Wsrod przeanalizowanych 850 drzew, 35,9 % byto martwych (Tab. 16). Najwickszy odsetek drzew
martwych odnotowano u jesionéw 16-20-letnich (72,0%) oraz w wieku do 5 lat (69,7%), za$
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najmniej w drzewostanach w przedziale 41-60 lat (26,7%) (Tab. 16). Nasilenie zamierania
drzew w poszczegolnych oddziatach byto rozne. W okresie badan najwiecej drzew martwych byto
w 3-letniej uprawie w 0ddz.272m na siedlisku Lsw (96,0%) oraz w 59-letnim drzewostanie w oddz.
288f na siedlisku Lt (76,0%), a najmniej (8,0%) w trzech drzewostanach: 275b-Lw, 43 lata; 2899-
L1, 44 lata; 86d-Lw, 59 lat (Tab. 17). Jak wynika z danych w tabeli 16, w porownywanych
drzewostanach jesiony pochodzenia naturalnego wykazywaly wigksze nasilenie zamierania niz
jesiony w drzewostanach pochodzenia sztucznego. Relacja taka wystgpita zardbwno w
drzewostanach w wieku 6-8 lat, jak i wieku 41-60 lat (Tab. 16). Zrdéznicowane byto rowniez
nasilenie zamierania na réznych jak i na takich samych siedliskach. Przyktadowo, w 3-letnich
drzewostanach na L§w w oddz. 272m martwych byto 96,0% drzew a w oddz. 273f — 32,0% (Tab.
17).

U 50,7% drzew zywych obecne byly zamarte gatezie w koronie (Tab. 16, 17). U 12,4% drzew
zamarto ponad % gatezi w koronie (Tab. 16). W dwoch analizowanych drzewostanach udziat takich
drzew wynosit 32,0% (Tab. 17). Nasilenie wazniejszych objawoéw chorobowych przedstawiato si¢
nastepujaco: na pniach 19,2% drzew wystepowaty raki drzewne, na 4,9% pniach — lokalne spekania
kory, na 1,8% pni — tafelkowate spgkania kory oraz na 44,7% pni — lokalne nekrozy kory (Tab. 18).
Na jednym pniu obecne byty czgsto zarowno nekrozy zabliznione jak i nekrozy niezabliZznione.
Nekrozy zabliznione byly obecne na 223 (26,2%) drzewach, przy czym u 21,7% bylo zabliznionych
mniej niz 25% obecnych nekroz, co wskazuje na proces ich ciaglego powstawania (Tab. 19). Jak
wynika z danych w tabeli 19 udzial drzew z nekrozami na pniach byt bardzo zrdéznicowany.
Podczas gdy w jednych drzewostanach nieliczne osobniki wykazywaly obecno$¢ tego symptomu, w
innych drzewostanach nekrozy zabliznione wystapity na pniach 44 do 58% drzew. Nekrozy
niezabliznione byty obecne na pniach 18,5% drzew. Na 132 pniach byto do 25,0% stanu nekroz

niezabliznionych (Tab. 20).

Nekrozy kory oraz zrakowacenia na pniach najczesciej wystepowaty u drzew w wieku 6 do 20 lat
(Tab. 18). U mtodych drzew czesciej wystepowatly one w drzewostanach zatozonych sztucznie za$
u starszych — w drzewostanach pochodzenia naturalnego (Tab. 18). Nekrozy zabliznione i
niezabliznione wystepowaty na pniach 1 strzatkach wzgledem wszystkich stron §wiata, o pewne;j
zwigkszonej tendencji od strony N, E, i NE (Tab. 21, 22). Natomiast raki drzewne czgsciej
pojawiaty si¢ na pniach od strony potudniowe;j (30,1%) oraz wschodniej (27,6%) (Tab. 23).

Analize¢ objawow chorobowych i ich nasilenia prowadzono roéwniez w odnowieniach
naturalnych na innych, poza wymienionymi wyzej terenach. Analizowano migdzy innymi

odnowienia naturalne w Nadlesnictwach: Rymanoéw, Resko, Rokita, Gryfice i w otulinie
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Ojcowskiego Parku Narodowego. U mtodych jesionow stwierdzano: wigdniecie liSci, nekrozy
szczytu pedu gtdéwnego oraz szczytow pedow bocznych, nekrozy lokalne na strzatkach i na pedach,
nekrozy pojedynczych korzeni oraz nekroze catkowitg osobnikow. Badania prowadzone w roznych
okresach czasu pozwolily na okreslenie nastepstwa symptomow chorobowych, a zatem wyroznienie
objawow chorobowych pierwotnych i wtornych. Nekrozy lokalne na strzatkach najczesciej braly
poczatek od nasad odgal¢zien bocznych. Zamieranie szczytéw pedow przewaznie brato poczatek
kilkanascie centymetrow ponizej wierzchotka. Nekrozom towarzyszylo jasnobezowe lub
ciemnobrunatne, jednolite, wzglgdnie smugowate przebarwienie kory, nierzadko potlaczone z
lokalnymi zapadnig¢ciami i wzdtuznymi lub tafelkowatymi spgkaniami kory odstaniajagcymi drewno.
Niekiedy byly to nekrozy nie wzdluzne, lecz koliste. Mozna bylo obserwowaé, ze przez pewien
okres rozprzestrzenianie nekrozy w dot pedow zostalo ograniczane w miejscach odgalezien
bocznych. U czgsci egzemplarzy w tych miejscach nastgpilo ograniczenie dalszego postepu
choroby. U wigkszo$ci egzemplarzy, po okresie zahamowania, nekroza postgpowata dalej w dot
pedu prowadzac do zamierania catych egzemplarzy. Odsetek zamartych jesionow byl rozny.
Przyktadowo, w 2-4-letnich odnowieniach naturalnych w Nadl. Staszow wynosit do 2,0%, w
badanych odnowieniach otuliny OPN dochodzit do 80%. U obumartych drzewek stosunkowo
szybko dochodzito do zgnilizny korzeni. Oprocz grzyboéw podstawkowych czesto stwierdzano
zwlaszcza w gornej czeSci systemu korzeniowego grzyby z rodzaju Phomopsis, ktore
najprawdopodobniej zasiedlaty korzenie, po uprzednim rozwoju u podstawy strzatki. Poczatkowo
podejmowano proby porownywania rodzaju objawow chorobowych i ich nasilenia u mtodych
jesionow zaleznie od sposobu odnowienia, jednak w trakcie badan zaobserwowano duze zmiany w
procesie zamierania mtodych jesionow w wielu odnowieniach naturalnych w miarg uptywu czasu.
Na przyktad, w Nadl. Rokita w 2-4-letnim odnowieniu naturalnym jesionu w oddz. 70b w 2008 r.
nie dostrzegano objawOw zamierania. Wigzano to poczatkowo z faktem bardzo dobrego stanu
zdrowotnego macierzystego drzewostanu jesionowego, pod ktorym to odnowienie wystepowato.
Dalsze badania wykazaty jednak szybko pogarszajacy si¢ stan zdrowotny tego odnowienia. W
2011 r. stwierdzono, ze tylko 33,3% nie wykazywalo symptomow chorobowych, a 46,7%
osobnikdw juz obumarto. Nalezy nadmieni¢, iz w niektorych innych drzewostanach tego
Nadlesnictwa, np. w oddz. 279Ac, odnowienie cechowalo si¢ dobrym stanem zdrowotnym i w
trakcie kilkuletniego okresu obserwacji stan ten nie ulegl znaczacemu pogorszeniu. Z kolei w oddz.
627a, oprocz objawdw intensywnego zamierania odnowienia naturalnego jesionu, stwierdzono
rébwniez zamieranie nalotu jaworu. Pobrany materiat wykazatl liczne porazenie sytemu
korzeniowego jaworu przez grzyb Verticillium sp., natomiast w korzeniach jesionéw nie

stwierdzono obecnos$ci grzybow potencjalnie odpowiedzialnych za zamieranie tego gatunku.
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Analiz¢ objawow chorobowych, a czesciowo takze ich nasilenia prowadzono rowniez w
szkotkach lesnych. Analiza sadzonek byta prowadzona poczatkowo w szkétce w Nadle$nictwie
Witoszczowa 1 Niepotomice, a nastepnie w Nadlesnictwie Stary Sgcz 1 Rokita, gdzie po uzyskaniu
zgody zwierzchnich wtadz, na bardzo ograniczonej powierzchni kontynuowano hodowle jesionu
dla potrzeb badawczych. Objawy chorobowe u sadzonek w szkoétkach lesnych byly zbiezne z tymi,
ktore obserwowano w odnowieniach naturalnych i sztucznych. W trakcie oceny sadzonek w szkolce
w Nadl. Stary Sacz, w 2008 roku na poczatku okresu wegetacyjnego udzial osobnikéw martwych
wynosit, zaleznie od kwatery od 8 do 13%, a objawy chorobowe w postaci nekroz lokalnych i
nekroz szczytow pedoéw wystapity u 31do 38% sadzonek. W ciggu okresu wegetacyjnego zamarty
przede wszystkim sadzonki najnizsze. Na zamartych wcze$niej i pozostawionych na kwaterach,
pojawiaty si¢ dodatkowe objawy w postaci czernienia powierzchni strzatki. Objawoéw takich nie
obserwowano wczesniej w analizowanych drzewostanach. Dopiero w nastepnym okresie obecnos¢
ich stwierdzono rowniez u obumartych jesionow w nalotach w otulinie Ojcowskiego PN. Innym
objawem, ktory zaobserwowano w tej szkotce, byly lokalne nekrozy na blaszkach lisciowych
prowadzace do przedwczesnego obumierania catych pojedynczych listkow. Nekrozom tym
towarzyszylo szaroczarne przebarwienie tkanek. Analiza wykazata, ze byly to objawy zwigzane z
porazeniem przez Venturia fraxini. Badano roéwniez symptomy chorobowe w postaci nekroz pedow
oraz ich sprawcoéw w odniesieniu do innych gatunkoéw drzew i1 krzewow, ktore rosngc w sasiedztwie
jesionow zaczely wykazywac objawy podobne do tych, jakie wystgpuja u jesionéw. Uwzgledniono
Acer pseudoplatanus, Forsythia i Ligustrum vulgare. Grzyby izolowano na pozywke po
zastosowaniu dezynfekcji powierzchniowej stosowanej w odniesieniu do jesionow. W okresie
badan nie stwierdzono by Chalara fraxinea infekowal pedy innych gatunkow drzew, poza
jesionem. Analiza stanu jesionu w szkotce w Nadl. Rokita w trakcie drugiego okresu
wegetacyjnego wykazata brak makroskopowych symptoméw zamierania pedéow u 71,5% siewek.
Objawy nekroz pedu gtdéwnego i/lub pedow bocznych obserwowano u 24,0% siewek oraz nekroze
catkowita 4,5% siewek. Wyniki mikologicznej analizy sadzonek jesionu w szkotkach
przedstawiono w tabeli 35.

Nalezy wskazaé, ze czgstymi objawami u jesionow w szkotkach, podobnie jak w nowo zalozonych
uprawach doswiadczalnych byly nekrozy na lisciach (Ryc. 42-44, 46-47). Nekroza lokalna na

nerwie gtdwnym prowadzita do zamierania szczytowej czesci potozonej powyzej nekrozy.

4. Etiologiczne aspekty procesu zamierania jesionow
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Dla okreslenia sprawcéw roéznych typow symptomow chorobowych u jesionu
prowadzono mikologiczng analiz¢ tych organdéw drzew, ktore wykazywaty objawy chorobowe.
Czes¢ pobranego materialu przeznaczono do analizy mikologicznej na podstawie wytworzonych w
naturze owocnikdéw. Cze$¢ za$, obejmujaca zwlaszcza probki bez wyksztalconych owocnikéw
przeznaczono do izolacji grzybni na pozywke, glownie agarowo-maltozowa oraz dla analizy
wybranych cech morfologicznych grzybéw, na pozywke glukozowo-ziemniaczang. Przed izolacja
dokonywano szczegdlowego opisu zewnetrznych 1 wewnetrznych objawow chorobowych.
Dezynfekcji probek pobranych z pedow lub innych organow dokonywano poprzez ich zanurzenie
najpierw w 96% alkoholu etylowym /1 min/, a nastgpnie w 4% podchlorynie sodu /5 min/ i w 96%
alkoholu etylowym /0.5 min/. Po ich osuszeniu w sterylnej bibule filtracyjnej i Scieciu wierzchniej
warstewki kory, wycinano fragmenty o wymiarach 5 x 2 x 2 mm i wyktadano na pozywke zestalong
w plytkach Petriego. Jezeli proces chorobowy byl bardziej zaawansowany, a zwlaszcza gdy byly
wytworzone owocniki grzybow dezynfekcji powierzchniowej dokonywano przy pomocy waty
zwilzonej w alkoholu, po czym $cinano wysterylizowanym skalpelem wierzchnie warstwy kory lub
drewna, a nastgpnie ze §wiezo odstonietych tkanek pobierano fragmenty i wyktadano je na
pozywke. Z jednego pedu do izolacji wycinano najczesciej 6, sporadycznie 12 i wigcej
fragmentow. Wyrastajace kolonie odszczepiano i inkubowano w temperaturze 20°C. Celem
wyjasnienia pewnych aspektow choroby pojawiajacych si¢ w trakcie badan dokonywano wielu
wycinkowych badan tego procesu oraz prowadzono wiele wariantéw do$wiadczen, by moc
wycigga¢ pewne wnioski odnosnie kierunkoéw dalszych analiz. Celem uchwycenia sukcesji
grzybow w nekrotycznych tkankach okreslano stadium zaawansowania choroby u danego jesionu
(stadium poczatkowe i zaawansowane). Dla zbadania mozliwosci zasiedlania przez Ch. fraxinea
r6éznych typoéw tkanek, z cze$ci peddéw ze stadium poczatkowym nekroz wykonywano odrebnie
izolacje z kory i drewna. Celem stwierdzenia mozliwosci zasiedlania zywych tkanek jesionu przez
grzyby endofityczne, izolacje wykonywano takze z tkanek jesionow nie wykazujacych objawow
chorobowych. Ogétem wykonano izolacje grzybow z ponad 10 tysigcy fragmentéw kory i drewna
pobranych z okoto 1700 pedéw oraz zidentyfikowano grzyby na podstawie owocnikow
wytworzonych na ponad 650 pgdach.

Na ustalenie gldéwnego nurtu badan w zakresie etiologii mial wptyw fakt, ze autor od poczatku
analizy stwierdzat szczegoélnie licznie w nekrotycznych tkankach pewien gatunek grzyba, ktory na
podstawie cech morfologicznych zaklasyfikowatl do rodzaju Chalara (Kowalski 2001). Dalsze
badania taksonomiczne tuz przed rozpoczeciem obecnych badan wykazaly, ze grzyb ten nie moze
by¢ przyporzadkowany do zadnego z dotychczas znanych gatunkow, w zwigzku z czym zostat

opisany jako nowy gatunek, o nazwie Chalara fraxinea T. Kowalski (Kowalski 2006).
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By uzyska¢ odpowiedz, czy grzyb ten wystepuje lokalnie na danym obszarze, czy jest szeroko
rozprzestrzeniony, dokonywano izolacji grzybéw z probek pochodzacych z roznych rejondéw Polski.
Wyniki dotyczace Chalara fraxinea, uzyskane na podstawie izolacji z 7200 fragmentéw pobranych
z 1134 chorych i1 zamierajacych jesiondéw w 23 nadlesnictwach (8 Regionalnych Dyrekceji LP) i na
obszarze 2 parkow narodowych wykazaty, ze grzyb Chalara fraxinea jest pospolity na jesionach w
catej Polsce. Zostal on wykazany na wszystkich terenach, w ktérych pobierano do badan jesiony z
objawami zamierania (Tab. 24). Czesto$¢ infekcji jesionow przez ten gatunek byta stosunkowo
duza. Ogotem grzyb Ch. fraxinea zostat wykazany w 52,7% pedoéw. Stwierdzono duze roéznice w
udziale pedow, z ktorych zostal on wyizolowany, migdzy poszczegdélnymi nadlesnictwami.
Najrzadziej izolowano Ch. fraxinea z pedow jesionu pobranych w Nadl. Sieniawa (8,0% pedow),
za$ najczescie] z pedow z Nadl. Starogard (100,0%). Podejmujac probe poréwnywania tych
wynikow nalezy mie¢ na uwadze rézny okres badan oraz rézny stan zaawansowania procesu
chorobowego badanych jesiondéw. Z przeprowadzonego doswiadczenia porownawczego wynika, ze
czestos¢ izolacji Ch. fraxinea byla prawie trzykrotnie wigksza, gdy pedy jesionu wykazywaly
nekroze w poczatkowym stadium, niz z pedéw caltkowicie obumartych, pobieranych do badan
gléwnie w okresie péznojesiennym. Jednym z powodow takiej sytuacji byto zasiedlenie zamartych
tkanek przez inne gatunki grzybow, zwlaszcza z rodzaju Alternaria, Cladosporium, Cytospora,
Epicoccum i Phomopsis (Fot.31-32). Grzyby te wykazuja szybki wzrost na pozywce agarowo-
maltozowej, uniemozliwiajac jednocze$nie rozwoj wolno rosngcej grzybni Ch. fraxinea. Ogétem,
sposrod 7200 fragmentéw pedow jesionow wzigtych do analizy, grzybnia Ch. fraxinea wyrosta z
38,8% fragmentow (Tab. 24).

Przeprowadzone badania wykazaty, ze grzyb Ch. fraxinea po dokonaniu infekcji pedéw jesionu
moze rozwijac si¢ zarowno w korze, jak 1 w drewnie. Przecigtna czgsto$¢ rozwoju w obu typach
tkanek byta dosy¢ zblizona (kora 48,8%, drewno 52,2%), co wskazuje na brak wyraznej preferencji
w odniesieniu do jednego z tych typow tkanek. Sposob zasiedlania poszczegdlnych pedow moze
by¢ rézny. W ramach analizowanej proby, tylko w przypadku 37,7% pedoéw, Ch. fraxinea zostat
wyizolowany zarowno z kory jak i drewna, w pozostatych pedach zostat stwierdzony tylko w jedne;j

z tych tkanek.

Grzyb Ch. fraxinea moze infekowac drzewa we wszystkich klasach wieku. Jednak
wielokrotnie cz¢$ciej jest wykazywany w szkotkach i drzewostanach pierwszej klasy wieku.
Cechuje go takze zdolno$¢ infekcji réznych organow roslinnych. Jego obecnos$¢ wykazana zostata
w korzeniach, pedach 1 lisciach. Czestos$¢ infekcji poszczegdlnych organdéw wykazuje jednak duze

zréznicowanie. Najczesciej infekowane sg pedy gtowne i gatezie boczne, gdzie dochodzi do
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powstawania nekroz lokalnych lub, w przypadku rozszerzania si¢ nekroz, do zamierania

wierzchotkéw lub catych nadziemnych czesci.

Dokonywano identyfikacji takze innych gatunkow grzyboéw na pedach i fragmentach gatezi
oraz fragmentach pni na podstawie wytworzonych w naturze owocnikow lub takich form
zarodnikowania, ktore umozliwilty identyfikacje grzyboéw. Czes$¢ tych wynikdéw podano w tabeli 25
i 26, cz¢$¢ w rozdziale dotyczagcym nowo zalozonych upraw doswiadczalnych. Z wykazu grzybow
zidentyfikowanych na podstawie wytworzonych w naturze owocnikéw na strzatkach i galeziach
jesionébw pobranych z terenu trzech nadle$nictw wynika, Zze na 445 pedach stwierdzono
wystepowanie owocnikow 42 gatunkow grzybow. Dane te wskazuja takze, ze mimo stosunkowo
duzego zrdéznicowania gatunkowego grzybow, tylko nieliczne cechuja si¢ duza czgstotliwoscia
wystepowania. Na wigcej niz 10% obumartych czesciach strzatek lub galezi jesionow wystepowato
tylko pi¢¢ z nich. Byty to grzyby: Cytospora pruinosa (37,1%), Botryosphaeria stevensii (32,4%),
Phomopsis scobina (24,3%), Massaria sp. (13,9%) i Diplodia sp. (11,7%). CzeSciej stwierdzano
takze Phomopsis controversa, Diaporthe sp., Phomopsis sp., Didymosphaeria acerina i Nectria
galligena (Tab. 25). Cze¢$¢ z tych gatunkow czeSciej stwierdzano w powigzaniu z okres§lonymi
objawami chorobowymi. Grzyby z rodzaju Phomopsis owocnikowaty gtéwnie w obrebie lokalnych
nekroz wokot nasad gate¢zi, ich owocniki pojawialy si¢ stosunkowo wczesnie na brunatniejacej
korze zanim doszlo do odstoniecia drewna. W tej poczatkowej fazie pojawiaty sie czgsciej
zarodniki typu B niz zarodniki typu A tego gatunku. W nielicznych przypadkach na obumarie;
korze stwierdzano otocznie w podktadkach Diaporthe, grzyba ktory jest stadium teleomorficznym
Phomopsis sp. Grzyb Cytospora pruinosa wytwarzat pyknidy zardwno na szczytach pedow jak i na
odcinkach pedéw miedzy weztami. Podczas gdy obraz mikroskopowy pyknid, nie roznit si¢ istotnie
od wystepujacego na roznych drzewach lisciastych Cytospora ambiens, nieco inaczej przedstawiata
si¢ struktura kolonii, a zwlaszcza zdecydowang roznice wykazywaty trzonki konidialne, ktore byty
wielokrotnie drzewkowato rozgalezione i osiggaly do 45 mikrometréw dtugosci. Nie stwierdzono
natomiast na badanych jesionach wystgpowania stadium teleomorficznego z rodzaju Valsa. Grzyb
Nectria galligena wytwarzal charakterystyczne czerwone otocznie w obrebie rakowatych ran,
ktorym towarzyszyly hipertrofie tkanek. Nectria galligena stwierdzano nie tylko na mtodych
jesionach, ale takze na pniach ponad 60-letnich jesiondéw w obrebie rozlegtych hipertrofii na pniach

1 grubych galeziach. Godne podkres$lenia jest, Ze w obrebie nekrotycznych tkanek stwierdzano takze



23

Chalara fraxinea. Wytwarzal on ciemno zabarwione utwory sklerenchymatyczne, a na
nich fialidy ze skupieniami konidiéw na szczycie fialid. Jak wynika z danych w tabeli 25 nie byto to
zjawisko powszechne. Obecno$¢ zarodnikowania tego gatunku stwierdzano w przypadku nekroz
lokalnych z odstonigtym drewnem. Grzyb Botryosphaeria stevensii tylko sporadycznie wytwarzat
stadium teleomorficzne, glownie stwierdzano stadium anamorficzne, znane pod nazwa Diplodia

mutila.

Dla identyfikacji grzyboéw w tkankach we wczesnych stadiach zamierania, w obrgbie ktérych nie
wytworzyly sie owocniki grzybow, oraz z drewna, wykonywano izolacje na pozywke agarowo-
maltozowa. Po dezynfekcji powierzchniowej, fragmenty tkanek do izolacji pobierano zar6wno ze
stref §rodkowych jak i z pogranicza mi¢dzy tkankami zamierajagcymi badz martwymi a zywymi. Dla
tych samych trzech nadle$nictw wyniki podano w tabeli 26. Zrdznicowanie gatunkowe
wyizolowanych w ten sposéb grzybow przedstawiato si¢ nieco inaczej niz w przypadku grzyboéw
identyfikowanych na podstawie wytworzonych w naturze owocnikdw, przy czym najpospolitsze
gatunki wykryte zostaty w efekcie obu metod identyfikacji, z wyjatkiem grzyba Chalara fraxinea.
Poprzez izolacje z chorych tkanek zidentyfikowano 25 gatunkow grzybow oraz wyrdzniono kultury
nie zarodnikujace grzybow. Najczeséciej izolowanym gatunkiem grzyba byta Chalara fraxinea
(24,9%). Do czgstych nalezaly takze: Alternaria alternata, Phomopsis scobina, Phomopsis
sp.,Cytospora pruinosa, Diplodia mutila i Fusarium spp. Na szczegdlng uwage zastuguje bardzo
czeste izolowanie z pedow w poczatkowym etapie zamierania grzyba Chalara fraxinea.
Obserwowana jest niezwykle duza rozbiezno$¢ pomigdzy stosunkowo rzadkim stwierdzaniem tego
gatunku na bazie zarodnikowania wytwarzanego na zamartych pedach w naturze, a jego duza
czestotliwoscig izolacji z chorych tkanek na pozywke. Wykonane izolacje z tkanek jesionéw bez
objawdéw chorobowych, celem stwierdzenia skladu grzybow endofitycznych wykazaty, ze w
tkankach takich nie wystepuje Chalara fraxinea, zas najczestsze sa grzyby z rodzaju Phomopsis, a
takze Alternaria alternata i Aureobasidium pullulans. Ma to duze znaczenie w interpretacji roli
Chalara fraxinea i okreslenia jej mozliwosci infekcji zywych jesionow i powodowania ich
choroby.

W jednym z do$wiadczen poréwnano wyniki izolacji grzybow z nekroz na 220 strzalkach
kilkuletnich jesionow rosngcych w nieznacznej odlegtosci w podobnych warunkach siedliskowych,
ale r6znigcych si¢ sposobem odnowienia Z kazdej nekrozy pobrano 6 fragmentow kory i drewna
(ogétem 1320 fragmentéw). Analiza wykazala, ze liczby wyizolowanych kolonii byly bardzo
zblizone (678 oraz 693 kolonie), zblizony byl rowniez sktad gatunkowy grzybow zasiedlajacych
takie jesiony (Tab. 27). Zaznaczaly si¢ natomiast roznice w czgstosci ich wystepowania.

Najbardziej rzuca si¢ w oczy, prawie dwukrotnie wigkszy udziat w otrzymanej populacji grzyba Ch.
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fraxinea w przypadku jesionow z odnowienia naturalnego. Podobna relacje mozna
zaobserwowaé¢ w odniesieniu do Fusarium sp.l. Natomiast identyczny byt udzial w obu
populacjach grzyba Phomopsis sp.1, najczestszego gatunku w obu wyizolowanych populacjach
(Tab. 27).

W odniesieniu do przedstawionych wyzej wynikow badan nalezy wskaza¢ na konieczno$é
przeprowadzania nierzadko dodatkowych badan laboratoryjnych. W badaniach nad mykobiota w
powigzaniu z objawami chorobowymi, niezaleznie od rodzaju choroby i gatunku drzewa
dotknigtego choroba pojawia si¢ bowiem problem wiasciwe]j identyfikacji grzybow. Jest to
zwigzane z duzym zroéznicowaniem stadiow rozwojowych, w ktorych moze rozwijaé si¢ stadium
wegetatywne lub generatywne jak i duzym zréznicowaniem w obrebie struktury 1 barwy kolonii
grzyboéw, ktore zalezag m.in. od rodzaju pozywki, temperatury inkubacji, ale sg tez wynikiem
zmienno$ci genetycznej. Kultury wielu gatunkéw grzybow izolowane na pozywke cechujag sig
pewnym zakresem zmiennosci, ktory w przypadku nowo izolowanego gatunku musi by¢
szczegotowo rozpoznany, by mimo réznic morfologicznych kultur byty przypisywane danemu
gatunkowi grzyba. Wiele gatunkow grzybdéw nie tworzy jednolitych kolonii lecz sektory o
zréznicowanej barwie i strukturze grzybni powietrznej. Utworzone na bazie tych sektoréw
subkultury daja nierzadko inne morfotypy danego gatunku grzyba, ktére utrudniajg identyfikacje.
Majac na uwadze powyzsze uwarunkowania wyizolowane z roéznych tkanek jesionéw kultury
grzybow (pedy, liscie, korzenie, kora, drewno) poddawano hodowli w znormalizowanych, $cisle
okreslonych warunkach laboratoryjnych. W przypadku grzybow wyizolowanych z jesionu
powyzsze badania porownawcze byty konieczne zwlaszcza dla Chalara fraxinea, Phomopsis spp. i
Diplodia mutila, przy czym konieczno$¢ taka w odniesieniu do kazdego z nich byta spowodowana
innym czynnikiem. | tak, Ch. fraxinea jest gatunkiem, ktory zostat nowo opisany w 2006 roku. Nie
dysponowano wigc, realizujac obecne badania, zadnymi danymi literaturowymi. Kultury izolowane
z pedow, lisci 1 korzeni wykazywaly duze zroznicowanie morfologiczne. W zakresie barwy byly to
kultury od bezbarwnych (przejrzystych) poprzez biate, rdzawe do ciemnobrunatnych ale takze
biatawo-szare i oliwkowo-szare, co zalezato migdzy innymi od pojawu fialid. W zakresie struktury
mozna bylo stwierdza¢ kultury wytwarzajace 1 nie wytwarzajace sklerotycznych czarnych utworow.
Przeprowadzenie wielu hodowli o r6znych kombinacjach pozwolito okresli¢ zakres zmiennos$ci, 1
czg$ciowo jej uwarunkowania, a nastegpnie ustalenie ich przynalezno$ci do tego samego gatunku
grzyba. Prawidlowo$¢ identyfikacji zostala poparta nastgpnie badaniami genetycznymi, ktdre
umozliwity takze okreslenie zakresu zmiennosci. Z kolei problem przy identyfikacji Diplodia
mutila wynika z braku wytwarzania zarodnikoéw w kulturach in vitro, a tym samym koniecznosci
identyfikacji po grzybni wegetatywnej. Natomiast w przypadku grzybow z rodzaju Phomopsis
wytwarzane moga by¢ w jednej kulturze rézne typy zarodnikéw (typ A, typ B, typ C) lub tylko



25

niektére z nich, a przy tym réznice miedzy poszczegdlnymi gatunkami z tego rodzaju sa
minimalne, co dotyczy gatunkéw izolowanych z jesiondw jak i innych gatunkéw drzew i krzewow.
Odrebny kierunek badan laboratoryjnych dotyczacy identyfikacji grzybow na podstawie kultur in
vitro, w ktorych w wiekszos$ci przypadkéw wytwarzane jest tylko stadium wegetatywne, polegat na
szukaniu dla wyizolowanych gatunkéw grzyboéw odpowiadajacych im stadiow teleomorficznych.
Na jesionach wykazujacych objawy chorobowe odrebnie postegpowano z zebranymi probkami, na
ktorych w naturze wytworzyto si¢ stadium telemorficzne grzybow workowych (Ascomycota). W
przypadku stwierdzenia otoczni wykonywano rozmaz z zarodnikoéw workowych na pozywce, a
kietkujace zarodniki przenoszono do oddzielnych ptytek Petriego z zestalong pozywka agarowo-
maltozowa z dodatkiem antybiotyku, celem zahamowania namnazania bakterii. Uzyskane kultury
wykorzystywano do poréwnan z kulturami wyizolowanymi z tkanek nekrotycznych jesionow. W
przypadku stwierdzenia na naturalnym substracie miseczek, przyklejano je do wieczka przy
pomocy wazeliny i obserwowano wysyp i kietkowanie zarodnikéw workowych, by z nich
wyhodowa¢ kulture do celow porownawczych. Tego typu postepowanie metodyczne umozliwito
okreslenie niektorych nieznanych dotychczas powigzan anamorfa - teleomorfa oraz identyfikacje

kultur nie zarodnikujacych in vitro.

W obecnych badaniach poswigcono takze uwagg czterem innym aspektom zwigzanym z
Chalara fraxinea: udziatu Ch. fraxinea w powodowaniu chor6b lisci jesionéw, rozwoju tego
gatunku w obregbie chodnikéw jesniaka rdzawego oraz mozliwosci infekowania korzeni i
mozliwo$ci endofitycznego trybu zycia. Odnosnie grzybow w obrebie chodnikéw jesniaka pstrego,
izolacje probne wykonano z drewna wokot chodnikow na pniach obumartych jesionow (miejsca
wylegu owadoéw) oraz z drewna 1 kory na pniach jesionow zywych w miejscach zeru
uzupelniajacego jesniaka. Tylko w pierwszym z wymienionych miejsc Stwierdzono sporadycznie
Ch. fraxinea, a gtownie izolowano Cytospora sp. oraz Diplodia mutila. Wskazuje to na minimalne
mozliwosci przenoszenia grzyba Ch. fraxinea przez jesniaka z drzew obumierajacych na zywe
jesiony.

Jednym z celow izolacji grzybow z korzeni jesionu bylo zbadanie mozliwosci ich pierwotnej
infekcji przez Ch. fraxinea, co jak wykazaly badania dotychczasowe, jest zjawiskiem stosunkowo
rzadkim. Izolacje z korzeni zamierajacych i martwych jesionow wykazaty czeste ich zasiedlanie
przez grzyby z rodzaju Armillaria, ktore powoduja intensywna biata zgnilizng, a przez to
przyczyniaja si¢ do zwigkszania szkod ze strony wiatru. Jakkolwiek czeSciej zjawisko takie
obserwowano w starszych drzewostanach, rowniez mlode jesiony z objawami chorobowymi na
nadziemnych cz¢éciach nierzadko zostajg zasiedlone przez Armillaria, ktora przyspiesza proces

obumierania jesionow. Korzenie jesionéw infekowane byly tylko sporadycznie przez Chalara
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fraxinea. Takie przypadki obserwowano dotychczas tylko u kilkuletnich sadzonek,
zwhaszcza w szkotkach, ktore byty catkowicie obumarte lub obumart tylko korzen, a nadziemna
cze$¢ byla jeszcze zywa. Drewno korzeni zasiedlonych przez Ch. fraxinea wykazywalo
szarobrunatne przebarwienie. Odmienng sytuacje stwierdzono lokalnie w 2010 roku. Wystapity
woweczas przypadki objawow uwiadu jesionu (Ryc. 5,7) w sytuacjach, gdy w obrgbie strzatki brak
byto nekroz lokalnych, miazga wykazywata objawy intensywnego zbrunatnienia, podczas gdy kora
wewnetrzna byla jeszcze zywa (Ryc. 10). Byt to skutek infekcji w gornej partii systemu
korzeniowego, gdzie wystepowaty nekrozy i szarobrunatne przebarwienie drewna. Jezeli tego typu
objawy beda si¢ dalej potwierdzaty, moze to wskazywaé¢ na wmywanie zarodnikéw workowych do
gleby 1 zdolno$¢ infekcji przez nie korzeni jesionow. Pojawowi tego typu objawdéw moga sprzyjac
dhlugotrwate deszcze w okresie letnim.

Jak wskazano w rozdziale dotyczacym typow objawoéw chorobowych w niektorych mtodych
drzewostanach jesionowych stosunkowo czesto na nerwach lisciowych powstaja brunatne,
powtarzajace si¢ lub jednolite nekrozy, ktorym niekiedy towarzysza przewezenia (Fot.1-4, 42-44,
46-47). Wykonane izolacje z nerwow lisciowych bedacych w réznym stadium zaawansowania
nekroz po uprzedniej dezynfekcji powierzchniowej tkanek potwierdzity mozliwo$é czestych
infekcji lisci przez ten gatunek i powodowania nekroz.

W trakcie realizowanych badan nie stwierdzono, by Ch. fraxinea wystgpowata jako endofit w

zywych korzeniach, pedach lub lisciach.

5. Sprawca zamierania jesionu i uwarunkowania jego rozwoju

Z przedstwionych wyzej danych wynika, ze w zamierajacych tkankach jesionow mozna stwierdzi¢
obecno$¢ kilkudziesigciu gatunkow grzybow. Sg wsérdd nich gatunki zdolne do powodowania
nekroz, zwlaszcza w przypadku ostabienia drzew, jak i gatunki saprotroficzne oraz endofityczne. Z
dotychczasowych ustalen wynika, ze za gtdéwnego sprawce choroby jesionu nalezy uznaé grzyb
Chalara fraxinea. Wskazuja na to przeprowadzone w trakcie obecnych badan wyniki testow na
patogenicznos¢, potwierdzone w ostatnim okresie takze takimi testami w innych krajach Europy, w
Szwecji i w Austrii. Poczynione w ostatnich latach badania (autorskie oraz prowadzone we
wspotpracy) pozwolity zidentyfikowa¢ stadium generatywne tego gatunku, istotne zwtaszcza z tego

wzgledu, Ze ono odgrywa decydujaca rolg¢ w rozprzestrzenianiu choroby.

Ustalenia te stwarzaja mozliwos$¢ okres§lenia czasowego 1 przestrzennego rozwoju tego patogenu.

Aspekty taksonomiczne sprowadzajg si¢ do dwdch zasadniczych ustalen:
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1/ - ustalenia w zakresie stadium anamorficznego (wegetatywnego). Jak wyzej
wskazano, stadium to zostato po raz pierwszy wyizolowane i opisane w Polsce, pod nazwg Chalara
fraxinea. Gatunek ten mozna zidentyfikowaé na podstawie takich cech jak wyksztatcanie
butelkowatego ksztattu fialid o dlugosci 24-37 um dtugosci oraz jednokomorkowych, bezbarwnych
konidiow o wymiarach 3.2-4.0 x 2.0-2.5 um. Fialidy i konidia wyksztaltcajg si¢ in vitro czgsciej,
jezeli kolonie hodowane sa w niZszych temperaturach, np. w zakresie 5 do 15°C, niz w
temperaturach powyzej 20°C. Na chorych i zamierajacych jesionach fialidy i konidia wytwarzane s
stosunkowo rzadko. Mozna je obserwowac niekiedy w obrebie nekroz, ktorym towarzyszy
wykruszenie kory prowadzace do odstonigcia drewna (Fot. 16). Ciemna sklerenchymatyczna
grzybnia z fialidami i konidiami tworzy si¢ poczawszy od jesieni na nerwach glownych lisci
jesionu, ktore po opadzie zalegaja na dnie drzewostanow. Dotychczas mimo prowadzonych prob,
autor nie stwierdzit, by konidia posiadaty zdolno$¢ kietkowania, co warunkuje mozliwosé

dokonywania przez nie infekcji.

2/ - ustalenie wystegpowania stadium generatywnego. Problem poswigcenia w badaniach duzo
uwagi dla poszukiwania stadium teleomorficznego wynikat z faktu, ze Ch. fraxinea jest grzybem
anamorficznym (niedoskonatym), tzn. wytwarzajacym zarodniki (konidia) na drodze wegetatywne;.
Jednak, jak wyzej podano, w obrgbie nekroz na pedach takie zarodniki mozna obserwowac
stosunkowo rzadko. Tworzg si¢ one licznie w wyizolowanych z takich nekroz kulturach grzyba,
zwlaszcza podczas hodowli w warunkach obnizonej temperatury. Nasuwato si¢ wigc podstawowe
pytanie, w jaki sposob dochodzi do tak licznych infekcji jesionow w drzewostanach oraz w
szkotkach? Postawiono hipotezg, ze grzyb ten wytwarza rowniez w naturze stadium teleomorficzne
(generatywne), tzn. stadium rozwojowe, w ktérym wytwarza zarodniki na drodze piciowe;.
Rozpoczeto wige analize zamartych drzew oraz pedow zywych z lokalnymi nekrozami, z czasem
takze lisci jesionu, z roznych rejonéw kraju, pod katem obecnosci owocnikéw grzyboéw
workowych. W przypadku ich stwierdzenia, starano si¢ wyhodowa¢ z zarodnikéw workowych
kultury na pozywkach, dla celdéw porownawczych ze znanymi kulturami Ch. fraxinea. Owocniki, z
ktorych uzyskano kultury identyczne z Ch. fraxinea napotkatl autor po raz pierwszy w sierpniu 2008
roku na terenie Nadl. Miechow. Zaskoczeniem bylo to, iz wystepowaly one nie na pedach, lecz w
$ciole, na nerwach lidci jesionu, ktore opadty w 2007 roku. Przeprowadzone nastepnie badania
genetyczne doprowadzily do jednoznacznego stwierdzenia, ze sekwencja DNA zarodnikow
workowych wytworzonych w tych owocnikach jest identyczna z sekwencja DNA grzybni Ch.
fraxinea. Grzyb w tym stadium zostat zaliczony do gatunku Hymenoscyphus albidus (Robergere ex
Desm.) W. Philips (= pucharek jesionowy), ktory znany jest w Europie od 150 lat. Byt wielokrotnie

odnotowywany w roéznych krajach Europy, lecz w herbariach sg jedynie nielicznie zachowane
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okazy. W zadnym muzeum Kkultur czystych, ani w Europie, ani w S$wiecie, nie =zostala
zdeponowana kultura tego gatunku. Nigdy w przeszto$ci grzyb ten nie byl wigzany z chorobg
jesionu. W publikacjach 1 kluczach do oznaczania grzyboéw podawany byt tylko jako saprotrof
wystepujacy na nerwach lisciowych jesionu. Z kolei stadium wegetatywne tego grzyba nie byto w
ogble znane, i jak wyzej wspomniano, zostatlo opisane przez autora w 2006 roku, przy
jednoczesnym wskazaniu na jego duza rol¢ w obserwowanym od kilkunastu lat procesie zamierania
jesionu. Stwierdzone obecnie owocniki wykazywaly pewne roznice w zakresie wymiarow
zarodnikow 1 workow w porownaniu z danymi w literaturze, lecz roéznice te nie upowaznialy do
opisu nowego gatunku. Fakt wystgpowania H. albidus w Europie od ponad 150 lat, przy braku
jakichkolwiek wczes$niejszych symptoméw jego patogenicznosci w stosunku do jesionu
spowodowal stawianie nowych hipotez na temat przyczyn zamierania jesionu. Jedna z nich
sugerowata, ze doszto do zmian wiasciwosci patogenicznych sprawcy wskutek hybrydyzacji lub
mutacji, wzglednie do zawleczenia z odleglego obszaru pokrewnego gatunku trudnego do
odroznienia od H. albidus na podstawie cech morfologicznych. Weryfikacje tej hipotezy
przeprowadzit zespot z ETH w Zurychu we wspotpracy z Katedra Fitopatologii Lesnej w Krakowie,
w ramach badan wykraczajacych poza ramy obecnego tematu badawczego. Stalo si¢ to mozliwe po
zgromadzeniu kultur wyizolowanych z nekroz na strzalkach jesiondéw oraz z miseczek
Hymenoscyphus z terenow, gdzie jesion zamiera oraz z terendéw, gdzie jesion nie wykazuje
objawow zamierania (takie obszary najblizej mozna bylo zlokalizowaé¢ w Alpach w Szwajcarii).
Badaniami objg¢to takze nieliczne okazy zidentyfikowane jako Hymenoscyphus albidus,
wystepujace w herbarium w Zurychu. Stwierdzono, ze miseczki Hymenoscyphus wystepuja
masowo na nerwach lisciowych w catej Europie w rejonach zamierania jesionu. Natomiast w
terenach, gdzie jesion nie zamiera, zdotano zebra¢ jedynie nieliczne nerwy lisciowe jesionu z
miseczkami Hymenoscyphus. Przeprowadzone badania poréwnawcze wykazaly, ze w obrgbie
wystepujacej na jesionie populacji identyfikowanej dotychczs jako Hymenoscyphus albidus mozna
wyrozni¢ dwie filogenetyczne podgrupy (Queloz i in. 2011). W efekcie tych badan zaproponowano
dwie oddzielne nazwy dla populacji reprezentujacych obydwie podgrupy. Populacji z terendw,
gdzie jesion zamiera nadano nowa nazwe gatunkowa Hymenoscyphus pseudoalbidus (Queloz i in.
2011). Stadium anamorficznym tego nowo wyrdéznionego workowca jest opisany w 2006 roku
grzyb Ch. fraxinea. Dla populacji wystepujacej na jesionach bez objawow zamierania aktualna
zostata nazwa H. albidus s. str. Gatunek ten nie ma dotychczas przypisanego stadium
wegetatywnego. Wedlug dotychczasowego stanu wiedzy uwaza sig¢, ze H. albidus nie wykazuje

wlasciwosci patogenicznych.
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W trakcie obecnych badan nad zamieraniem jesionu na terenie Polski, ani z nekroz, ani z
miseczek nie uzyskano kolonii Hymenoscyphus albidus s. str. Wedlug nowej nomenklatury
wszystkie kolonie i okazy miseczek z analizowanych terenow Polski odpowiadajg populacji
identyfikowanej obecnie jako Hymenoscyphus pseudoalbidus ze stadium konidialnym Chalara
fraxinea (Kraj i in. 2011).

Wyniki analizy najwazniejszych cech mikroskopowych H. pseudoalbidus z terenu szesciu
nadlesnictw w Polsce w latach 2009 — 2010 przedstawiono w tabeli 28. Owocniki stadium
workowego sprawcy majg posta¢ miseczek o srednicy 1.5 do 3.0 (7.0) mm, wytworzonych ponad
substratem na nézce o dt. 0.4 — 2.0 mm, barwy biatlokremowej, w miar¢ starzenia i wysychania
barwy cynamonowobrunatnej (Fot. 27-29). Worki cylindryczno — maczugowate, o wymiarach 80-
107 x 8 — 10.0 um. Zarodniki workowe wrzecionowato-eliptyczne, bezbarwne, proste lub lekko
zagigte, osiggaja wymiary 13 - 17(- 21) x 3.5 - 5 um (Fot. 33-34). Zarodniki workowe sg tatwo
rozprzestrzeniane przez wiatr. Charakterystyczng cecha bylo takze sczernienie tych fragmentow
nerwow, z ktoérych wyrastaly miseczki. Jest to wynikiem wytwarzania przez grzyb powierzchniowej
sklerenchymatycznej grzybni.

Dokonane rozpoznanie stanowi znaczacy postgp W zrozumieniu procesOw zwigzanych z
zamieraniem jesionu. Cykl rozwojowy sprawcy zamierania jesionu przedstawia si¢ nastgpujaco:
Miseczki wytwarzane s3 na ubieglorocznych nerwach liSciowych jesionu lezacych na dnie
drzewostanow, zasadniczo w okresie od poczatku lipca do konca wrzesnia. Zaleznie od uktadu
warunkéw pogodowych, okres ten moze ulega¢ pewnym wahaniom, miseczki mozna niekiedy
spotkac juz w trzeciej dekadzie czerwca, a takze jeszcze w pazdzierniku. Miseczki na danym nerwie
nie rozwijaja si¢ rownoczesnie, mozna stwierdza¢ obecnos¢ miseczek bedacych w réznym stadium
rozwoju. Liczba miseczek na jednym nerwie jest rozna. W 2010 roku maksymalnie na jednym
nerwie stwierdzono 92 miseczki. Sporadycznie miseczki tworza si¢ na nasadowej czesci strzatek
zamartych sadzonek. W okresie pojawu miseczek nastepuje wyrzut zarodnikow workowych i ich
rozprzestrzenianie przez wiatr. Zarodniki te dokonuja infekcji: a) pedow gltoéwnych 1 galezi,
powodujac lokalne nekrozy kory 1 miazgi, oraz b) lisci w koronach drzew, zwtaszcza w obrebie ich
nerwu glownego, powodujac lokalne nekrozy i zamieranie fragmentu szczytowego powyzej
nekrozy, co prowadzi nierzadko do przedwczesnego opadu lisci. Na opadtych na dno drzewostanow
lisciach, w okresie jesieni zasiedlone fragmenty nerwoéw glownych czerniejg, co jest wynikiem
tworzenia sklerenchymatycznej grzybni. Z grzybni tej wyrastaja liczne fialidy na ktorych szczycie
zbierajg si¢ w postaci kropli konidia stadium anamorficznego, Ch. fraxinea. W miejscach tych w

okresie letnim nastepnego roku nastapi wyksztatcanie si¢ miseczek.
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Badania we wszystkich latach od chwili znalezienia zwigzku pomigdzy Chalara fraxinea
a jej stadium teleomorficznym, prowadzone kazdorazowo w okresie od konca czerwca do poczatku
pazdziernika przeprowadzone w drzewostanach jesionowych w Nadle$nictwach: Wtloszczowa,
Miechow, Stary Sacz, Staszéw, Andrychow, Gryfice, Rokita oraz na terenie Ojcowskiego i
Tatrzanskiego PN wykazaty, ze we wszystkich drzewostanach, niezaleznie od wieku, na
ubieglorocznych nerwach liSciowych jesionu wystepowaly miseczki ~Hymenoscyphus
pseudoalbidus, co wskazuje na ogromny rezerwuar materiatu zakaznego w obrebie $cioty w
drzewostanach z udziatem jesionu ( Fot. 27). Jedynie lokalnie, jezeli podtoze jest mato wilgotne,
zalega gruba warstwa lisci innych gatunkow (np. buka), przy stabo rozwinigtym runie, moze
przewaza¢ udziat nerwoéw lisciowych jesionu w $ciole, na ktérych nie dochodzi do rozwoju
miseczek. Na przyktad wsrod 14 drzewostanow analizowanych w Nadl. Rokita, stsosunkowo

nieliczne wyksztatcanie miseczek obserwowano w oddz. 279Ac, 70b oraz 115a.

Wphw temperatury na wzrost grzybow izolowanych z jesionu

W zwiazku z tym, ze problem zamierania jesionu o cechach obserwowanych od 1992 roku jest
zjawiskiem w znacznym stopniu nowym, wczesniej nie wigzanym z okre§lonymi gatunkami
grzybow, gatunki obecnie izolowane z chorych i zamarlych tkanek s3 w zakresie pewnych
wlasciwosci fizjologiczno-rozwojowych mato znane. Dotyczy to miedzy innymi mozliwosci
wzrostu zaleznie od temperatury. Badania przeprowadzono w warunkach in vitro na pozywce
agarowo-maltozowej, poprzez ich hodowle w nast¢pujacych warunkach temperaturowych: 5, 10,
15, 20, 25, 30, 35°C. Testy przeprowadzono z nastepujacymi gatunkami grzybow: Chalara
fraxinea - 30 kultur, Phomopsis controversa - 12 kultur, Cytospora cf. pruinosa - 6 kultur,

Fusarium lateritium - 5 kultur oraz Diplodia mutila - 12 kultur.
Grzyby powyzsze cechowata nastgpujaca mozliwo$¢ wzrostu in vitro:

Chalara fraxinea - Jak wynika z danych w tej tabeli 29, Chalara fraxinea wykazywata najszybszy
wzrost w temperaturze 20°C, ale niewiele wolniejszy wzrost nastgpowat w temperaturze 15°C i
25°C, natomiast w temperaturze 30°C wzrost promieniowy wszystkich szczepow ulegl
zahamowaniu, u pojedynczych szczepoéw pochodzacych z Nadl. Gryfice, strzepki rozwijaly si¢

tylko na inokulum. Z podanych przyktadow wynika, ze tempo wzrostu Chalara fraxinea
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cechowalo si¢ niezaleznie od pochodzenia duzymi wahaniami. Niezaleznie od réznic w
tempie wzrostu wykazywaly one réwniez duze zrdznicowanie struktury i barwy zaréwno w
warunkach wzrostu w tej samej temperaturze jak i odmiennych temperaturach. Byty przypadki, ze
dany szczep wykazywal inne cechy w temperaturach nizszych, a inne w wyzszych. W wielu
przypadkach temperatury niskie sprzyjaly zatracaniu barwy brunatnej i przyjmowaniu form
hyalinowych. Zaznaczal si¢ réwniez wplyw temperatury na zarodnikowanie konidialne 1

wytwarzanie struktur sklerenchymatycznych. Sprzyjaty temu procesowi niskie temperatury.

Phomopsis controversa - Po 7 dniach wzrost grzybni zostal odnotowany w temperaturach 10 do
30°C. W temperaturze 5 i 35°C wzrost ograniczat sie do inokulum. W temperaturze 20 °C $rednica
kolonii wynosita od 4.7 cm do 7.9 cm, w 25°C - 5.8 do 9.0 cm, a w temp. 30°C - 5.1 do 7.9 cm.

Przecigtng $rednice najwicksza osiagat w temperaturze 25 stopni.

Cytospora cf. pruinosa - Po czterech tygodniach wzrost kolonii zaobserwowano w temperaturach
5 do 35°C, przy czym w skrajnych temperaturach byl znikomy i wynosit 0.3 do 3.0 cm.
Najszybciej kolonie tego gatunku wzrastaty w temp. 30 °C, osiagajac od 5.4 do 9.0 cm.

Fusarium cf. lateritium - Po 7 dniach wzrost kolonii zaobserwowano we wszystkich temperaturach
hodowli optimum w 25°C. W kazdej temperaturze stwierdzano duze réznice w tempie Wzrostu

miedzy szczepami. Przyktadowo, w 30°C osiggaly one od 1.9 do 8.2 cm.

Diplodia mutila - Po 7 dniach wzrost kolonii zaobserwowano w temperaturach 10 do 35°C, przy
czym w najwyzszej z nich, wzrost byl ograniczony do inokulum. Optimum wzrostu dla tego
gatunku wynosito 25°C. W temperaturze tej osiggal on $rednice 6.1 do 8.9 cm, podczas gdy w
20°C - 4.9 do 6.7 cm. Kolonia tego gatunku cechuje si¢ wytwarzaniem obfitej czarnej grzybni
powietrznej. Zaobserwowano, ze w temperaturze 35°C kolonia zatraca melaninowy barwnik i
pojawiajg si¢ strzgpki biate. Strzgpki biale przeniesione do nizszych temperatur dawaty poczatek
koloniom ciemno zabarwionym, co wskazuje, ze temperatura 35°C nie powodowata utraty ich

Zywotnosci.

6. Badania nad patogeniczno$cig Chalara fraxinea

W zwigzku z czgstym stwierdzaniem w pedach z objawami poczatkowymi nekroz tkanek nowo
opisanego gatunku grzyba Chalara fraxinea o nieznanych wiasciwosciach patogenicznych, w
do$wiadczeniach nad sztuczng inokulacjg jesionow gléwng uwage poswiecono Szczepom tego
gatunku. Zatozono trzy warianty doswiadczenia, ktore przedstawia tabela 30. Dokonano inokulacji

48 jesiond6w w wieku 3 - 5 lat, o wysokos$ci 1.1 do 3.2 m. Dwanascie dalszych egzemplarzy stuzylo
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jako kontrola (4 egzemplarze w kazdym wariancie). Dla celow kontrolnych dokonano
inokulacji pedow jesionow W miejsce zranienia, uzywajac fragmentow nie porosnietych kulturg
grzyba. Grubo$¢ pedow w miejscu infekcji wynosita 0.6 do 4.2 cm. Warianty roznity si¢ terminem
inokulacji 1 okresem oceny nekroz od momentu inokulacji. Wariant | inokulacja - koniec czerwca
2005, ocena po dwoch miesigcach, wariant II inokulacja - koniec maja 2006, ocena po trzech
miesigcach, wariant III inokulacja - koniec lipca 2006, ocena po dwunastu miesigcach (Tab. 30).
Jako inokulum stuzyly fragmenty drewna jesionu (5x2x2 mm), ktore byly po wysterylizowaniu
przero$nigte grzybnig Chalara fraxinea. Wykorzystano dziesi¢¢ szczepow tego gatunku,
wyizolowanych uprzednio z chorych jesiondow w Nadl. Jedrzejow, Niepolomice, Miechow i
Staszoéw (Tab. 30). Inokulum umieszczano w nacigcie kory (8 mm db) pedu wykonane sterylnym
skalpelem, po czym miejsce takie owijano parafilmem. Podczas oceny okreslano dtugo$¢ catkowita
nekrozy, oraz jej rozmiar powyzej i ponizej miejsca inokulacji. Reizolacji dokonywano w ciagu 24
godzin po pobraniu pedow na poletkach doswiadczalnych. Pobierano fragmenty z 3 do 7 miejsc,
zaleznie od dtugosci nekrozy, z reguly z rejonu inokulacji, z przejscia miedzy martwymi a zywymi
tkankami, oraz z 1-2 miejsc posrednich powyzej i ponizej nekrozy. Z jednego miejsca pobierano 3
lub 6 fragmentéw. Dezynfekcja 1 sposob izolacji przebiegaty wedtug zasad izolacji z pedow we
wczesnej fazie powstawania nekroz. Ogotem wytozono na pozywke 1330 fragmentow (Tab. 31). Z
pedow kontrolnych, z rejonu kazdej catkowicie lub cze$ciowo zabliznionej rany pobierano 6

fragmentow, ogotem 72 fragmenty.

Jak wynika z danych przedstawionych w tabeli 30 kazdy z inokulowanych 48 jesionow wykazywat
objawy chorobowe. Byly to objawy nalezace do dwoch zasadniczych typow: A/ powstawaly
lokalne nekrozy (u 24 jesionow) oraz B/ dochodzito do zamierania zainokulowanych pedow (u 24
jesionow). Rodzaj symptomow zalezal od czasu jaki uptynat od terminu inokulacji do oceny. Po
uplywie 2 - 3 miesigcy obumarto 29,6% pedow, po 12 miesigcach 76,2% pedéw wykazywato takie
symptomy (Tab. 30). Rodzaj symptomoéw zalezat w pewnym stopniu od grubosci pedow, a po
czesci takze od obecnosci odgalezien bocznych. Zamarte pedy miaty $rednice 0.9 do 1.0 cm, za$
pedy z nekrozami 1.3 do 2.1 cm. Jednak byly pedy o takiej samej $rednicy, a wykazywaty rozne
symptomy (pedy nr 1 1 6, nr 20 i 23, nr 35 1 47). Przeci¢tnie dtugos¢ nekroz lokalnych w wariancie
III byta dwa razy wigksza niz w wariancie I i II. Jednak w kazdym wariancie réznice w wielkosci
nekroz migdzy poszczegdlnymi osobnikami byly stosunkowo duze (Tab. 30). Nekrozy rozwijaty si¢
zawsze zarOwno powyzej jak i ponizej miejsca inokulacji (Fot. 35-40). Jednak tylko wyjatkowo ich
powstawanie w obu kierunkach byto takie same. Przecig¢tnie we wszystkich wariantach nekrozy
postgpowaty szybciej w dot od miejsca inokulacji. R6znica ta byla najbardziej wyrazna w wariancie

II, za$ najmniej w wariancie III. W pojedynczych przypadkach nekroza postepowata szybciej w
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gore pedu (np. jesion nr 22, 29, 30, 35). W rozszerzaniu si¢ nekroz pewna przeszkoda byty
wezly, tzn. miejsca odgalezien bocznych. W tych miejscach dochodzitlo bowiem niekiedy do
zahamowania postepu nekrozy, niekiedy ulegata zwezeniu, 1 dalej rozwijala si¢ w postaci waskiego
pasemka. Rozszerzanie si¢ nekrozy bylo niekiedy wigksze niz wskazywaly na to zewnetrzne
zmiany w postaci zbrunatnienia i zapadnig¢cia tkanek. Dochodzito do obumierania miazgi poza
obrgbem widocznej nekrozy, gdyz wewnetrzna kora pozostawata zielona.

Dhugo$¢ obumartych pedéw wynosita od 28 do 158 cm. W takich sytuacjach w miejscach
inokulacji brak byto $ladow procesOw zablizniania powstatej rany. W niektorych przypadkach
obserwowano wiednigcie lisci, mimo ze znaczna cz¢s¢ pedu byta jeszcze zywa. U jesionu nr 5 taka
sytuacje obserwowano po 2 miesigcach. Na 25% pedach w miejscu rany i inokulacji dochodzito do
czernienia powierzchni drewna, co mialo zwigzek z tworzeniem przez grzyb
pseudoparenchymatycznej nibytkanki, na ktorej wyksztatcaty sie pojedyncze fialidy sprawcy.
Sposrod 12 jesiondéw, ktore shuzyly jako kontrola, po 2, 3 lub 12 miesigcach, poza jednym
przypadkiem, rany byly w pelni zabliZznione.

Sposrod 48 inokulowanych jesionéw, Ch. fraxinea zostata reizolowana z 41 osobnikoéw (Tab. 31).
Tylko w wariancie | reizolowano ja ze wszystkich jesionow. Ch. fraxinea wyrosta z 26,8%
fragmentow, sposrdd 1330 wylozonych na pozywke. Byta ona izolowana takze z odcinkow dalece
odleglych od miejsca inokulacji. Na przyktad u jesionu nr 34 wyizolowano ja z odlegtosci 60 cm, a
u jesionu nr 33 z odlegtosci 90 cm powyzej miejsca inokulacji. Ogotem podczas procesu reizolacji
otrzymano kolonie 24 gatunk6éw oraz kolonie bakterii (Tab. 31). Najczesciej izolowano Fusarium
lateritium, Fusarium sp., Phomopsis spp. i Diplodia mutila. Sg to gatunki szybko rosnace i mogty
utrudni¢ wyrastanie Ch. fraxinea na pozywke. Podczas wzrostu wymienionych organizmow na
pozywce obserwowano hamujacy wptyw bakterii na Ch. fraxinea i inne gatunki grzybow. Z drzew
kontrolnych Ch. fraxinea nie zostat wyizolowany.

Przeprowadzone doswiadczenia wykazaly patogeniczne wiasciwosci Ch. fraxinea. Na
inokulowanych jesionach wywolala ona identyczne symptomy do tych, jakie obserwowane sa w
naturalnych warunkach u jesionéw wykazujacych objawy zamierania. Badania te wykazaly takze
obecno$¢ takich gatunkow grzybow, jakie oprocz Ch. fraxinea najczesciej stwierdza sie w

nekrotycznych tkankach jesionow.

7. Badania fitopatologiczne w nowo zalozonych uprawach doswiadczalnych

Catos¢ terenowych badan fitopatologicznych prowadzona byta na pigciu statych powierzchniach

doswiadczalnych zatozonych celem dlugookresowej oceny podatnosci jesionow.
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Powierzchnie te zostaly zalozone przez Nadle$nictwa po uzgodnieniach z DGLP i

odpowiednimi RDLP. Sg to:

Powierzchnia nr 1 - Nadlesnictwo Stary Sgcz, Lesnictwo Lipnica Wielka, oddz. 4a ,

siedlisko Las wyz.§w., pow. 15 ar, 900 szt.
Powierzchnia nr 2 - Nadlesnictwo Stary Sacz, Lesnictwo Lososina Dolna, oddz.

84a, siedlisko Las gorski sw., pow. 10 ar, 600 szt.
Powierzchnia nr 3 - Nadle$nictwo Limanowa, Lesnictwo Kostrza, oddz. 42g, pow.

18 ar, 600 szt.
Powierzchnia nr 4 - Nadle$nictwo Rokita, Le$n. Moracz, oddz. 560k, siedlisko OlJ,

grunt porolny, przygotowanie gleby - orka w pasy, 20 ar, 500 szt.
Powierzchnia nr 5 - Nadlesnictwo Rokita, Le$n. Samlino, oddz. 20f, siedlisko Lw,

powierzchnia pozrgbowa do odnowienia, przygotowanie gleby —

orka w pasy, 30 ar, 500 szt.
Na powierzchniach 1 - 3 wysadzono wiosng 2008 r. sadzonki jesionu wyniostego ze szkotki
Kamieniec w Nadl. Stary Sacz, gdzie w kwietniu 2008 r. dokonano analizy stanu zdrowotnego
sadzonek, zwracajac uwage zwlaszcza na typy objawdw chorobowych w postaci lokalnych nekroz i
zamierania szczytow pedoéw gldéwnych 1 bocznych. Do wysadzenia na powierzchniach
przeznaczone zostaty sadzonki nie wykazujace zadnych makroskopowych objawow chorobowych.
Na powierzchniach 4 - 5 wysadzono wiosng 2010 r. sadzonki jesionu wyniostego wyhodowane do
tego celu w szkotce w Nadl. Rokita. Do wysadzenia przeznaczone zostaty sadzonki nie wykazujace

zadnych makroskopowych objawdw chorobowych.

Nasilenie wystepowania objawow chorobowych u jesiondéw W nowo zatozonych uprawach
doswiadczalnych przedstawiono w tabeli 32. Z uwagi na roézny okres wzrostu sadzonek od
momentu wysadzenia na powierzchniach trudno dokonywa¢ bezpo$redniej oceny porownawczej w
zakresie czestotliwosci pojawu objawow chorobowych pomiedzy poszczegdlnymi powierzchniami,
nalezy uwzgledni¢ okres wzrostu sadzonek w uprawie. Takie roéznice si¢ jednak zarysowujg i moga
mie¢ podloze w obrebie rosliny gospodarza jak i w zrdznicowanej obecno$ci rezerwuardw
materiatu zakaznego w sgsiedztwie powierzchni. Z obserwacji wynika, ze tempo catkowitego
obumierania sadzonek po uplywie jednego okresu wegetacyjnego nie bylo duze i wyniosto
maksymalnie 12,0% (Tab. 32). Natomiast lokalnie dochodzi do czestego zamierania nadziemnej
czg¢Sci przy zywym systemie korzeniowym, co skutkuje nierzadko wyrastaniem pedow
odroslowych. Najbardziej zaznaczat si¢ ten symptom po uptywie jednego roku na powierzchni Nr 3
w Nadl. Limanowa (Tab. 32). To gtéwnie on skutkowal, ze w tej uprawie tylko 19% sadzonek nie

wykazywato zadnych makroskopowych objawow chorobowych, co znacznie odbiegato od stanu
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stwierdzanego na innych powierzchniach. Obserwowane objawy w postaci martwych
wierzchotkéw sg przewaznie wynikiem lokalnych nekroz powstajagcych w rdéznych miejscach na
strzatkach, na ogo6t u nasady odgat¢zien bocznych oraz miejsc usytuowania paczkéw (por. Fot. 13-
16). Na wszystkich powierzchniach nekrozy lokalne charakteryzowaty si¢ w glownej mierze
jasnym przebarwieniem kory i ciemnymi smugami, rzadziej byly to przebarwienia jednolicie
brunatne (Fot. 13-14).

W czasie obserwacji w 2012 roku sadzonki jesionu na powierzchni Nr 1 do 3 byly oceniane po
pieciu okresach wegetacyjnych, za$ na powierzchniach Nr 4 i 5 po trzech okresach wegetacyjnych.
Nalezy ten fakt mie¢ na uwadze przy analizie stanu zdrowotnego sadzonek w 2012 roku, ktorej
wyniki przedstawiono w tabeli 32. Pomigdzy tymi powierzchniami istnieje zasadnicza rdznica w
stanie zdrowotnym sadzonek. W obrgbie pierwszej grupy powierzchni, na terenie RDLP Krakow,
jedynie 6,3 do 16,8% osobnikow nie wykazywato objawow chorobowych. Na powierzchniach w
RDLP Szczecin byto 36,2 do 57,2% takich osobnikow (Tab. 32). Wskazuje to na duzo lepszy stan
zdrowotny dwoch mtodszych upraw. Z przedstawionych danych wynika takze, ze w obrebie upraw
w tym samym wieku istniejg réznice pomigdzy powierzchniami. Na powierzchniach w Nadl. Stary
Sacz wigcej sadzonek obumarto na powierzchni Nr 1 niz na powierzchni Nr 2. Najmniej byto takich
osobnikéw na powierzchni Nr 3 (Nadl. Limanowa), na ktorej z kolei byto az 33,5% sadzonek z
obumarta nadziemng cze$cig. Na powierzchni Nr 2 byt natomiast wigkszy udziat sadzonek z
zamartym wierzchotkiem. Jesli ztaczy¢ udziat osobnikoéw z dwoma typami symptomow (zamarte
oraz z zamarla cala nadziemng czg$cig) to uzyskamy wynik wskazujacy, ze najlepszy stan
zdrowotny przedstawiaja sadzonki jesionu na powierzchni Nr 2, rosngce na siedlisku lasu
gorskiego. Wsrod upraw w Nadl. Rokita na powierzchni Nr 4 wigcej byto sadzonek zamartych
1 z zamarlg calg nadziemng cz¢s$cig niz na powierzchni Nr 5. Zamarcie pedu gtownego skutkowato
wytwarzaniem jednego lub wielu pedow odroslowych, ktére na pewien okres pozwolity wydtuzy¢

zycie tym osobnikom.

Grzyby w nekrotycznych tkankach sadzonek w uprawach doswiadczalnych identyfikowano na
podstawie owocnikow (analiza 212 pedoéw gléwnych) oraz na podstawie izolacji z 690 fragmentéw
pobranych ze 115 pedoéw (Tab. 33, 34), wedlug podanej wyzej metodyki dla probek pobranych z
drzewostanow jesionowych. W nekrotycznych tkankach pedow jesionéw w uprawach Nr 4 i Nr 5w
Nadl. Rokita stwierdzono 32 gatunki grzybow (Tab. 33). Najczesciej izolowano grzyb Ch. fraxinea,
ktorego obecnos$¢ stwierdzono w 70,0% pedow gtownych. Gatunek ten cechowal si¢ zblizong
czgstoscig wystgpowania na sadzonkach w obu analizowanych uprawach. Czgsto izolowano
réwniez Alternaria alternata, Botryosphaeria stevensii, Fusarium avenaceum, F. lateritium i

Phomopsis sp. 1. Owocniki na pedach najczesciej wytwarzaty: B. stevensii, Cytospora sp. 1,
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Massaria sp. oraz Phomopsis sp. 1. Grzyb B. stevensii w zdecydowanej wigkszosci wytwarzat
stadium anamorficzne, znane jako Diplodia mutila. Na zamartych sadzonkach w uprawie w Le$n.
Moracz w ogole nie stwierdzono jego owocnikdéw, za$ poprzez izolacje wykazano jego ponad 5-
krotnie mniejsza czestos¢ na tej powierzchni niz w Les$n. Samlino. Z kolei w uprawie w Le$n.
Moracz 4-krotnie czgéciej stwierdzano owocniki Phomopsis sp. 1. Znaczne réznice w czgstosci
wystepowania miedzy uprawami stwierdzano takze w przypadku Coniothyrium fuckelii, Cytospora
sp. 1, F. avenaceum, F. lateritium, Masaria sp., oraz Valsa ambiens (Tab. 33). Owocniki grzybow
wyksztatcaly sie najczegsciej w nasadowej partii strzalek, przy czym bylo to szczegodlnie zauwazalne
w uprawie w Le$n. Moracz. W tej czgsci strzatek owocniki wytwarzal najczgséciej grzyb Phomopsis

sp. 1. Najrzadziej pojawiaty si¢ owocniki w szczytowym odcinku strzatek jesionu.

Na podstawie owocnikow oraz izolacji w chorych i zamartych tkankach jesiondw w uprawach nr 1
do 3 zidentyfikowano grzyby nalezace do 27 gatunkow (Tab. 34). Do najczestszych gatunkow
nalezatly: Phomopsis spp., Botryosphaeria stevensii i Chalara fraxinea. Czgsto stwierdzane byly
rowniez Cytospora sp., Alternaria alternata, Fusarium lateritium i Massaria sp. Badania
potwierdzity, ze mozliwo$¢ wykazania w tkankach jesionu grzyba Chalara fraxinea zalezy od
okresu jaki uptynie pomiedzy infekcja peddéw, a terminem izolacji. Im ten okres jest dluzszy,
trudniej izolowana jest Chalara fraxinea, za$ czgsciej izoluje si¢ grzyby wtornie zasiedlajace
tkanki, zwtaszcza z rodzaju Phomopsis i Fusarium. Niekiedy grzyby wtorne uniemozliwiajg
wyizolowanie wlasciwego sprawcy nekrozy, grzyba Chalara fraxinea, mimo ze jest on w tkankach
obecny, co potwierdzono poprzez badania genetyczne (loos i in. 2009). Stosowane techniki
identyfikacji grzyboéw potwierdzity konieczno$¢ izolacji, a nie tylko identyfikacji na podstawie
owocnikow, gdyz to ogranicza liczbe stwierdzanych gatunkéw. Z przedstawionych danych wynika,
ze sktad gatunkowy najczestszych gatunkow grzybow we wszystkich uprawach doswiadczalnych
byt bardzo zblizony (Tab. 33, 34). Odmienne warunki lokalne wptywajg jednak na nieco
zroznicowany udzial iloSciowy tych gatunkdéw. Szczegdlne znaczenie ma lokalnie liczne
wystepowanie Botryosphaeria stevensii, gdyz sposrod stwierdzonych grzybow, posiada on

wykazane wlasciwosci patogeniczne.

Aby uzyska¢ informacje o gatunkach grzyboéw wystepujacych w obrebie nekroz mtodych jesionéw
w szkotkach, z nadziemnych czesci 40 strzalek z objawami zamierania na kwaterach
doswiadczalnych w szkolce Nadle$nictwa Stary Sgcz i Nadlesnictwa Rokita, pobrano 240
fragmentow 1 wyloZzono na pozywke celem izolacji grzyboéw. Wsrdd otrzymanych kolonii
wyr6zniono 22 gatunki grzybow (Tab. 35). Najliczniej izolowano grzyb Chalara fraxinea (65,0%).

Licznie stwierdzono roéwniez: Phomopsis scobina (60,0% pedow) i Fusarium sp. (17,5%), a takze
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Aureobasidium pullulans, Diplodia mutila i Phomopsis sp. (Tab. 35). Uzyskane wyniki
wskazuja, ze sktad gatunkowy nie roznit si¢ istotnie od mykobiota otrzymanej z nekroz na pedach

jesionow rosnacych na statych powierzchniach doswiadczalnych.

8. Wybrane elementy genetycznych i biochemicznych uwarunkowan odpornosci jesionu

wyniostego na zamieranie

8.1. Wstep i cel badan genetycznych i biochemicznych

Identyfikacja markerow molekularnych zwigzanych z odporno$cig ro$lin na patogeny jest
kluczowym czynnikiem decydujagcym o efektywnosci programéw selekcyjnych majacych na celu
znalezienie odpornych osobnikow i populacji. Umozliwia ona przeprowadzanie programow selekcji
wspomaganej markerami molekularnymi (MAS — marker-assisted selection), zwlaszcza w
sytuacjach, gdy odpornos$¢ na chorobe uwarunkowana jest cechami ilo$ciowymi organizmu i1 w
zwigzku z tym selekcja jest czasochtonna i1 kosztowna, a jej wyniki zalezne od warunkéw
srodowiska w jakich funkcjonuja organizmy. Jedng z najbardziej czasochlonnych czynnosci w
procesie identyfikacji markeréw molekularnych jest konieczno$¢ przeprowadzania badan dla duzej
liczby osobnikéw rosliny gospodarza i starteréw stosowanych w reakcjach PCR (Polymerase Chain
Reaction). Problem ten zostat rozwigzany w obecnie prowadzonych programach selekcyjnych przez
opracowanie przez Michelmore i wsp. metody BSA (Bulked Segregant Analysis — Analiza
Zbiorczych Prob Segregantow) (1991). Zaktada ona poszukiwanie markerdw przy zastosowaniu
mieszaniny DNA pochodzacego z dwoch grup osobnikow z danej populacji roéznigcych sig
odpornoscia na chorobe. Analize pojedynczych osobnikéw tworzacych te grupy przeprowadza sig
tylko wtedy, gdy zostanie stwierdzony polimorfizm DNA miedzy wyréznionymi grupami. Metoda
ta oszczedza czas szczegolnie w przypadku cech odpornos$ci o nieznanym podtozu genetycznym 1 w
przypadku poszukiwania markeréw molekularnych przy zastosowaniu takich metod jak RAPD
(Random Amplified Polymorphic DNA), RAMS (Random Amplified Microsatellites) czy AFLP
(Amplified Fragment Length Polymorphism).

Celem niniejszych badan byta molekularna 1 fizjologiczna analiza odpornych 1 wrazliwych na
infekcje przez Chalara fraxinea osobnikow jesionu. Badania mialy za zadanie znalezienie
markeré6w molekularnych zwigzanych z odpornoscig jesionu na porazenie przez patogena i
umozliwiajacych odroznienie osobnikdw odpornych od podatnych na infekcje. W zakresie analiz
fizjologicznych przeprowadzono badania dotyczace biochemicznej reakcji osobnikow jesionu na

infekcje przez patogena. Okreslono intensywnos$¢ i dynamike tworzenia reaktywnych form tlenu
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(ROS - reactive oxygen species), syntezy zwigzkoéw fenolowych i aktywnosci wybranych

enzymow jako reakcji obronnej jesionu na infekcj¢ przez Chalara fraxinea.

8.2 Material badawczy i metody

Materiat roslinny

Badania przeprowadzono na powierzchniach do§wiadczalnych zatozonych w latach 2008 — 2010 w
trzech rejonach Polski. Ze wzgledu na konieczno$¢ zapewnienia odpowiedniej odleglosci
geograficznej migdzy rejonami powierzchnie zlokalizowano w RDLP Szczecin (Nadle$nictwo
Rokita, pow. | — Lesnictwo Golczewo, pow. Il — Le$nictwo Blotno), RDLP Radom (Nadlesnictwo
Staszéw, Lesnictwo Lubnica) i RDLP Krakow (Nadlesnictwo Miechow, Lesnictwo Goszcza i
Nadlesnictwo Stary Sacz, wybrane drzewostany). Drzewostany jesionowe bedace zrodiem
materiatu badawczego obejmowaty kilku do kilkudziesigcioletnie osobniki. Na podstawie stanu
zdrowotnego drzew na kazdej powierzchni wybrano 1 trwale oznaczono dwie grupy osobnikow:

a) osobniki w r6znym stopniu porazone przez patogena,

b) osobniki nie wykazujace symptomoéw choroby.

Kazda z grup obejmowata co najmniej kilkanascie osobnikéw. Z kazdego osobnika pobrano liscie
lub w przypadku braku mozliwosci ich pobrania, fragmenty kory, z ktérych ekstrahowano DNA do
badan. Liscie 1 kore utarto w mozdzierzu po zalaniu cieklym azotem na proszek, ktéry zostal

umieszczony w probowkach i przechowany w temperaturze -80°C.

Ekstrakcia DNA i ocena jego jakosci

W celu doboru odpowiedniej metody ekstrakcji DNA z lisci lub w koniecznych przypadkach kory
jesionow przeprowadzono testy z zastosowaniem nastgpujacych metod: a) Carlsona 1 in. (1991), b)
Khanuja i in. (1999) i c) DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen, Valencia, CA, USA). Stezenie i czystos¢
uzyskanego DNA okreslano spektrofotometrycznie przy dlugosciach fali 260 1 280 nm przy uzyciu
czytnika mikroptytkowego Biotek Synergy 2 (Biotek, Winooski, VT, USA). Do odczytu
absorbancji uzyto 96-dotkowych plytek dla oznaczen w $wietle UV firmy Greiner (Greiner Bio-
One GmbH, Freckenhausen, Germany) model: UV-star plate, 96 well — flat bottom. Czystos¢ DNA
(obecnos¢ biatek w ekstrakcie) wyliczono jako stosunek absorbancji przy dlugosci fali 260 1 280 nm
(A260/Azg0). Przyjeto, ze jesli Azgo/Azgo wynosi okoto 1.8 to DNA jest wolne od zanieczyszczen
biatkowych. Stopien fragmentacji uzyskanego DNA okres§lono przez przeprowadzenie
elektroforezy w 1.5% zelu agarozowym (Prona, Madrid, Spain) zawierajacym bromek etydyny (0.5
pg/ml) lub barwnik fluorescencyjny Midori Green w stezeniu 0.6 pl/100 ml (Nippon Genetics
Europe GmbH, Dueren, Germany) w buforze TBE (0.089 mM TRIS, 0.089 mM kwas borowy,
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0.022 mM EDTA, pH= 8,3). Ekstrakty DNA przechowywano w temperaturze -20°C do czasu
ich uzycia do reakcji PCR.

Optymalizacja warunkow reakcji PCR

W celu optymalizacji warunkow reakcji PCR przeprowadzono reakcje dla réznych stezen starteréw,
genomowego DNA, polimerazy Taq 1 jonow magnezu. Reakcje zostalty wykonane w 10 pul
mieszaniny reakcyjnej, w sktad ktorej wchodzity: bufor Green Taq, mieszanina dNTP 0.2 mM, jony
magnezu 1, 2 lub 4 mM, starter 0.1, 0.2 lub 0.5 uM, polimeraza Dream Taq Green Polymerase 0.1,
0.2 lub 0.5 U (Fermentas, Burlington, Canada), genomowy DNA 40, 60 lub 80 ng.

Reakcje PCR przeprowadzano w termocyklerze Eppendorf Mastercykler EP Gradient S (Eppendorf
AG, Hamburg, Germany) zaprogramowanym Ww nastepujacy sposob: denaturacja wstgpna w
temperaturze 95°C, 5 minut, hybrydyzacja w temperaturze 35°C, 45 sekund, elongacja w
temperaturze 72°C, 2.5 minuty. Nastgpnie 36 cykli sktadajacych si¢ z: denaturacji w temperaturze
95°C, 60 sekund, hybrydyzacji w temperaturze 35°C, 45 sekund, elongacji w temperaturze 72°C, 2.5
minuty. Elongacje ostatniego cyklu wydtuzono do 8 minut dla catkowitego zakonczenia reakcji.
Otrzymane w wyniku reakcji PCR fragmenty DNA rozdzielano elektroforetycznie w 1.5% zelu
agarozowym (agaroza Basica LE, Prona, Madrid, Spain) z dodatkiem bromku etydyny (0.5 mg/ml).
Sporzadzono zdjecia zeli w Swietle UV przy pomocy zestawu do dokumentacji zeli
elektroforetycznych Quantum ST4 1000 (Vilber Lurmat, Torcy, France). Warunki reakcji do
dalszych analiz dobrano na podstawie wyniku przeprowadzonej elektroforezy.

Wykonanie reakcji PCR z uzyciem starterow RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) i RAMS
(Random Amplified Microsatellites)

Poszukiwanie markeré6w molekularnych zwigzanych z odpornoscia jesiondw na porazenie przez
Chalara fraxinea przeprowadzono z uzyciem mieszanin DNA wyekstrahowanego z li§ci osobnikow
pochodzacych z powierzchni zalozonej w Nadlesnictwie Miechow (RDLP Krakéw). Reakcje PCR i
analizy BSA (Bulked Segregant Analysis) przeprowadzono dla 12 osobnikéw nie wykazujacych
objawdéw choroby 1 12 osobnikéw porazonych przez patogena. Dla obu grup jesiondow
przygotowano po trzy mieszaniny DNA, z ktorych kazda zawierata kwas nukleinowy pochodzacy z
czterech osobnikow. Stezenie DNA w mieszaninach wynosito 30 ng/ul (po okoto 8 ng DNA z
kazdego badanego osobnika).

Reakcje PCR wykonano w 10 pl mieszaniny reakcyjnej o nastgpujacym sktadzie: bufor Green Taq,
dNTP 0.2 mM, jony magnezu 2 mM, starter 0.5 uM, polimeraza: Dream Taq Green Polymerase
0.25 U (Fermentas, Burlington, Canada), genomowy DNA 60 ng. Do reakcji zastosowano 9- i 10-

nukleotydowe startery, ktorych sekwencje uzyskano z bazy starterow firmy Eurofins MWG Operon



40

I UBC Biotechnology Laboratory. Testowano nast¢pujace zestawy starterow RAPD firmy
Eurofins MWG Operon: A01-A20, B01-B20, C01-C20, D01-D20, E01-E20, FO1-F20, G01-G20,
HO01-H20, 101-120, J01-J20, K01-K20, L01-L20, M01-M20, N01-N20, O01-020, P01-P20, QO1-
Q20, R01-R20, S01-S20, T01-T20, U01-U20, V01-V20, W01-W20, X01-X20, Y01-Y20, Z01-Z20,
AA01-AA20, AB01-AB20, AC01-AC20, AD01-AD20, AEO1-AE20, AF01-AF20, AG01-AG20,
AHO01-AH20, AIO1-AIl20 oraz startery RAMS firmy UBC Biotechnology Laboratory: UBC876-
UBC892, UBC895, UBC899, UBC900. Razem sprawdzono 720 starterow. Reakcje PCR
przeprowadzano w termocyklerze Eppendorf Mastercykler EP Gradient S (Eppendorf AG,
Hamburg, Germany) zaprogramowanym Ww nast¢pujacy sposob: denaturacja wstgpna w
temperaturze 95°C, 5 minut, hybrydyzacja w temperaturze 35°C, 45 sekund, elongacja w
temperaturze 72°C, 2.5 minuty. Nastepnie 36 cykli sktadajacych si¢ z: denaturacji w temperaturze
95°C, 60 sekund, hybrydyzacji w temperaturze 35°C, 45 sekund, elongacji w temperaturze 72°C, 2.5
minuty. Elongacj¢ ostatniego cyklu wydtuzono do 8 minut dla catkowitego zakonczenia reakc;ji.

Dla kazdego startera przeprowadzono 6 reakcji PCR z wykorzystaniem przygotowanych wcze$niej
mieszanin DNA (po 3 dla osobnikéw porazonych przez patogena i osobnikow nie wykazujacych
objawow choroby) oraz reakcj¢ kontrolng (bez DNA). Kazda reakcje PCR przeprowadzono 2 razy
dla stwierdzenia powtarzalnosci wynikéw amplifikacji. W sumie dla wszystkich starterow

przeprowadzono prawie 11 000 reakcji PCR.

Elektroforeza produktow reakcji i poszukiwanie markerow powigzanych z odpornoscig na patogena
Otrzymane produkty amplifikacji DNA rozdzielano elektroforetycznie w 1.5% zelu agarozowym z
wykorzystaniem agarozy Basica LE (Prona, Madrid. Spain) z dodatkiem barwnika Midori Green
(Nippon Genetics Europe GmbH, Dueren, Germany). Elektroforeze prowadzono w buforze TBE
(0.089 mM TRIS, 0.089 mM kwas borowy, 0.022 mM EDTA, pH= 8,3). Jako markera dtugosci
produktow amplifikacji uzyto GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder Plus (Fermentas, Burlington,
Canada). Sporzadzono zdjgcia zeli w $wietle UV przy pomocy zestawu do dokumentacji zeli
elektroforetycznych Quantum ST4 1000 (Vilber Lurmat, Torcy, France). Diugosci produktow
amplifikacji odczytano za pomoca programu BIO-PROFIL Bio-1D++ ver. 11.11 (Vilber Lourmat,
Torcy, France). Poszukiwano starterow dajacych monomorficzne prazki dla wszystkich trzech

mieszanin DNA jednej grupy osobnikow i nie dajacych prazkéw dla mieszanin drugiej grupy.

Przeprowadzenie wstepnego testowania dziatania markerow na wybranych populacjach
Dla wybranych wstepnie markerow (powstatych z uzyciem 58 starterow) przeprowadzono analize
ich wystepowania na pojedynczych osobnikach pochodzacych z czterech populacji z oddalonych

geograficznie Nadlesnictw: Nadlesnictwa Rokita, pow. II (RDLP Szczecin), Nadlesnictwa Staszéw
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(RDLP Radom), Nadle$nictwa Miechéw (RDLP Krakéw) i Nadlesnictwa Stary Sacz (RDLP
Krakéw). Dla kazdej populacji zastosowano 12 osobnikow wykazujacych objawy zamierania 1 12
osobnikow odpornych na chorobg (razem 96 osobnikoéw). Reakcje PCR przeprowadzano zgodnie z
nastgpujacym programem: denaturacja wstgpna w temperaturze 95°C, 5 minut, hybrydyzacja w
temperaturze 35°C, 45 sekund, elongacja w temperaturze 72°C, 2.5 minuty. Nastgpnie 36 cykli
sktadajacych si¢ z: denaturacji w temperaturze 95°C, 60 sekund, hybrydyzacji w temperaturze 35°C,
45 sekund, elongacji w temperaturze 72°C, 2.5 minuty. Elongacj¢ ostatniego cyklu wydtuzono do 8

minut dla catkowitego zakonczenia reakcji.

Testowania dzialania markerow na wyselekcjonowanych przez sztuczng inokulacje Szczepami

grzyba patogenicznego Chalara fraxinea osobnikach jesionu

Przygotowanie materiatu roslinnego

W roku 2010 na powierzchni doswiadczalnej zatozonej w Wielmozy (Nadlesnictwo Miechow)
przeprowadzono selekcje osobnikow jesionu pod wzglgdem tolerancji na infekcj¢ grzybem Chalara
fraxinea. Jej celem byto wyodrebnienie grup roslin o réznej odpornosci na infekcje przez patogena.
Powierzchnia doswiadczalna obejmowata 155 trzy-cztero letnich osobnikdéw jesionu pochodzacych
z Nadles$nictwa Staszoéw (RDLP Radom) oraz 149 dwuletnich osobnikéw z Nadle$nictwa Rokita,
pow. I (RDLP Szczecin). W maju 2010 roku wyhodowano kultury nast¢pujacych szczepoéw
Chalara fraxinea: 19040 (pochodzacy z Nadlesnictwa Staszow), Js3230 (Nadles$nictwo Stary Sgcz)
1 Js 3210 (Nadlesnictwo Rokita). Kawalki drewna jesionu o wymiarach okoto 2 x 2 x 10 mm
sterylizowano przez 20 minut w 120°C, a nastgpnie umieszczano w szalkach Petriego na
powierzchni kultury grzyba. Po przero$nigciu kawatkéw drewna przez grzyba stosowano je do
szczepienia. Szczepienie roslin jesionu wykonywano 29 czerwca w nastgpujacy sposob: rosliny
jesionu (po 24 osobniki dla kazdego szczepu Chalara fraxinea) byty nacinane w odlegtosci okoto
10-15 cm od wierzchotka wzrostu za pomocg sterylnego skalpela. Dlugo$¢ nacigcia wynosita 10-15
mm, a glebokos¢ okoto 2-3 mm. Do nacigcia wktadano przerosnigte grzybem kawalki drewna, a
nastgpnie zranienie owijano paskiem parafilmu. Szczepienie wykonano na roslinach pochodzacych
z obu populacji (Nadlesnictwa Staszoéw i Nadle$nictwa Rokita). Razem szczepieniu poddano po 72
ro$liny. Dla kazdej populacji wykonano réwniez szczepienia kontrolne dla 10 roslin przy uzyciu
sterylnych kawatkow drewna nie wykladanych na powierzchni¢ grzybni (nieprzero$nigtych
grzybem). Selekcje ros$lin wykonano w oparciu o dwa wskazniki: a) objawy wiednigcia lisci i
zamierania wierzchotkowej czesci (powyzej miejsca szczepienia) ro$lin, b) dlugos¢ nekroz
powodowanych przez patogena. Obserwacje wigdnigcia lisci 1 zamierania wierzchotkowej czesci

ro$lin przeprowadzano w ciggu 1 miesigca od 16.07.2010 r. co 10 dni. W kazdym z termindéw
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obserwacji poszczegdlnym osobnikom przypisywano jedng z nastepujacych ocen: 0 —
roslina zdrowa, nie wykazujaca objawdéw wiedniecia, 1 — roslina chora, wykazujaca objawy
wiednigcia lisci i/lub zamierania wierzchotkowej czesci pedu. Koncowym wskaznikiem tolerancji
poszczeg6lnych roslin na infekcje patogenem byta suma ocen (0 Iub 1) uzyskanych w ciggu 4
obserwacji. Wskaznik tolerancji przyjmowat wiec wartosci w zakresie od 0 (ro$liny tolerujace
infekcje) do 4 (rosliny wykazujace brak tolerancji na patogena). W kazdym z terminéw obserwacji,
dla poszczego6lnych szczepow wyliczono frekwencje osobnikow chorych i ich procentowy udziat.
Dhugo$¢ nekroz zmierzono 7 pazdziernika. Dla wszystkich osobnikéw uwzgledniono czg¢$¢ nekroz
powstatych ponizej miejsca szczepienia, natomiast w przypadku osobnikéw, u ktorych
wierzchotkowa cze$¢ pedu byla zywa zmierzono rowniez cze¢s¢ nekrozy powyzej miejsca
szczepienia.

W roku 2011 na powierzchni do$wiadczalnej w Wielmozy kontynuowano obserwacje majace na
celu wybor osobnikéw o zrdéznicowanej tolerancji na infekcje Chalara fraxinea. Przeprowadzono
dwukrotng obserwacj¢ stanu zdrowotnego roslin jesionu: 30 maja i 9 lipca. Kazdemu z osobnikow

przypisano jedng z nastepujacych ocen przezywalnosci:

0 — brak objawow (osobnik zdrowy)
1 — zamarly wierzchotek, obecne odrosla
2 — 0sobnik martwy
Dla kazdego z termindw obserwacji oceniono frekwencje osobnikow, ktorym przypisano

poszczegbdlne oceny.

Analizy molekularne wykonano na 60 losowo wybranych osobnikach jesionu z Nadle$nictwa
Rokita uprzednio poddanych sztucznej inokulacji za pomocg szczepoéw Chalara fraxinea.
Losowanie wykonano w taki sposob, aby dla populacji zostata zachowana proporcja osobnikow
charakteryzujacych si¢ okreslonymi ocenami podatno$ci na zamieranie. Ekstrakcje DNA z proszku
lisci przeprowadzono zgodnie ze zmodyfikowana w ramach obecnego projektu metoda Khanuja 1
in. Dla otrzymania markera R_ACO03, specyficznego dla odpornych osobnikéw pochodzacych z
populacji z Nadle$nictwa Rokita przeprowadzono reakcje PCR przy uzyciem startera ACO3.
Termocykler zostal zaprogramowany w nast¢pujacy sposob: denaturacja wstgpna w temperaturze
95°C, 5 minut, hybrydyzacja w temperaturze 36°C (temperatura zostata podwyzszona o 1°C dla
zwigkszenia specyficznosci reakcji), 45 sekund, elongacja w temperaturze 72°C, 2.5 minuty.
Nastepnie 36 cykli sktadajacych si¢ z: denaturacji w temperaturze 95°C, 60 sekund, hybrydyzacji w
temperaturze 36°C, 45 sekund, elongacji w temperaturze 72°C, 2.5 minuty. Elongacje ostatniego

cyklu wydhuizono do 8 minut dla catkowitego zakonczenia reakcji. Rozdzial elektroforetyczny
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produktéw reakcji przeprowadzono w 1.5% zelu agarozowym z dodatkiem barwnika
fluorescencyjnego Midori Green w buforze TBE. Marker R ACO03 wystepuje u osobnikéw
zdrowych, natomiast nie jest on obecny u osobnikdw wykazujacych podatnos¢ na infekcje.
Osobniki wykazujgce obecnos¢ markera traktowano wige jako odporne na infekcje przez Chalara
fraxinea.

Dla populacji z Nadle$nictwa StaszoOw nie uzyskano markera molekularnego pozwalajacego na

odroznienie osobnikow jesionu z odpowiednio wysoka wiarygodnoscia.

Opracowanie markerow SCAR (Sequence Characterized Amplified Regions)

Przeprowadzono reakcje PCR z uzyciem starterow RAPD dajagcych monomorficzne markery dla
jednej grupy osobnikéw (porazonych lub nie wykazujacych symptomoéw choroby). Reakcje
wykonano przy zastosowaniu termostabilnej polimerazy Pwo (A&A Biotechnology, Gdansk). Dla
rozdzielenia produktéw reakcji PCR wykonano elektroforeze w zelu agarozowym (agaroza Basica
LE, Prona, Madrid. Spain). Odpowiednie fragmenty DNA (markery) izolowano z zelu i
oczyszczano za pomocg zestawu Gel-Out (A&A Biotechnology, Gdansk, Polska). Do klonowania
DNA uzyto wektora pJET1 (3100 par zasad; Fermentas, Burlington, Canada). Reakcje ligacji
wykonano w objetosci 20 pl. W sktad mieszaniny ligacyjnej wchodzity: 1ul DNA wektora pJET1, 9
ul DNA odpowiedniego produktu PCR, 1 pl ligazy DNA T4, 9 ul wody dejonizowanej. Ligacje
prowadzono przez 45 minut w temperaturze pokojowej. Komorki kompetentne Escherichia coli
uzyskano z uzyciem zestawu do przygotowania i transformacji Escherichia coli - E. coli
Transformer (A&A Biotechnology, Gdansk, Polska).

Po transformacji probki przeniesiono na ptytki z podtozem statym LA (trypton 10 g/, ekstrakt
drozdzowy 5 g/l, NaCl 10g/l, agar 20 g/l) i ampicyling (50 pl/ml) 1 inkubowano 16 godzin w
temperaturze 37°C. Na ptytkach wyrosto od 15 do 25 koloni. Z kazdej ptytki wybrano 8 kolonii
potencjalnych klonow 1 sprawdzono w nich obecnos$¢ klonowanych markerow za pomoca reakcji
PCR przy uzyciu starterow flankujacych miejsce klonowania:

pJETF - GCCTGAACACCATATCCATCC

pJETR - GCAGCTGAGAATATTGTAGGAGAT.

Reakcje PCR przeprowadzono zgodnie z nastepujagcym programem: denaturacja wstepna w
temperaturze 95°C, 2 minuty, nastgpnie 30 cykli sktadajacych si¢ z: denaturacji w temperaturze
95°C, 30 sekund, hybrydyzacji w temperaturze 55°C, 30 sekund, elongacji w temperaturze 72°C, 1
minuta. Elongacje ostatniego cyklu wydhuzono do 5 minut.

Nastepnie wykonano izolacje¢ plazmidéw rekombinowanych. Przeniesiono kolonie transformantow
E. coli TOP10F’ z potwierdzong obecno$cig klonowanych odcinkow DNA do 10 ml podtoza
ptynnego LB z ampicyling (50 pl/ml) i inkubowano przez 17 godzin w temperaturze 37°C z
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wytrzgsaniem. Z  otrzymanych  hodowli wyizolowano potencjalne plazmidy
rekombinowane przy uzyciu zestawu do izolacji plazmidowego DNA - Plasmid Mini AX (A&A
Biotechnology, Gdansk, Polska). W wyniku izolacji otrzymano DNA plazmidéw o stezeniu 100-
150 pg/ml w 50 pl buforu TE. W plazmidach ponownie potwierdzono obecno$¢ klonowanych
gendw za pomocg reakcji PCR z uzyciem starteréw pJETF i pJETR. Sekwencjonowanie plazmidow
zostalo wykonane przez firm¢ Macrogen Europe, Amsterdam, Holandia.

Edycje sekwencji i opracowanie specyficznych dla poszczegdlnych markeréw starterow wykonano

z uzyciem programu komputerowego Geneious 5.6.6 (Biomatters Ltd, New Zeland).

Badanie rozktadu czestotliwosci wystepowania markerow w wybranych populacjach jesionu
Badania wykonano dla populacji, dla ktérych uzyskano markery molekularne pozwalajace na
odrdznienie osobnikéw podatnych na infekcj¢ i osobnikow odpornych. Populacje te pochodzily z
Nadlesnictw: Rokita (RDLP Szczecin), Miechow (RDLP Krakéw) i Stary Sacz (RDLP Krakow).
Zebrano materiat do uzyskania DNA z 60 losowo wybranych osobnikow z populacji o znanym
stanie zdrowotnym (po 30 wstepnie zakwalifikowanych jako wrazliwe lub odporne na zamieranie).
Do uzyskania markera odrézniajacego osobniki wrazliwe od podatnych na infekcj¢ zastosowano
nastgpujace markery:

dla populacji z Nadlesnictwa Rokita: R_A02

dla populacji z Nadlesnictwa Miechow: M_L08

dla populacji z Nadlesnictwa Stary Sacz: SS 113

Dla otrzymania markeréw zastosowano startery SCAR o sekwencjach podanych w rozdziale
»Wyniki”. Ze wzgledu na cechy wymienionych markerow osobniki z Nadle$nictwa Rokita i
Nadles$nictwa Miechow wykazujace obecno$¢ markeréw traktowano jako wrazliwe, natomiast

osobniki z Nadlesnictwa Stary Sacz jako odporne.

Wybrane elementy biochemicznego podtoZa odpornosci jesionu na porazenie przez Chalara
fraxinea

W odpowiedzi na infekcje roslin przez grzyby istotng role odgrywaja tzw. reaktywne formy tlenu —
reactive oxygen species (ROS). Nalezg do nich przede wszystkim nadtlenek wodoru (H0,),
anionorodnik ponadtlenkowy (O°;) i rodnik hydroksylowy (OH"). Produkcja reaktywnych form
tlenu jest pierwszym etapem odpowiedzi rosliny na atak przez patogeny pojawiajagcym si¢ w ciagu
kilku minut po infekcji. Jest on reakcja biologicznie niespecyficzng, po ktérej w komorkach
zaatakowanych przez grzyba wystepuje tzw. wybuch tlenowy (oxidative burst). Rezultatem
wybuchu tlenowego jest nagte zwigkszenie w porazonej tkance stezenia reaktywnych form tlenu

przekraczajace zdolno$ci wylapywania tych czastek przez system antyoksydacyjny komorek.
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Skutkiem tego jest peroksydacja lipidow bton komorkowych, uszkadzanie makroczasteczek
takich jak barwniki asymilacyjne, biatka, kwasy nukleinowe i lipidy, a takze inaktywacja systemu
enzymatycznego komorki prowadzaca do zamierania porazonej tkanki. W warunkach normalnego
wzrostu rosliny dysponuja rozbudowanymi mechanizmami usuwania nadmiaru reaktywnych form
tlenu przede wszystkim nadtlenku wodoru i anionorodnika ponadtlenkowego. Gtéwnymi enzymami
usuwajgcymi H,O; i O, i chronigcymi komorki przed uszkodzeniem i zamieraniem jest dysmutaza
ponadtlenkowa i katalaza.

Poza reaktywnymi formami tlenu istotng role¢ w obronie roslin przed patogenami peinig zwigzki
fenolowe. Sa one powszechnie wystepujagcymi w roslinach zwigzkami metabolizmu wtérnego.
Pelnig role zwiazkow antyoksydacyjnych i chronig komorki przed oksydacyjnym dziataniem
reaktywnych form tlenu. Z drugiej strony mogg zaburza¢ prawidtowe funkcjonowanie blon
komoérkowych i1 uczestniczy¢ w peroksydacji lipidow.

Badania dotyczace biochemicznego podtoza odpornosci jesionu na infekcj¢ przez Chalara fraxinea
przeprowadzono w dwodch etapach: wstepne badania mialy na celu okre$lenie stezenia i dynamiki
powstawania reaktywnych form tlenu tworzonych przez osobniki jesionu w odpowiedzi na infekcje
przez Chalara fraxinea. Celem wtasciwych badan byto okreslenie reakcji roslin o réznej odpornosci
na infekcj¢ w zakresie intensywnosci i czasu tworzenia reaktywnych form tlenu, zwigzkéw

fenolowych oraz aktywnosci katalazy 1 dysmutazy ponadtlenkowe;.

Badania wstepne

Badania przeprowadzono na dwuletnich roslinach jesionu pochodzacych ze szkotki w
Nadles$nictwie Staszow (RDLP Radom). Jednoroczne siewki jesionu zostaty posadzone do doniczek
o pojemnosci 5 1. Jako podloze zastosowano substrat torfowy STM4, pH 5.5-6.5. W okresie
wegetacyjnym prowadzono nawadnianie wraz z nawozeniem aplikujac nawo6z Florovit w stezeniu
0,1%. Po zakonczeniu wzrostu i czgsciowym zdrewnieniu pedéw wykonano szczepienie grzybem
Chalara fraxinea. W tym celu przygotowano sterylne kawatki drewna jesionu o wymiarach okoto 2
x 2 x 10 mm, ktére wytozono na powierzchni kultury grzyba. Po przerosnigciu kawatkéw drewna
przez grzyba zastosowano je do szczepienia roslin. Szczepienie wykonano w sposob opisany wyzej.
Wykonano roéwniez szczepienie kontrolne za pomocag sterylnych kawatkow drewna jesionu
nieprzero$nigtych grzybem.

W celu wykonania analiz biochemicznych ze szczepionych roslin pobierano odcinki pedu w obrgbie
ktérych znajdowato si¢ miejsce szczepienia. Pozyskane odcinki pedow natychmiast zamrazano w
ciektym azocie w celu zatrzymania reakcji biochemicznych. Pedy odcinano po 1, 3, 8, 16 i 33
dniach od daty szczepienia. W kazdym terminie pobierano odcinki pedu z 10 roslin szczepionych

kawatkami drewna przero$nigtymi grzybem oraz 5 odcinkéw pedu z roslin kontrolnych
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(szczepionych kawatkami drewna nieprzero$nigtych grzybem). Wykonano rowniez
pomiar dlugosci nekroz w terminach, gdy byty one widoczne tj. po 16 1 33 dniach od momentu
szczepienia. Dhugo$¢ nekroz stosowano jako miar¢ podatnosci osobnikow jesionu na infekcje
grzybem.

Odcinki pgdow byly ucierane w mozdzierzu w cieklym azocie na proszek, ktory nastgpnie
przechowywano w -80°C. Oznaczono zmiany koncentracji anionorodnika ponadtlenkowego (O,") i

nadtlenku wodoru (H,O,) w szczepionych pegdach jesionu.

Oznaczanie stezenia anionorodnika ponadtlenkoweqo

Anionorodnik ponadtlenkowy (O;™) oznaczono w homogenacie uzyskanym przez wytrzgsanie 50
mg proszku z pedow w 1 ml roztworu zawierajacego 50 mM bufor fosforanowy (pH 7.8), 0.8%
Triton X-100 i 1% poliwinylopirolidonu. Homogenat wirowano przez 15 minut przy 13000
obrotach/minute, w temperaturze 4°C. Stgzenie anionorodnika ponadtlenkowego oznaczano przez
przeprowadzenie reakcji redukcji biekitu nitrotetrazolinowego (NBT) do farmazonu w roztworze
zawierajagcym supernatant, 40 uM NADPH i1 100 pM NBT (Green, Hill 1984). Intensywnos$¢
reakcji okreslano monitorujac wzrost absorbancji roztworu przy 490 nm w ciggu 10 minut. Stezenie
anionorodnika ponadtlenkowego wyliczono uzywajac wspolczynnika ekstynkeji rownego 100 mM™

cm™,

Oznaczanie stezenia nadtlenku wodoru

Nadtlenek wodoru (H20,) oznaczano przez przeprowadzenie reakcji utleniania guaiakolu do
tetraguaiakolu. 50 mg proszku z pedow wytrzasano przez 90 minut w mieszaninie reakcyjnej
zawierajacej 50 mM bufor fosforanowy (pH 7.0), 0.05% guaiakolu i 2 U/ml peroksydazy (Orendi et
al. 2001). Homogenat wirowano przez 15 minut przy 13000 obrotach/minute, w temperaturze 4°C.
Zmierzono absorbancje przy 470 nm. St¢zenie nadtlenku wodoru obliczono przy zalozeniu, ze 4
mole nadtlenku wodoru sg potrzebne, aby powstat 1 mol tetraguaiakolu, dla ktorego wspotczynnik

ekstynkcji wynosi 26.6 mM™ cm™.

Biochemiczna odpowiedz osobnikow jesionu na infekcje przez Chalara fraxinea — badania wtasciwe
Badania prowadzono na trzyletnich roslinach jesionu pochodzacych z Nadle$nictwa Staszéw
(RDLP Radom). W do$wiadczeniach zastosowano rosliny posadzone w 2009 roku do doniczek do
substratu STM4, pH 5.5-6.5. We wrze$niu 2010 roku przeprowadzono ponowne szczepienie
grzybem celem potwierdzenia stopnia tolerancji badanych osobnikoéw jesionu na infekcje przez
Chalara fraxinea. W marcu 2011 roku w celu potwierdzenia wystepowania grzyba w powstatych

nekrozach przeprowadzono reizolacj¢ grzyba ze zmienionych chorobowo tkanek. Na poczatku
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kwietnia 2011 roku wykonano pomiar dlugosci nekroz, ktéora zastosowano jako  miarg
podatnosci osobnikoOw na infekcje przez patogena. Na podstawie dlugosci nekroz wyrdzniono trzy
klasy osobnikéw o réoznym stopniu tolerancji na infekcje grzybem. Grupy osobnikow tworzacych
wymienione klasy wykorzystano do dalszych badan biochemicznych.

30 lipca 2011 roku wykonano szczepienie grzybem wyrdznionych klas osobnikéw. Szczepienie
przeprowadzono zgodnie z przedstawiong wczesniej metodyka. Z zainfekowanych roslin pobierano
odcinki pedow obejmujace miejsce szczepienia. Ze wzgledu na bardzo szybkie zmiany zawartosci
czasteczek anionorodnika ponadtlenkowego (O,") i nadtlenku wodoru (H,0,) w zainfekowanych
tkankach pozyskane odcinki pgdow natychmiast zamrazano w ciektym azocie w celu zatrzymania
reakcji biochemicznych. Odcinki pedow byty ucierane w mozdzierzu w cieklym azocie na proszek,
ktory przechowywano w -80°C do czasu wykonania analiz. Pedy odcinano doktadnie po 6, 24, 48 i
72 godzinach po wykonanym szczepieniu.

Zawarto$¢ anionorodnika ponadtlenkowego i nadtlenku wodoru oznaczono zgodnie z metodyka

przedstawiong wczesnie;j.

Oznaczenie stezenia fenoli ogdlnych

Fenole ogodlne w pedach jesionu oznaczono zgodnie z metoda Folin-Ciocalteau zmodyfikowana
przez Ainsworth i Gillespie (2007). Okoto 20-30 mg proszku z pedoéw jesionu wytrzasano przez 30
minut na lodzie z 2 ml 95% metanolu. Nast¢pnie probki inkubowano w temperaturze pokojowej w
ciemnos$ci. Homogenat wirowano przez 10 minut z szybko$cig 13000 obrotow/minutg. Oznaczenie
wykonano w nastepujacy sposob: 200 ul ekstraktu zmieszano z odczynnikiem Folin-Ciocalteu. Po
okoto 1-2 minutach dodano roztwér weglanu sodu dla zalkalizowania mieszaniny. Probki
inkubowano przez 2 godziny w temperaturze pokojowej. Odczytano absorbancj¢ dla 765 nm (A7gs)
wzgledem proby Slepej (95% metanol). Dla okreslenia stezenia fenoli w ekstrakcie wyznaczono
krzywa kalibracyjnag dla nastepujacych stezen kwasu chlorogenowego w 95% metanolu: 50 uM,
100 uM, 200 uM, 400 uM, 800 uM, 1.6 mM, 3,2 mM. Obliczono zawarto$¢ fenoli ogdlnych jako
ekwiwalent kwasu chlorogenowego przy uzyciu réwnania regresji migdzy stgzeniem kwasu

chlorogenowego a Azgs.

Oznaczenie zawartosci flawonoidow

Zawarto$¢ flawonoidéw (fenoli absorbujacych promieniowanie UV) oznaczono zgodnie z
metodyka opracowang przez Zhishen, Mengcheng i Jianming (1999). Okoto 20-30 mg proszku z

peddéw jesionu wytrzgsano przez 60 minut na lodzie z 2 ml 80% etanolu. Homogenat wirowano
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przez 10 minut z szybkoscia 13000 g. Oznaczenie wykonano w nastepujacy sposob:
Do 7 ml proboéwek odmierzono 250 pl ekstraktu, dodano wody dejonizowanej do objetosci 2,5 ml,
a nastepnie 5% azotynu sodu. Po 5 minutach dodano 10% chlorek glinu, a po nastepnych 6
minutach 1 M wodorotlenku sodu. Odczytano absorbancje dla dlugosci fali 510 nm wzgledem
proby S$lepej (80% etanol). Stezenie flawonoidéw wyznaczono z krzywej kalibracyjnej dla
nastepujacych stezen kwercetyny: 12.5, 25, 50, 100, 200 pg/ml.

Ekstrakcja enzyméw dla okre$lenia aktywno$ci katalazy i dysmutazy ponadtlenkowe;j:

Ze wzgledu na duze stezenie fenoli w pedach jesionu przeprowadzono optymalizacje sktadu buforu
do ekstrakcji biatek enzymatycznych. Sktad zastosowanego buforu byt nastepujacy: 100 mM bufor
fosforanowy, pH 7.8, Triton X-100 — 0,5%, PVPP — 5%, EDTA — 2 mM, glicerol - 8%, DTT - 1
mM. Do ekstrakcji stosowano 50 mg proszku z pedow jesionu, ktore zalewano buforem
ekstrakcyjnym. Homogenat wirowano w 4°C przez 15 minut przy 15000 obrotach/minute. Stezenie
biatek enzymatycznych okreslono metoda Bradforda uzywajac jako standardu biatka BSA (Bovine

Serum Albumin). Homogenat uzyto do okreslenia aktywnosci enzymow.

Oznaczenie aktywno$ci katalazy

Aktywnos$¢ katalazy okreslono przez pomiar rozktadu nadtlenku wodoru przy dtugosci fali 240 nm.
Mieszanina reakcyjna zawierala: 25 mM bufor fosforanowy, pH 7.0, 10 mM H»0; i1 20 pl ekstraktu
biatek. Koncowa objetos¢ mieszaniny wynosita 200 ul. Reakcje rozktadu nadtlenku wodoru przez
enzym przeprowadzono w temperaturze 30°C. Aktywno$¢ enzymu wyrazono w jednostkach
aktywnoS$ci na mg $wiezej masy przy czym za 1 U przyjeto 1lo$¢ enzymu powodujacego zmiang

absorbancji 0 0.1 jednostki.

Oznaczenie aktywno$ci dysmutazy ponadtlenkowej

Aktywno$¢ dysmutazy ponadtlenkowej oznaczono spektrofotometrycznie na podstawie redukcji
cytochromu c¢ przez anionorodnik ponadtlenkowy generowany w reakcji ksantyny z oksydaza

ksantynowa (McCord, Frederovich 1969). Wynik przeliczano na ilo§¢ umownych jednostek
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aktywnos$ci enzymatycznej na mg $§wiezej masy tkanki pedu jesionu, przy czym za jednostke
przyjeto takg ilo$¢ dysmutazy ponadtlenkowej, ktora prowadzi do inhibicji procesu redukcji

cytochromu ¢ o0 50%.
Wszystkie analizy wykonano w trzech powtorzeniach z uzyciem czytnika mikroptytkowego BioTek Synergy

2 (BioTek Instruments Inc.).

8.3 Wyniki
Ekstrakcja DNA i ocena jego jakosci
Najlepsza metoda ekstrakcji DNA z lisci jesionu okazata si¢ metoda opracowana przez Khanuja i
in. (1999) zmodyfikowana w ramach obecnego projektu. W wyniku przeprowadzonych préb
zmieniono nastepujace elementy metody:
1. Zmieniono sktad buforu ekstrakcyjnego przez zwigkszenie zawartosci B-merkaptoetanolu i
poliwinylpirolidonu (PVP). Skfad buforu ktéry zastosowano w analizach przedstawia

ponizsza tabela.

Sktad buforu wyjsciowego (wg. Khanuja i in. 1999) i zmodyfikowanego do ekstrakcji DNA z lisci

jesionu wyniostego (Fraxinus excelsior L.)

Sktadnik buforu | Bufor wg. Khanuja i in. Bufor
ekstrakcyjnego (1999) zmodyfikowany
TrisHCI pH 8,0 100 mM 100 mM
EDTA 25 mM 25 mM
NaCl 15M 15M
CTAB 2,5% 2,5%
B-merkaptoetanol 0.2% 1%
PVP 15000 1% 5%

2. Zwigkszono temperature inkubacji probek z 60 do 65°C.

3. Zwigkszono szybkos¢ wirowania probek po inkubacji z 8 000 do 14 000 obr./min.
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Dodatkowe modyfikacje metody ekstrakcji DNA  przeprowadzono dla  zwigkszenia
wydajnosci ekstrakcji z kory jesionu. Polegaty one na zwigkszeniu masy tkanki i czasu jej inkubacji
w 65°C z 1 godziny do 2 godzin. Zwigkszono rowniez stosunek objetosci buforu do masy tkanki.

Stwierdzono, ze ekstrakcja DNA przy uzyciu zmodyfikowanej metody Khanuja i in. zapewniata
wystarczajaca dla dalszych analiz czysto§¢ i stezenie DNA. Srednio dla badanych osobnikow
jesionu pochodzacych z analizowanych populacji uzyskano od 0.48 do 1 pg/ul DNA przy
zastosowaniu do ekstrakcji 100 mg tkanki. Na podstawie uzyskanych wynikéw stwierdzono, ze
chore osobniki zawieraly mniej DNA niz osobniki nie wykazujace objawow choroby (odpowiednio
0.43 1 0.58 pg/ul). Czystos¢ DNA oznaczona jako stosunek absorbancji przy 260 i 280 nm byta
podobna dla obu grup osobnikéw 1 wynosita $rednio od 1.5 do 1.9. Stopien fragmentacji
uzyskanego DNA byl bardzo maty, co §wiadczyto o jego wysokiej jakosci i1 przydatnosci do reakcji

PCR. Przyktadowy elektroforogram przedstawia rycinie 1.
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Ryc. 1. Obraz elektroforezy przedstawiajacy stopien fragmentacji DNA wyekstrahowanego z lisci
jesionu za pomocg zmodyfikowanej metody Khanuja i in., M — marker — GeneRuler 100-bp Ladder
Plus.

Pozostate metody ekstrakcji byly mniej przydatne. Ekstrakcja DNA przeprowadzona zgodnie z
metoda Carlsona 1 in. dawata wystarczajace stgzenie DNA, ale wydajno$¢ reakcji PCR byta
Znacznie gorsza w porownaniu z metoda Khanuja. Bylo to spowodowane obecno$cia duzej ilosci
zwigzkéw fenolowych w lisciach jesionu hamujacych dziatanie polimerazy DNA. W przypadku
ekstrakcji DNA przeprowadzonej za pomoca DNeasy Plant Mini Kit otrzymywano DNA o
wysokiej czystosci, ale stezenie DNA bylo bardzo niskie, niewystarczajace do przeprowadzenia
odpowiedniej liczby reakcji PCR. Stosowanie DNeasy Plant Mini Kit powodowaloby wigc
koniecznos$¢ wielokrotnego przeprowadzania ekstrakceji dla zapewnienia odpowiedniej ilosci DNA.
Optymalizacja warunkow reakcji PCR

W zaleznosci od stezenia jondw magnezu, startera, polimerazy DNA i genomowego DNA uzyskano
r6zng liczbe produktéw reakcji PCR. Na podstawie uzyskanych wynikéw zdecydowano o

stosowaniu nastepujacych warunkow reakcji w dalszych analizach:

1. Stezenie jondw magnezu — 2 mM

2. Stezenie startera — 0.5 uM

3. Stezenie polimerazy Taq — 0.25 U/10 pl mieszaniny reakcyjnej

4. Stezenie genomowego DNA — 60 ng/10 pl mieszaniny reakcyjnej
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Wykonanie reakcji PCR z uzyciem starterow RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) i RAMS
(Random Amplified Microsatellites)

Z testowanych 720 starterow powtarzalny wynik reakcji PCR dawato 536 starterow (67%), staby
elektroforogram uniemozliwiajacy przeprowadzenie analizy dawato 54 startery (prawie 7%),
natomiast 205 starterow nie dawalo produktow reakcji PCR. Dla starterow dajacych czytelne
wyniki (536 starteréw) otrzymano razem prawie 7600 fragmentow DNA (produktéw reakcji PCR).
Przeprowadzono analiz¢ obecnosci markeréw dla reakcji z zastosowaniem mieszanin DNA
pochodzacego z osobnikow zdrowych i osobnikéw z objawami choroby. Do dalszych analiz
wybrano startery, ktore daly monomorficzne prazki dla wszystkich trzech mieszanin DNA dla
jednej grupy osobnikdéw (osobnikdéw porazonych przez patogena lub osobnikdéw nie wykazujacych
objawow choroby) i jednocze$nie nie daty prazkéw dla drugiej. Wybrano 58 starteréow (8%) do
testowania obecnos$ci markeréw w pojedynczych osobnikach z wybranych populacji jesionu.

Przyktadowe obrazy elektroforezy przedstawiaja ryciny 2 — 6.

Ryc. 2. Obraz elektroforezy produktéw amplifikacji przeprowadzonej dla startera LO8 z uzyciem
mieszanin DNA uzyskanego z osobnikow wykazujacych objawy chorobowe (C1, C2, C3) i
osobnikéw zdrowych (Z1, Z2, Z3), K — kontrola (bez DNA), M — marker — GeneRuler™ 100 bp
DNA Ladder Plus. Strzatka wskazuje prazek monomorficzny dla chorych osobnikoéw jesionu.
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Ryc. 3. Obraz elektroforezy produktow amplifikacji przeprowadzonej dla startera AIO1 z uzyciem
mieszanin DNA uzyskanego z osobnikow wykazujacych objawy chorobowe (C1, C2, C3) i
osobnikéw zdrowych (Z1, 72, Z3), K — kontrola (bez DNA), M — marker — GeneRuler™ 100 bp
DNA Ladder Plus. Strzatka wskazuje prazek monomorficzny dla chorych osobnikow jesionu

Ryc. 4. Obraz elektroforezy produktow amplifikacji przeprowadzonej dla startera AIl12 z uzyciem
mieszanin DNA uzyskanego z osobnikow wykazujacych objawy chorobowe (C1, C2, C3) i
osobnikow zdrowych (Z1, Z2, Z3), K — kontrola (bez DNA), M — marker — GeneRuler™ 100 bp
DNA Ladder Plus. Strzatka wskazuje prazek monomorficzny dla zdrowych osobnikow jesionu
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Ryc. 5. Obraz elektroforezy produktéw amplifikacji przeprowadzonej dla startera T20 z uzyciem
mieszanin DNA uzyskanego z osobnikéw wykazujacych objawy chorobowe (C1, C2, C3) i
osobnikow zdrowych (Z1, Z2, Z3), K — kontrola (bez DNA), M — marker — GeneRuler™ 100 bp
DNA Ladder Plus. Strzatka wskazuje prazek monomorficzny dla zdrowych osobnikéw jesionu

Ryc. 6. Obraz elektroforezy produktow amplifikacji przeprowadzonej dla startera V03 z uzyciem
mieszanin DNA uzyskanego z osobnikow wykazujagcych objawy chorobowe (C1, C2, C3) i
osobnikoéw zdrowych (Z1, Z2, Z3), K — kontrola (bez DNA), M — marker — GeneRuler™ 100 bp
DNA Ladder Plus. Strzatka wskazuje prazek monomorficzny dla zdrowych osobnikoéw jesionu
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Przeprowadzenie wstepnego testowania dziatania markerow na wybranych
powierzchniach

Na podstawie wykonanych analiz wybrano markery wystepujace z czgstotliwoscig co najmniej 90%
u jednej grupy osobnikow jesionu (porazonych przez chorobe lub nie wykazujacych symptomow
choroby) i nie wystepujacych u osobnikéw drugiej grupy lub wystepujacych u maksymalnie
jednego osobnika. Markery otrzymano dla populacji jesionu pochodzacych z Nadlesnictw: Rokita,
Stary Sacz 1 Miechow. Starterami dajgcymi te markery byly: A02, G11, 113, LO8, L14, M20, T20,
ACO03.

Zestawienie uzyskanych markerow, ich dlugosci, grup osobnikéw (chore lub zdrowe), u ktérych
stwierdzono marker i pochodzenia populacji, dla ktoérej marker wystgpowal z czestotliwoscig

powyzej 90% przedstawia ponizsza tabela.

Zestawienie i charakterystyka markeréw molekularnych pozwalajacych na odréznienie osobnikow

jesionu odpornych od osobnikéw wrazliwych na zamieranie

L. p. | Nazwa markera | Nazwa startera Dhugos¢ markera Grupa L Pochodzenie populacji’
[pary zasad] osobnikow
1 R_AQ2 A02 800 C Nadlesnictwo Rokita, pow. 11
2 SS Gl1 G11 1500 C Nadlesnictwo Stary Sacz
3 SS 113 113 550 Z Nadlesnictwo Stary Sacz
4 M_L08 LO8 270 C Nadle$nictwo Miechéw
5 M_L14 L14 500 Z Nadle$nictwo Miechéw
6 R_M20 M20 600 Z Nadlesnictwo Rokita, pow. Il
7 M_T20 T20 900 z Nadlesnictwo Miechow
8 R_ACO03 ACO03 210 z Nadlesnictwo Rokita, pow. |

1 _ C — chore (z objawami zamierania), Z — zdrowe (nie wykazujace symptomow choroby)

2 pochodzenie populacji, dla ktorej marker wystepowat u wiecej niz 90% osobnikoéw jesionu

Pozostale z testowanych starterow wykazaly losowe rozmieszczenie markerow w grupie osobnikow
porazonych i nie wykazujacych symptomow choroby. Ryciny 7, 8 i 9 przedstawiaja przyktadowe
obrazy elektroforezy dla osobnikow porazonych i zdrowych uzyskane w wyniku zastosowania

niektorych z wymienionych starterow.
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M C1 C2C3C4 C5C6 C7 C8 COCI10C1MCI2 Z1 22 23 Z4 Z5 Z6 Z7 Z8 Z9 Z10Z112Z12 M

.- -

Ryc. 7. Obraz elektroforezy przeprowadzonej z uzyciem startera L.14 dla osobnikéw jesionu z
Nadle$nictwa Miechow wykazujacych objawy chorobowe (C1 — C12) 1 osobnikdéw zdrowych (Z1 —
Z11), K — kontrola (bez DNA), M — marker. Strzatka wskazuje prazek monomorficzny dla

zdrowych osobnikow jesionu.

M C1C2 C3C4 C5C6 C7 CB C9 C10C11C12 21 22 Z3 Z4 25 26 Z7 Z8 Z9 Z10Z11 212 M

Ryc. 8. Obraz elektroforezy przeprowadzonej z uzyciem startera 113 dla osobnikéw jesionu z
Nadlesnictwa Stary Sacz wykazujacych objawy chorobowe (C1 — C12) i osobnikow zdrowych (Z1
—Z11), K- kontrola (bez DNA), M — marker. Strzatka wskazuje prazek monomorficzny dla

zdrowych osobnikdw jesionu.



57

M. C1 C2 C3 C4 C5C6 C7 C8 C9 C10CN1MC1221 22 23 Z4 25 76 Z7 28 Z9 Z10 ZNZ12 M

e — — — -—" e _ .~

Ryc. 9 . Obraz elektroforezy przeprowadzonej z uzyciem startera G11 dla osobnikow jesionu z
Nadlesnictwa Stary Sacz wykazujacych objawy chorobowe (C1 — C12) i osobnikéw zdrowych (Z1
—Z11), K—kontrola (bez DNA), M — marker. Strzatka wskazuje prazek monomorficzny dla
chorych osobnikow jesionu.

Czestotliwos¢ wystepowania markeréw w poszczegdlnych populacjach bylta zroznicowana i zalezna

od ich odleglosci geograficznej. Markery wystepujace w danej populacji u okreslonej grupy
osobnikow (chorych lub bez symptomoéw zamierania) z duzg czestotliwo$cia w pozostatych
populacjach wystepowaty u mniejszej liczby osobnikdéw. Spadek czestotliwosci zalezny byt od
odleglosci geograficznej populacji o najwyzszej czestotliwosci wystepowania markera od
pozostalych populacji. Czestotliwo$¢ wystgpowania markeréw dla czterech populacji jesionu
przedstawia ponizsza tabela (dane dla populacji, w ktorej marker wystgpowat u wiecej niz 90%
osobnikow pogrubiono).

Zestawienie 1 czestotliwos¢ wystepowania markerow dla czterech populacji jesionu

Czestotliwos¢ markerow u osobnikow jesionu z Nadlesnictw™
Nazwa _

L. p. Rokita Staszow Miechow Stary Sacz

markera , ,
C z C Z C Z C Z
1 R_A02 11 1 8 2 5 2 5 3
2 SS_G11 5 8 7 1 8 1 11 0
3 SS_113 2 1 7 6 5 8 0 12
4 M_L08 5 9 8 2 12 0 10 3
5 M_L14 5 5 2 7 1 11 5 8
6 R_M20 1 11 5 6 7 2 7 1
7 M_T20 9 3 9 8 1 11 3 12
8 R_ACO03 0 12 0 0 0 0 0 0

T _czestotliwo$é wystepowania markeréw wyrazona jako liczba osobnikéw wykazujacych obecnos¢ markera na 12

badanych osobnikéw jesionu > — C — chore (z objawami zamierania), Z — zdrowe (nie wykazujace symptoméw choroby)
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Na przyktad marker generowany w reakcji PCR z udziatem startera T20 wystgpowat w populacji
z Nadle$nictwa Miechow u 90% zdrowych osobnikéow. W populacji z Nadlesnictwa Staszoéw
wystepowat on z czestotliwoscig prawie 70%, natomiast w populacji z Nadle$nictwa Rokita jego
czestotliwos¢ wynosita jedynie 25%. Ponadto w miare spadku czestotliwos$ci markerow u zdrowych
osobnikdw nastgpowat ich wzrost u osobnikoéw z objawami choroby. Podobnie zachowywato si¢
wickszo$¢ markeréw uzyskanych przy uzyciu innych starterow. Oznacza to, ze markery byly
charakterystyczne dla poszczegdlnych populacji (regiondw wystepowania) jesionu, natomiast nie

pozwalaly na identyfikacj¢ odpornych osobnikow w obrgbie catego gatunku.

Testowania dzialania markerow na wyselekcjonowanych przez sztuczng inokulacje szczepami

grzyba patogenicznego Chalara fraxinea osobnikach jesionu

Ze wzgledu na stwierdzenie nielicznych osobnikdéw jesionu reprezentujacych populacje z
Nadlesnictwa Rokita wykazujacych w okresie od 16.07 do 16.08.2010 roku objawy zamierania (5
osobnikow na 72 szczepionych) ponizej przedstawiono wyniki frekwencji roslin z objawami
infekcji stwierdzone w 2010 roku tylko dla populacji z Nadle$nictwa Staszow. Osobniki jesionu
wykazywaly zrdéznicowang tolerancj¢ na infekcje. Na podstawie wartosci wskaznika tolerancji
podzielono je na grupy roznigce si¢ reakcja na szczepienie grzybem. W zaleznos$ci od pochodzenia
zastosowanego szczepu, W poszczegélnych terminach obserwacji uzyskano rozne wartosci
wskaznika tolerancji, srednich dlugos$ci nekroz i liczby porazonych roslin.

Najbardziej patogenicznym szczepem okazat si¢ szczep pochodzacy ze Staszowa, natomiast mniej
patogenicznymi szczepy z Nadlesnictwa Rokita i Nadlesnictwa Stary Sacz. Swiadczy o tym
dynamika pojawiania si¢ roslin z objawami wigdnigcia lisSci 1 nastgpnie zamierajagcymi
wierzchotkami pedow oraz dlugos¢ nekroz. Tabela przedstawia liczby osobnikéw jesionu

wykazujacych objawy wigdnigcia lisci.
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Zmiany frekwencji ros$lin jesionu wykazujacych objawy wigdnigcia lisci 1 zamierania
wierzchotkowej czgséci pedu w zalezno$ci od pochodzenia szczepu Chalara fraxinea zastosowanego
do inokulacji

Numer i pochodzenie Data obserwacji
szczepu 16.07.2010 26.07.2010 05.08.2010 16.08.2010
19040
12 13 16 17
Nadl. Staszow
Js 3210
_ 6 7 10 10
Nadl. Rokita
Js 3230
0 0 1 1
Nadl. Stary Sacz
Kontrola 0 0 0 0
80%
— 70% -
&,
£ 60% -
2 50%
%‘ 40%
gaﬂ% |
= 20%
= 10%
0% - -
16-07-2010 26-07-2010 05-08-2010 16-08-2010
m19040 WJs3210 mls3230

Ryc. 10. Procentowy udzial porazonych ros$lin jesionu w zalezno$ci od pochodzenia szczepu

Chalara fraxinea zastosowanego do szczepienia

Udzial porazonych roslin jesionu w zaleznosci od pochodzenia szczepu przedstawia Ryc. 11.
Wszystkie osobniki, u ktorych stwierdzono wigdnigcie lisci wykazywaty rowniez obecnos¢ nekroz
o roznej dlugosci. Jednoczes$nie stwierdzono wystgpowanie niewielkiej liczby ro$lin nie
wykazujacych objawdw wigdnigcia lisci, natomiast charakteryzujacych si¢ obecnoscig niewielkich
nekroz.
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Dla kazdego osobnika obliczono wskaznik tolerancji na infekcje grzybem. W zaleznosci od
zastosowanego szczepu grzyba okreSlono liczbe osobnikoéw charakteryzujacych sie¢ danym
wskaznikiem tolerancji. W ten sposob uzyskano grupy osobnikéw o roéznej tolerancji na infekcje.
Podobnie jak w przypadku liczby ro$lin wykazujacych wigdnigcie lisci i zamieranie wierzchotkow
ro$lin najwiecej osobnikdéw jesionu charakteryzujacych si¢ najwyzszym wskaznikiem tolerancji
(najbardziej porazonych) stwierdzono w przypadku stosowania szczepu pochodzacego z
Nadles$nictwa Staszow. Szczep z Nadlesnictwa Stary Sacz nie powodowat symptomdéw zamierania
u badanej populacji. Tabela przedstawia frekwencj¢ osobnikow jesionu w zalezno$ci od warto$ci

wskaznika tolerancji i pochodzenia szczepu Chalara fraxinea.

Frekwencja osobnikow jesionu z Nadle$nictwa Staszow w zaleznosci od wartosci wskaznika

tolerancji i pochodzenia szczepu Chalara fraxinea zastosowanego do szczepienia

Numer i pochodzenie Wartos¢ wskaznika tolerancji
szczepu 0 1 2 3 4
19040
7 1 3 1 12
Nadl. Staszow
Js 3210
_ 15 1 3 0 5
Nadl. Rokita
Js 3230
23 0 1 0 0
Nadl. Stary Sacz

Obliczono srednig dlugo$¢ nekroz wystepujacych w grupach osobnikéw o roéznej wartosci

wskaznika tolerancji (tabela ponizej).

Srednia dlugo$é nekroz [mm] wystepujacych na pedach jesionéw w zaleznosci od wartosci

wskaznika tolerancji (pomiar dokonany 07.10.2010)

Wskaznik tolerancji

0 1 2 3 4

245 33.3 44.0 bo 63.1

bo — brak osobnikow

Dla wykazania zalezno$ci miedzy wskaznikiem tolerancji a dlugos$cig obserwowanych nekroz u
poszczegbdlnych osobnikéw dla roslin, u ktérych zastosowano szczep pochodzacy z Nadle$nictwa

Staszéw (19040) 1 Nadlesnictwa Rokita (Js 3210) obliczono odpowiednie wspotczynniki korelacji.
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Wspotczynniki korelacji Pearsona mig¢dzy wskaznikiem tolerancji, a dlugosciag obserwowanych
nekroz w zaleznosci od szczepu Chalara fraxinea zastosowanego do szczepienia

Wspotczynnik
Numer szczepu y Prawdopodobienstwo
korelacji (r)
19040
0.677 P<0.001

Nadl. Staszow
Js 3210

_ 0.737 P<0.001
Nadl. Rokita
Ogolnie 0.754 P<0.001

Obserwacje wykonane na wiosng 2011 roku wykazaty, ze symptomy zamierania wystapity zarowno
u osobnikéw z Nadlesnictwa Staszow jak i u osobnikow z Nadle$nictwa Rokita. Stwierdzono, ze
badane populacje nie roznity si¢ statystycznie pod wzgledem liczby osobnikéw, ktorym przypisano
poszczegblne oceny przezywalnosci. W przypadku obu populacji udziat osobnikéw wykazujacych
okreslony poziom odpornosci na infekcje grzybem byl podobny. Nalezy jednak podkresli¢, ze
objawy zamierania u populacji z Nadlesnictwa Rokita w przypadku wszystkich stosowanych
szczepOw wystapily dopiero na wiosng nastepnego roku, a nie jak w przypadku populacji z
Nadlesnictwa Staszo6w po miesigcu od szczepienia. Okolo 22% osobnikéw nie wykazywato
symptomow choroby. Okolo 65% osobnikow wykazywato obecno$¢ nekroz i1 zamieranie
wierzchotka pedow, natomiast okoto 13% zamierato. Frekwencje osobnikow jesionu dla populacji z
Nadle$nictwa Staszéw 1 Rokita po 12 miesigcach od szczepienia w zaleznos$ci od wartosci

wskaznika tolerancji i pochodzenia szczepu Chalara fraxinea przedstawia tabela.

Liczba osobnikoéw jesionu w zalezno$ci od ich tolerancji na infekcje i pochodzenia szczepu Chalara

fraxinea.
Numer i pochodzenie Nadlesnictwo
szczepu Staszow | Rokita
Ocena

0 1 2 0 1 2
19040, Nadl. Staszow 3 18 3 6 15 3
Js 3210, Nadl. Rokita 8 14 2 6 15 3
Js 3230, Nadl. Stary Sacz 6 15 3 4 15 5
Razem 17 47 8 16 45 11

Analizy molekularne
Przeprowadzono reakcje PCR dla osobnikow jesionu o znanej na podstawie sztucznej inokulacji

tolerancji na infekcje przez Chalara fraxinea. Obecno$¢ markeréw u osobnikow jesionu byta
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zgodna z wynikami oceny tolerancji tych osobnikéw na infekcje uzyskanej w wyniku
sztuczne] inokulacji pedow. Analizy wykazatly obecno$¢ markeréw u 1 (2.2%) osobnika
charakteryzujacego si¢ brakiem lub niskg tolerancja na infekcje (oceny 1 i 2 uzyskane przy
sztucznej inokulacji). Stwierdzono obecno$¢ markera u 13 osobnikow nie wykazujacych
symptomow zamierania (ocena 0 uzyskana przy sztucznej inokulacji) na 14 badanych. Uzyskane
wyniki potwierdzajg uzyteczno$¢ markera dla odréznienia jesionéw tolerancyjnych od wrazliwych

na infekcje.

Opracowanie markerow SCAR (Sequence Characterized Amplified Regions)

Uzyskane markery powstaty w reakcji PCR przy zastosowaniu niespecyficznych starterow RAPD.
Dla zwigkszenia ich specyficznosci wykonano klonowanie i sekwencjonowanie odpowiednich
produktow reakcji PCR. W ten sposob uzyskano tzw. markery SCAR (Sequence Characterized
Amplified Region). Dzig¢ki temu uzyteczno$¢ uzyskanych markeréow zostata zwickszona (Sztuba-
Solinska 2005). W wyniku reakcji PCR z uzyciem polimerazy Pwo uzyskano fragmenty DNA

nadajace si¢ do klonowania. Obraz elektroforezy klonowanych markerow przedstawia Ryc. 11.

A02 G11 113 LO8 L14

Ryc. 11. Klonowane markery molekularne pozwalajace na odrdznienie osobnikdéw jesionu
porazonych przez chorobe i nie wykazujacych symptomoéw choroby. Strzatki pokazuja potozenie
markera na elektroforogramie. Markery uzyskano w reakcji PCR przy zastosowaniu nast¢pujacych
starterow RAPD: A02, G11, I13, L08 i L14. M — marker dlugos$ci fragmentow DNA — GeneRuler™
100 bp DNA Ladder Plus.
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Dla markerow: R_A02, SS_G11, SS 113, M_L08, M_L14 uzyskano kolonie bakterii
Escherichia coli z wklonowanymi markerami, a nastepnic wykonano sekwencjonowanie.
Znajomos$¢ sekwencji markerow umozliwila opracowanie specyficznych starterow (starteréw
SCAR), ktérych zastosowanie w reakcji PCR umozliwia amplifikacje specyficznych lokus.

Zestawienie sekwencji 1 charakterystyke starterow SCAR przedstawia ponizsza tabela.

Charakterystyka i1 sekwencje starterow SCAR

Dhugos¢
Temp.
Nazwa Nazwa o produktu
L. p. Sekwencja starteréw (5° — 3°) topnienia o
markera startera amplifikacji
[°C]
[par zasad]
R_A02_F TGCCAACGGCGTCCGTTCAA 59.8
1 R_A02 636
R_A02_R ACGCCGATCCCATGTTCGCT 58.9
SS_G11_F | AGGGAAGTCCCCACAAGTGGTC 57.8
2 SS_G11 1319
SS_G11 R | TGGCAACGGATTGGTTTTGTGGA 57.7
3 ss 113 SS_I13_F ACCAAATGGTTTAAAAGTGGTTGGGCT 57.9 £
- SS_I113_ R GGCTGCAACAGATGTCATAAAGGAAGC 58.8
M_L08_F GCAGGTGGACAAAGTCGACGGG 60.0
4 M_L08 258
M_L08 R AGCAGGTGGAGACGATGCGGA 60.0
M L14 F GCGCGGGAGGTTTTACGGCA 60.3
5 M_L14 415
M L14 R TCGCAAACTTGTTGCGACGGG 58.8

Przeprowadzone przy uzyciu powyzszych starterow reakcje PCR z uzyciem DNA osobnikéw z
okreslonej populacji potwierdzily amplifikacje fragmentow DNA o podanych dlugosciach.
Umozliwia to odroznienie odpornych i podatnych na infekcj¢ przez Chalara fraxinea osobnikow

jesionu pochodzacych z analizowanych populacji.

Badanie rozktadu czestotliwosci wystgpowania markerow w wybranych populacjach jesionu

Analizy potwierdzity uzyteczno$¢ uzyskanych markeréw jako narzedzia wspomagajacego
odroznienie osobnikow wrazliwych na zamieranie od osobnikéw odpornych na chorobe.
Przeprowadzone reakcje PCR na DNA wyekstrahowanym z lisci 1 kory osobnikow z Nadle$nictwa
Rokita umozliwily powstanie markera R _A02 u 28 (93%) osobnikow chorych 1 2 (6.6%)
osobnikow zdrowych. Dla populacji z Nadle$nictwa Miechow marker M_L08 powstawat u
wszystkich osobnikéw chorych. Byl on rowniez obecny dla 1 (3.3%) osobnika zdrowego. W
przypadku populacji z Nadle$nictwa Stary Sacz marker SS 113 wystepowal u wszystkich
osobnikow zdrowych 1 1 (3.3%) osobnika uznanego wstepnie jako podatny na zamieranie.

Uzyskane wyniki potwierdzaja mozliwo$¢ stosowania wymienionych markeréw do odrdzniania
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wrazliwych 1 odpornych osobnikéw jesionu. Niektore z markerow dajg wprawdzie podstawy
do blednego zakwalifikowania osobnika do grupy jesionow wrazliwych (marker R A02 i M_LO08)
lub odpornych (marker SS 113), ale prawdopodobienstwo tego bledu jest bardzo mate.

Wybrane elementy biochemicznego podloza odpornosci jesionu na porazenie przez Chalara
fraxinea

Badania wstepne

Nekrozy pojawily si¢ na pgdach roslin po okoto 16 dniach od momentu szczepienia. Ich dtugosé¢
byla zréznicowana, uzalezniona od tolerancji osobnikéw na obecno$é¢ patogena. Srednia dhugosé
nekroz u roslin wykazujacych ich obecno$¢ po 16 1 33 dniach od szczepienia wynosita odpowiednio
17,57 143,78 mm.

Rosliny jesionu reagowaty na infekcj¢ naglym wzrostem stgzenia anionorodnika ponadtlenkowego.
Wysokie stezenie anionorodnika (okoto 2 nM/mg $wiezej masy) utrzymywane bylo do okotlo
6smego 8 dnia od momentu szczepienia. W nastepnych terminach pobierania prob (po 16 1 33
dniach) obserwowano spadek zawarto$ci O, . Réznice byly statystycznie istotne dla P=0,005.
Tabela przedstawia zmiany st¢zenia anionorodnika ponadtlenkowego w pedach roslin szczepionych

Chalara fraxinea.

Stezenie anionorodnika ponadtlenkowego (O;”) w nM/mg $wiezej masy w pedach roélin
szczepionych Chalara fraxinea, pedach roslin kontrolnych i wzgledna zawarto$¢ anionorodnika w

stosunku do kontroli w procentach.

Liczba dni od szczepienia

1 dzien 3dni 8 dni 16 dni 33 dni

Rosliny szczepione 1.056 2.156 1.971 1.002 0.569

Rosliny kontrolne 0.698 0.700 0.636 0.536 0.536

Roéznica 0.358 1.456 1.335 0.466 0.033
Wzgledna zawartos¢

anionorodnika 151.40% 308.00% 309.83% 186.86% 106.21%
ponadtlenkowego
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Ryc. 12. Zmiany stezenia anionorodnika ponadtlenkowego w pedach roslin szczepionych Chalara
fraxinea i wzgledna zawarto$¢ anionorodnika ponadtlenkowego w stosunku do pedow roslin

kontrolnych.

Rozktad anionorodnika ponadtlenkowego odbywa si¢ na drodze reakcji dysproporcjonowania
(dysmutacji) z udzialem enzymu dysmutazy ponadtlenkowej. Wynikiem reakcji dysmutacji jest
powstawania nadtlenku wodoru i tlenu. Ze wzgledu na wystepowanie O, w zdrowych
(kontrolnych) roslinach dla kazdego terminu poroéwnano zawarto$ci anionorodnika u roslin
szczepionych grzybem 1 ro$lin kontrolnych. Stwierdzono, ze ,,wybuch tlenowy” spowodowany
obecno$cia patogena doprowadzit do trzykrotnego wzrostu jego zawartosci w badanych pedach
jesionu.

Badania wykazaty statystycznie istotny wzrost stg¢zenia nadtlenku wodoru w pedach roslin
szczepionych w poroéwnaniu do roslin kontrolnych. Rosliny roznity si¢ rowniez statystycznie
zawartosciag HoO, w poszczegdlnych terminach pobierania prob dla P<0.001. Najnizszg zawartos¢
H,0; stwierdzono 1 dnia po szczepieniu (0,49 pM/mg §wiezej masy). Obserwacje wykazaly wzrost
stezenia nadtlenku wodoru do 16 dnia, gdy osiggato ono maksimum tj. 1,25 pM/mg $wiezej masy.
Po6zniej zawartos¢ H,O, nieco spadata. Podobnie jak w przypadku anionorodnika ponadtlenkowego

zawartos$¢ nadtlenku wodoru byta kilka razy wigksza w pordwnaniu z ro§linami kontrolnymi.
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Stezenie nadtlenku wodoru (H,O;) w uM/mg $wiezej masy w pedach roslin szczepionych
Chalara fraxinea, pedach roslin kontrolnych i wzgledna zawarto$¢ nadtlenku wodoru w stosunku

do kontroli w procentach.

Liczba dni od szczepienia
1 dzien 3 dni 8 dni 16 dni 33 dni
Rosliny szczepione 0.485 0.638 0.846 1.247 0.771
Rosliny kontrolne 0.272 0.261 0.305 0.281 0.263
Roéznica 0.213 0.377 0.542 0.966 0.508
Wzgledna zawartos¢
178.24% 244.40% 277.89% 443.52% 292.94%
nadtlenku wodoru
14 500%
g ., - 450%
= ' =
T \ - 400% &
A \ - 350% &
R =)
% 0.8 / - 300% N
S - 250% &
= =
= 06 = - 200% %
Q s
T 04 - - 150% &
g 0y - 100% 3
S - 50%
=
N0 - . . 0%
1dzien 3dni gdni 16 dni 33 dni
Liczba dni od szczepienia
—— priba kontrola %0 kontrol

Ryc. 13. Zmiany stezenia nadtlenku wodoru w pedach roslin szczepionych Chalara fraxinea i

wzgledna zawarto$¢ nadtlenku wodoru w stosunku do pedow roslin kontrolnych.

Bioragc pod uwage zmiany zawarto$ci obu czastek aktywnego tlenu w szczepionych pedach nalezy
stwierdzi¢, Ze szczepione rosliny jesionu w reakcji na obecno$¢ patogena tworza czastki
anionorodnika ponadtlenkowego. Jest on czastkg bardzo reaktywna, ale stosunkowo szybko ulega
rozpadowi w wyniku reakcji dysmutacji, co przy spadku jego stezenia prowadzi do wzrostu
zawartosci nadtlenku wodoru.

Stwierdzono, ze bardziej odporne na patogena osobniki jesionu charakteryzuja si¢ wigksza

zawarto$cig aktywnych form tlenu. Rosliny, u ktérych stwierdzono wystgpowanie krétszych nekroz
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wytwarzaly w poszczegolnych terminach wigcej zardwno anionorodnika ponadtlenkowego jak i

nadtlenku wodoru (wspotczynniki korelacji odpowiednio -0.463, P=0.009 i -0.446, P=0.012).

Biochemiczna odpowiedz osobnikow jesionu rozmigcych sie tolerancjg na porazenie przez Chalara
fraxinea

Reizolacja wykonana z inokulowanych jesiondw wykazata obecno$¢ patogena w powstalych
nekrozach.

Na podstawie dlugosci nekroz powstaltych w ciggu 7 miesiecy od szczepienia wykazano duze
réznice miedzy badanymi osobnikami pod wzglgdem tolerancji na infekcje. Obserwacja ta
umozliwita wyréznienie trzech klas osobnikow jesionu charakteryzujacych si¢ zroéznicowang
tolerancjg na infekcje przez Chalara fraxinea. Nekrozy na infekowanych pedach pojawity sie po
okoto 20 dniach od szczepienia. Na podstawie analizy statystycznej dlugosci nekroz i jej rozktadu
w badanej populacji okreslono dla poszczegdlnych klas zakres dtugosci nekroz bedacych podstawa
do zakwalifikowania danego osobnika do okreslonej klasy tolerancji na infekcje przez patogena.

Przyjeto nastepujace zakresy dtugosci nekroz (w mm) dla poszczeg6dlnych klas tolerancji:

I 35-60
I 64 - 90
Il 100 - 194

Wyr6znienie grup roslin o rdznej tolerancji na infekcje przez Chalara fraxinea umozliwito analizg

biochemicznej reakcji odpornych i wrazliwych osobnikow na obecnos¢ patogena.

Zawarto$¢ anionorodnika ponadtlenkowego

Osobniki wyroznionych klas tolerancji charakteryzowaly si¢ podobng wyjSciowa zawartoscia
anionorodnika (kontrola) wynoszaca okoto 0.5 nM/mg $wiezej masy pedu. W miare uptywu czasu
od szczepienia grzybem nastgpowal szybki wzrost jego zawartos$ci. Osobniki wszystkich klas
tolerancji osiggaly najwyzsza zawarto§¢ anionorodnika po 72 godzinach od szczepienia.
Wyrdznione klasy roznity si¢ zarowno maksymalnym osigganym stezeniem tej formy ROS jak i
szybkos$cig jego gromadzenia w tkankach pedu roslin. Osobniki o najwigkszej odpornosci na
infekcje charakteryzowaly si¢ najszybszg akumulacjg anionorodnika 1 najwyzszg maksymalng jego
zawarto$cig — 2.04 nM/mg $wiezej masy. Stezenie anionorodnika u najbardziej tolerancyjnych
osobnikow byto statystycznie wyzsze w poréwnaniu z osobnikami wrazliwymi. Stwierdzono, ze
najwigkszy przyrost stezenia anionorodnika mial miejsce w okresie miedzy 24 a 48 godzing od
infekcji dla wszystkich grup osobnikow. Badania wykazaly, ze wzgledna zawartos¢ anionorodnika
u badanych grup roslin (zawarto$¢ anionorodnika w stosunku do ro$lin kontrolnych) malata wraz

ze spadkiem tolerancji osobnikéw na zakazenie (odpowiednio 404, 345 1 269%). Dynamike
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przyrostu zawartosci anionorodnika ponadtlenkowego u roslin rdznigcych si¢

tolerancjg na infekcje przez Chalara fraxinea przedstawia rycina 14.
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Ryc. 14. Zmiany st¢zenia anionorodnika ponadtlenkowego [nM/mg $wiezej masy] w pedach roslin

jesionu szczepionych Chalara fraxinea, I, Il, 111 — klasy tolerancji na infekcjg.

Zawarto$¢ nadtlenku wodoru

Szczepienie pedow jesionu powodowato wzrost zawarto$ci nadtlenku wodoru u wszystkich grup
osobnikéw. Najszybciej nadtlenek wodoru byt akumulowany w pegdach najbardziej odpornych na
infekcje osobnikéw. Osobniki mniej odporne charakteryzowaty si¢ wolniejszym gromadzeniem
nadtlenku wodoru, zwlaszcza w poczatkowym okresie po infekeji. O ile osobniki tolerujace grzyba
(I klasa) najbardziej intensywnie gromadzily H2O; juz po 6 godzinach od szczepienia to bardziej
wrazliwe wykazywaty najszybszy wzrost jego stezenia dopiero po 24 (II klasa) 1 48 (Il klasa)
godzinach od szczepienia. Wszystkie grupy osobnikow osiggaty maksymalne stezenie nadtlenku
wodoru po 72 godzinach. Zalezato ono od tolerancji roslin na infekcj¢ i malato wraz z jej spadkiem
(odpowiednio 0.73, 0.59 i 0.50 nM/mg $wiezej masy). Wzgledng zawarto$¢ nadtlenku wodoru dla
wyrdznionych grup roslin wynosita odpowiednio: 336, 287 1 254%. Dynamike przyrostu zawartosci
nadtlenku wodoru u roslin réznigcych si¢ tolerancja na infekcje przez Chalara fraxinea przedstawia

rycina 15.
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Ryc. 15. Zmiany st¢zenia nadtlenku wodoru w pedach roslin szczepionych Chalara fraxinea, I, 11,

I11 - klasy tolerancji na infekcje.

Zawarto$¢ fenoli ogolnych i flawonoidéw

Badania wykazaty znaczny wzrost zawarto$ci fenoli ogdlnych 1 flawonoidow w wyniku szczepienia
badanych grup roslin grzybem Chalara fraxinea. Dynamika wzrostu i maksymalna zawarto$¢ tych
zwigzkow byla rézna w zaleznosci od stwierdzonej tolerancji na infekcj¢ przez patogena. W
przypadku fenoli ogélnych wzrost ich st¢zenia byt podobny w ciagu 24 godzin od szczepienia dla
wszystkich klas osobnikéw. Po tym czasie rosliny o wigkszej tolerancji na infekcje¢ wykazywatly
istotnie szybsza akumulacj¢ fenoli. Dynamike przyrostu zawarto$ci fenoli ogdélnych u roslin

roznigcych si¢ tolerancja na infekcje przez Chalara fraxinea przedstawia rycina 16.

Dwie najbardziej tolerancyjne grupy osobnikow jesionu (klasa I i IT) wykazywaly podobny poziom
flawonoidow do 48 godzin po szczepieniu grzybem. Roznice migdzy tymi grupami wystgpowaly
dopiero po 72 godzinach od szczepienia. Osobniki najbardziej wrazliwe (klasa III) wykazywaty
przez caly okres prowadzenia doswiadczenia (72 godziny) istotnie nizszy poziom flawonoidow. W

miar¢ uplywu czasu rdznica st¢zen migedzy osobnikami tolerancyjnymi (klasy 11 II) 1 wrazliwymi
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Ryc. 16. Zmiany st¢zenia fenoli ogolnych w pedach roslin szczepionych Chalara fraxinea, I, 11, 111
- klasy tolerancji na infekcje.

(klasa I) byta coraz wigksza. Dynamike przyrostu zawartosci flawonoidéw u roslin réznigcych sie

tolerancja na infekcje przez Chalara fraxinea przedstawia rycina 17.
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Ryc. 17. Zmiany stezenia flawonoidow w pedach roslin szczepionych Chalara fraxinea, I, 11, Il -

klasy tolerancji na infekcje.

Aktywno$¢ katalazy i dysmutazy ponadtlenkowej
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W przypadku jesionéw o mniejszej tolerancji na infekcje aktywnos$¢ katalazy rosta od 6 godziny
od infekcji, maksimum osiggata po 48 godzinach, a nastgpnie spadata. Maksymalna aktywnos$¢
enzymu wynosita 0.186 U/mg $wiezej masy. Poczatek wzrostu aktywnosci katalazy u osobnikéw
najbardziej tolerancyjnych na infekcje¢ mial rowniez miejsce okoto 6 godzin po szczepieniu.
Osobniki te wykazywatly jednak ciggly wzrost aktywno$ci enzymu. Aktywno$¢ enzymu po 48
godzinach osiggata wartos¢ 0.25 U/mg $wiezej masy, co stanowito 134% aktywnosci katalazy dla
osobnikow o najmniejszej tolerancji na infekcje. Po 72 godzinach tolerancyjne osobniki
charakteryzowaty si¢ aktywnoscig rowng 0.31 U/mg $wiezej masy co oznaczalo okoto dwukrotnie

wicgksza aktywnos$¢ w poréwnaniu z osobnikami 0 mniejszej tolerancji (Ryc.18).
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Ryc. 18. Zmiany aktywnosci katalazy w pedach roslin szczepionych Chalara fraxinea, I, 11, 11l -

klasy tolerancji na infekcje.

Podobny profil aktywno$ci enzymatycznej wystgpowal w przypadku dysmutazy ponadtlenkowe;.
Osobniki bardziej tolerancyjne na infekcje przez Chalara fraxinea charakteryzowaly si¢ wigksza
aktywnoscig 1 cigglym jej wzrostem w okresie po sztuczne] inokulacji. Poczatkowa aktywnos¢
enzymu byta taka sama dla wszystkich wyr6éznionych grup osobnikoéw jesionu 1 wynosita okoto 1.5
U/mg $wiezej masy. Najmniej tolerancyjne jesiony wykazywaly wzrost aktywno$ci dysmutazy
ponadtlenkowej od okoto 6 godziny po szczepieniu. Po 48 godzinach aktywno$¢ enzymu osiggata
maksimum (okoto 3.3 U/mg $wiezej masy), a nastepnie w niewielkim stopniu spadata i osiggata
warto$¢ okoto 2.8 U/mg §wiezej masy. W przypadku osobnikow tolerancyjnych wzrost aktywnosci
dysmutazy ponadtlenkowej mial miejsce réwniez od 6 godziny po inokulacji, jednak juz po 24

godzinach aktywno$¢ enzymu byta wigksza niz u najmniej tolerancyjnych jesiondw. Osobniki te
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wykazywaly ciggly wzrost aktywnosci enzymu w okresie 72 godzin po inokulacji. Maksymalna

aktywno$¢ dysmutazy ponadtlenkowej wynosita okoto 3.8 U/mg $wiezej masy (Ryc. 19).
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Ryc. 21. Zmiany aktywnos$ci dysmutazy ponadtlenkowej w pedach roslin szczepionych Chalara

fraxinea, I, Il, Il - klasy tolerancji na infekcje.

9. Podsumowanie wynikow

Realizacja zadan w ramach obecnego tematu badawczego w odniesieniu do jesionu odbywata si¢ w
ramach dwoch etapow. Etap pierwszy trwat od 2006 do 2009 roku i obejmowal zadania dotyczace
glownie typow symptomow, nasilenia ich wystgpowania w drzewostanach bedacych w réznym
wieku 1 rosngcych na réznych siedliskach, sktadu gatunkowego grzybow obecnych w
nekrotycznych tkankach, oraz wybranych aspektow dotyczacych rozwoju stwierdzonych grzybow,
facznie z badaniami nad patogenicznoscia gatunku, ktoremu przypisano zwigzek z procesem
chorobowym. Etap drugi trwat od 2009 do 2012 roku i dotyczyt glownie badan w zakresie istnienia
genetycznej odpornosci jesiondw na chorobe oraz obserwacji nad przebiegiem procesu
chorobowego w uprawach jesionowych nowo zatozonych dla celéw doswiadczalnych. Prowadzono
tez dalsze wycinkowe prace dla uzyskiwania informacji o cyklu rozwojowym sprawcy choroby i
uwarunkowaniach procesu chorobowego.

W okresie rozpoczynania badan w 2006 roku w ramach tego tematu stan wiedzy przedstawiat si¢
nastepujaco: a/ znany byt problem zamierania jesionu w Polsce, b/ byly nieliczne doniesienia o
zamieraniu jesionu z innych krajow Europy: Litwy, Szwecji, Danii, Niemiec, ¢/ Kierownik tematu

na podstawie badan wilasnych realizowanych w latach 2000 - 2005 opisal nowy gatunek grzyba,
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ktory poczatkowo zaliczyt do rodzaju Chalara (Kowalski 2001), a nastepnie do gatunku
Chalara fraxinea (Kowalski 2006).
W okresie sprawozdawczym z badan w ramach tego tematu w 2012 roku stan wiedzy przedstawia
si¢ nastepujaco: a/ zamieranie jesionu stwierdzone zostato w ponad 20 krajach Europy. W wielu
krajach choroba jesionu zaliczana jest do najwazniejszych chordb drzew lisciastych, b/ po
dwudziestu latach trwania choroby jesionu w rejonie kontynentalnej Europy, w 2012 roku jesiony
zaczynaja powaznie chorowa¢ na Wyspach Brytyjskich, gdzie jesion jest trzecim co do
czestotliwosci wystepowania gatunkiem drzew lesnych, czemu towarzyszy ogromne zaniepokojenie
(posiedzenie sztabu kryzysowego, debaty parlamentarne, zainteresowanie stanem sytuacji w
krajach, w ktorych choroba wystepuje juz kilkanascie lat), ¢/ w catej Europie gdzie zamiera jesion
pojawia si¢ grzyb Chalara fraxinea oraz jego stadium generatywne, d/ zainteresowanie problemem
rozszerza si¢ na kraje azjatyckie, skad najprawdopodobniej zostat zawleczony sprawca zamierania
jesionu, e/ uznajagc wage problemu Unia Europejska, celem zintensyfikowania wymiany
doswiadczen, w ostatnich latach pozytywnie zaopiniowata dziatania w ramach dwoch akcji COST.
W zwiazku z takim rozwojem problemu zamierania jesionu w Europie i prowadzeniem
intensywnych badan w wielu krajach, oprocz badan realizowanych w ramach obecnego tematu
prowadzono inne szczegotowe badania, ktére miedzy innymi wymagaly wspolpracy
mie¢dzynarodowej. Ustalenia wynikajace z tych badan uwzgledniono w obecnym sprawozdaniu.
Dotycza one wynikdw zwlaszcza w zakresie taksonomii sprawcy zamierania jesionu, ktorych
rozwigzanie wymagato poréwnan z rejonami Europy, gdzie jesiony jeszcze nie zamierajg (np.

potudniowa czes¢ Alp).

Przeprowadzone badania wskazuja, ze choroba, ktorg okresla si¢ mianem zamierania jesionu
rozpoczyna si¢ gtownie na nadziemnych czesciach drzew. W wyjatkowych okolicznosciach moze
rozpoczynaé si¢ w obrebie gornej czesci systemu korzeniowego. Badania nad typami objawow
chorobowych u jesionu wyniostego prowadzono na terenie potudniowej Polski, zwlaszcza w
Nadles$nictwie Andrychow, Gryfice, Kanczuga, tosie, Mircze, Miechow, Radymno, Rymanow,
Sieniawa, Stary Sacz, Staszéw, Wloszczowa oraz, dla celéw poréwnawczych, na terenie pdinocno-
zachodniej Polski, w Nadlesnictwie Rokita, Resko i Gryfice (RDLP Szczecin). W wybranych
drzewostanach o réznym wieku dokonywano analizy symptoméw chorobowych wystepujacych u
chorych, zamierajagcych i martwych jesiondéw. W ocenie tej uwzgledniano stan zdrowotny lisci,
gatezi, pedow gltownych, pni oraz korzeni. Uzyskane wyniki daty podstawe¢ do wyrdznienia i
dopracowania charakterystyki symptomoéw chorobowych, ktére w znacznym stopniu wykorzystano

w realizacji nastgpnych zadan, zwlaszcza do oceny nasilenia procesu chorobowego oraz analizy
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sktadu gatunkowego i ilo§ciowego mykobiota w obrebie tkanek roslinnych wykazujacych zmiany
chorobowe. U analizowanych jesionow stwierdzono nastepujace objawy chorobowe:

a) w obrebie aparatu asymilacyjnego - wiednigcie, przebarwienia i nekrozy lokalne lub catkowite
lisci oraz ich przedwczesny opad, prowadzacy do przerzedzenia korony.
Do charakterystycznych symptomow porazenia lisci jesionu przez grzyb Chalara fraxinea nalezy
zaliczy¢ lokalne nekrozy zwtaszcza na nerwach gléwnych, prowadzace do nieregularnego
przebarwienia tkanek.

b) w obrebie korony - zamieranie catych galezi lub ich szczytow, zamieranie wierzchotkow,
nekrozy lokalne zabliznione i1 niezabliznione oraz zrakowacenia na gal¢ziach. Objawy te wigzaly
si¢ z nieregularnym ulistnieniem korony. Na stan taki wptywalo rowniez tworzenie pgdow
przybyszowych wzdhuz zywych nasadowych czesci gatezi, zwlaszcza o wigkszej $rednicy.

¢) w obrebie strzatek i pni - na pniach drzew starszych oraz na strzalkach drzew mlodych
wystepowaty: nekrozy kory zabliznione i niezabliznione, raki drzewne potaczone z zapadaniem
kory oraz miejscowa hipertrofig, podtuzne lub tafelkowate spgkania kory, wykruszanie kory
prowadzace do odslaniania drewna. Nekrozom towarzyszyly na ogot przebarwienia kory. W
miejscach nekroz przebarwienia kory miaty charakter jednolity lub smugowaty. Wycieki brunatnej
substancji w miejscu nekroz i pgknig¢ kory, lub zrakowacen pojawialy si¢ stosunkowo rzadko. Do
objawow wewnetrznych nalezaly przebarwienia drewna w formie sektorow oraz przebarwienia w
ksztalcie litery ,, T”.
d) w obrebie korzeni - lokalne zabliznione lub niezabliznione nekrozy, przebarwienia drewna,
nekrozy calych pojedynczych korzeni. Obserwowano przypadki wytwarzania korzeni zastepczych
w przypadku nekrozy i zgnilizny czgsci systemu korzeniowego. U niektorych badanych jesiondw
nekrozy braty poczatek w obrebie szyi korzeniowej 1 gérnej czgsci systemu korzeniowego, czemu

towarzyszylo w tym obszarze szarobrunatne przebarwienie drewna.

Zalozenia metodyczne dotyczace analizy nasilenia wystgpowania typow objawdw chorobowych
charakterystycznych dla procesu zamierania jesionu polegaly na tym, iz w wybranych
nadle$nictwach potudniowej Polski (Staszéw, Losie, Sieniawa, Radymno) badania przeprowadzano
w drzewostanach, ktore byly dobierane losowo na podstawie operatu urzadzeniowego tak, by
reprezentowaty rézny wiek i rozne siedliska, a takze w miare mozliwos$ci inne czynniki, np. sposéb
odnowienia. Byly to jednolite drzewostany jesionowe, lub takie, w ktorych jesion stanowit
domieszke. Udziat jesionu w lasach Polski jest nieznaczny, stad na og6l nie byto mozliwym takie
dobieranie drzewostanow, ktore zapewnity by dobrg poréwnywalno$¢ wynikow w zakresie
okreslonej cechy. W kazdym drzewostanie, w jego srodkowej czeSci dokonywano analizy stanu

zdrowotnego drzew (n = 25 do 100, rosngce obok siebie w kilku rz¢dach lub gniazdach),
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wyrdzniajac  drzewa zywe bez objawdéw chorobowych (drzewa "zdrowe"), drzewa Zywe
wykazujace symptomy chorobowe (drzewa '"chore") oraz drzewa martwe. Dla dwoch ostatnich
kategorii okres$lano rodzaje symptoméw chorobowych wedtug przyjetego kodu symptomologiczno-
etiologicznego, po czym je zestawiano i obliczano czgstos¢ wystepowania.

Analizie poddano ponad 3200 drzew w réznym wieku, rosnagcych w ponad 70 drzewostanach na
réznych siedliskach, powstalych drogg odnowienia sztucznego, oraz w mniejszym stopniu
odnowienia naturalnego. Szczegdtowe wyniki zostaty przedstawione w licznych zestawieniach
tabelarycznych dotaczonych do sprawozdania. Wynika z nich, ze: a/ istnieje duze nasilenie procesu
chorobowego jesionu w drzewostanach oraz stosunkowo duze zrdéznicowanie w nasileniu proceséw
chorobowych mi¢dzy drzewostanami, b/ najbardziej porazane sg drzewostany pierwszej klasy wieku,
zwlaszcza w przedziale 5 do 20 lat, ¢/ niektore typy symptomdow chorobowych sg szczegdlnie czeste
w okreslonych przedziatach wiekowych, np. pojaw wilkow czy przerzedzenie korony jest bardziej
charakterystyczne dla starszych drzewostandw, d/ jesion wykazuje objawy zamierania na wszystkich
zajmowanych typach siedliskowych, e/ jesion wykazuje objawy zamierania niezaleznie od
pochodzenia, przy czym stan mtodych odnowien naturalnych jest nierzadko lepszy niz odnowien
sztucznych, f/ stan zdrowotny niektérych odnowien naturalnych ulega znacznemu pogorszeniu po
przekroczeniu ok. pigtego roku zycia, g/ do najbardziej charakterystycznych objawdow chorobowych
we wstepnych etapach nalezy zaliczy¢ przede wszystkim rdéznego typu nekrozy kory na pniach i
galeziach. Nekrozy te powstawaty na pniach z réznych stron $wiata, z pewnym zwigkszeniem
czestosci od strony potudniowej lub potnocnej. W przypadku chordb grzybowych, zréznicowanie
miejsc powstawania nekroz moze by¢ wynikiem odmiennych warunkéow mikroklimatycznych na
r6éznych stronach pni, zwlaszcza dotyczacych temperatury 1 wilgotnosci, czynnikéw decydujacych
w gltownej mierze o mozliwosci kietkowania zarodnikow.

Analiz¢ objawow chorobowych 1 ich nasilenia prowadzono réwniez w odnowieniach
naturalnych w Nadles$nictwach: Rymanow, Resko, Rokita, Gryfice 1 w otulinie Ojcowskiego Parku
Narodowego. U mtodych jesionow stwierdzano: wigdniecie li§ci, nekrozy szczytu pedu glownego
oraz szczytow pedow bocznych, nekrozy lokalne na strzatkach i na pedach, nekrozy pojedynczych
korzeni oraz nekrozg¢ catkowita osobnikow. Badania prowadzone w réznych okresach czasu
pozwolity na okre$lenie nastepstwa symptomoOw chorobowych, a zatem wyrdznienie objawow
chorobowych pierwotnych 1 wtoérnych. Nekrozy lokalne na strzatkach najczgséciej braty poczatek od
nasad odgatezien bocznych. Zamieranie szczytow pedow przewaznie bralo poczatek kilkanascie
centymetrow ponizej wierzchotka. Nekrozom towarzyszylo jasnobezowe lub ciemnobrunatne,
jednolite, wzglednie smugowate przebarwienie kory, nierzadko potaczone z lokalnymi
zapadnigciami 1 wzdluznymi lub tafelkowatymi spekaniami kory odstaniajgcymi drewno. Odsetek

zamartych jesionéw byl r6zny, wynosit od 2% do 80%. Stan zdrowotny odnowien ulegat niekiedy
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szybkiej zmianie. Na przyktad, w Nadl. Rokita w 2-4-letnim odnowieniu naturalnym jesionu w
oddz. 70b w 2008 r. nie dostrzegano objawow zamierania. W 2011 r. stwierdzono, ze tylko 33,3%
nie wykazywato symptomoéw chorobowych, a 46,7% osobnikdéw juz obumarto.

Analizg objawow chorobowych, a cze$ciowo takze ich nasilenia prowadzono rowniez w szkotkach
lesnych. Analiza sadzonek byta prowadzona poczatkowo w szkotce w Nadlesnictwie Wloszczowa i
Niepotomice, a nastgpnie w Nadles$nictwie Stary Sacz 1 Rokita, gdzie po uzyskaniu zgody
zwierzchnich wladz, na bardzo ograniczonej powierzchni kontynuowano hodowlg jesionu dla
potrzeb badawczych. Objawy chorobowe u sadzonek w szkotkach lesnych byly zbiezne z tymi,
ktére obserwowano w odnowieniach naturalnych i sztucznych. W trakcie oceny sadzonek w szkotce
w Nadl. Stary Sacz, w 2008 roku na poczatku okresu wegetacyjnego udzial osobnikow martwych
wynosit, zaleznie od kwatery od 8 do 13%, a objawy chorobowe w postaci nekroz lokalnych i
nekroz szczytéw pedow wystapity u 31do 38% sadzonek.

Analiza stanu jesionu w szkétce w Nadl. Rokita w trakcie drugiego okresu wegetacyjnego wykazata
brak makroskopowych symptomoéw zamierania pedow u 71,5% siewek. Objawy nekroz pedu
gléwnego i/lub pedow bocznych obserwowano u 24,0% siewek oraz nekroze catkowita 4,5%
siewek.

Dla okreslenia sprawcow réznych typow symptomoé6w chorobowych u jesionu prowadzono
mikologiczng analizg tych organéw drzew, ktore wykazywaly objawy chorobowe. Cze$¢ pobranego
materialu przeznaczono do analizy mikologicznej na podstawie wytworzonych w naturze
owocnikow. Cze$¢ za$, obejmujacg zwlaszcza probki bez wyksztalconych owocnikow
przeznaczono do izolacji grzybni na pozywke, po dezynfekcji powierzchniowej probek. Z jednego
pedu do izolacji wycinano najczeSciej 6, sporadycznie 12 lub wigcej fragmentéw. Wyrastajace
kolonie odszczepiano i inkubowano w temperaturze 20°C. Celem stwierdzenia mozliwosci
zasiedlania zywych tkanek jesionu przez grzyby endofityczne, izolacje wykonywano takze z tkanek
jesiondow nie wykazujacych objawdw chorobowych. Ogétem wykonano izolacje z ponad 10 tysigcy
fragmentow 1 przeanalizowano owocniki na ponad 650 pe¢dach.

Na ustalenie glownego nurtu badan w zakresie etiologii mial wplyw fakt, Zze tuz przed
rozpoczgciem obecnych badan zostal opisany jako nowy gatunek o nazwie Chalara fraxinea T.
Kowalski (Kowalski 2006). By uzyska¢ odpowiedz, czy grzyb ten wystepuje lokalnie na danym
obszarze, czy jest szeroko rozprzestrzeniony, dokonywano izolacji grzyboéw z probek pochodzacych
z 25 jednostek organizacyjnych lasow w roznych rejonach Polski. Badania wykazaly, ze grzyb
Chalara fraxinea jest pospolity na jesionach w catej Polsce. Zostat on wykazany na wszystkich
terenach, w ktorych pobierano do badan jesiony z objawami zamierania. Ogdtem grzyb Ch.
fraxinea zostat wykazany w 52,7% pedow. Czesto$¢ izolacji Ch. fraxinea jest wielokrotnie wigksza,

gdy pedy jesionu znajdujg si¢ w poczatkowym stadium obumierania. Grzyb Ch. fraxinea moze
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infekowa¢ drzewa we wszystkich klasach wieku. Jednak wielokrotnie czgséciej jest wykazywany
w szkotkach 1 drzewostanach pierwszej klasy wieku. Cechuje go zdolno$¢ infekcji roznych
organdéw roslinnych. Jego obecno$¢ wykazana zostata w korzeniach, pedach 1 liSciach. Czestos¢
infekcji poszczegolnych organéw wykazuje jednak duze zréznicowanie. Najczesciej infekowane sg
nerwy lisciowe oraz pedy gtowne 1 galezie boczne.

Na podstawie wytworzonych na strzatkach i galeziach jesionow owocnikow stwierdzono ponad 40
gatunkéow grzyboéw. Mimo stosunkowo duzego zrdznicowania gatunkowego, tylko nieliczne
cechuja si¢ duza czestotliwoscig wystgpowania. Czesto na obumartych czg$ciach strzatek lub gatezi
jesionow wystepowato tylko pie¢ gatunkow: Cytospora pruinosa, Botryosphaeria stevensii (anam.
Diplodia mutila), Phomopsis scobina, Massaria sp. i Diplodia sp. Nieco cze$ciej stwierdzano takze
Phomopsis controversa, Diaporthe sp., Phomopsis sp., Didymosphaeria acerina i Nectria
galligena. Czgs¢ z tych gatunkow czeSciej stwierdzano w powigzaniu z okreslonymi objawami
chorobowymi. Grzyby z rodzaju Phomopsis owocnikowaty glownie w obrebie lokalnych nekroz
wokot nasad gatezi. Grzyb Cytospora pruinosa wytwarzat pyknidy zar6wno na szczytach pedow
jak i na odcinkach pedow miedzy weztami. Grzyb Nectria galligena wytwarzatl charakterystyczne
czerwone otocznie w obrgbie rakowatych ran, ktorym towarzyszyly hipertrofie tkanek. Nectria
galligena stwierdzano nie tylko na mlodych jesionach, ale takze na pniach ponad 60-letnich
jesiondow w obrebie rozlegtych hipertrofii na pniach i1 grubych gatgziach. Godne podkreslenia jest,
ze w obrgbie nekrotycznych tkanek stwierdzano takze Chalara fraxinea. Wytwarzat on ciemno
zabarwione utwory sklerenchymatyczne, a na nich fialidy ze skupieniami konidiow na szczycie
fialid. Jak wynika z danych w tabeli 25 nie bylo to zjawisko powszechne.

Dla identyfikacji grzybow w tkankach we wczesnych stadiach zamierania, w obrgbie ktorych nie
wytworzyly si¢ owocniki grzybow, oraz z drewna, wykonywano izolacje na pozywke agarowo-
maltozowg. Poprzez izolacje z chorych tkanek wyrdzniono ponad 30 gatunkow grzyboéw. Do
czestych, poza Chalara fraxinea, nalezaly takze: Alternaria alternata, Phomopsis scobina,
Phomopsis sp., Cytospora pruinosa, Diplodia mutila i Fusarium spp.

W obecnych badaniach poswigcono takze uwage czterem innym aspektom zwigzanym z
Chalara fraxinea: udziatu Ch. fraxinea w powodowaniu chorob lici jesionéw, rozwoju tego
gatunku w obregbie chodnikow je$niaka rdzawego oraz mozliwosci infekowania korzeni 1
mozliwo$ci endofitycznego trybu zycia. Badania wskazuja na minimalne mozliwosci przenoszenia
grzyba Ch. fraxinea przez jesniaka z drzew obumierajgcych na zywe jesiony.

Korzenie jesionéw infekowane byly tylko sporadycznie przez Chalara fraxinea. Takie przypadki
obserwowano dotychczas tylko u kilkuletnich sadzonek, zwtaszcza w szkotkach, Drewno korzeni

zasiedlonych przez Ch. fraxinea wykazywato szarobrunatne przebarwienie.
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Wykonane izolacje z nerwéw lisSciowych bedacych w réznym stadium zaawansowania
nekroz po uprzedniej dezynfekcji powierzchniowej tkanek potwierdzily mozliwos¢ czestych
infekcji lisci przez ten gatunek 1 powodowania nekroz. W trakcie realizowanych badan nie
stwierdzono, by Ch. fraxinea wystepowata jako endofit w zywych korzeniach, pedach lub li§ciach.
Z przedstawionych wyzej analiz mikologicznych wynika, ze w zamierajacych tkankach
jesionow mozna stwierdzi¢ obecno$¢ kilkudziesieciu gatunkow grzyboéw. Sa wsrdd nich gatunki
zdolne do powodowania nekroz, zwlaszcza w przypadku ostabienia drzew, jak 1 gatunki
saprotroficzne oraz endofityczne. Z dotychczasowych ustalen wynika, ze za gldwnego sprawce
choroby jesionu nalezy uznaé¢ grzyb Chalara fraxinea. Wskazuja na to przeprowadzone w trakcie
obecnych badan wyniki testow na patogenicznos¢, potwierdzone w ostatnim okresie takze takimi
testami w innych krajach Europy, w Szwecji i w Austrii. Poczynione w ostatnich latach badania
(autorskie oraz prowadzone we wspodtpracy) pozwolily zidentyfikowaé stadium generatywne tego
gatunku, istotne zwlaszcza z tego wzgledu, ze ono odgrywa decydujaca role w rozprzestrzenianiu
choroby. Na podstawie miseczek stwierdzonych na terenie Nadl. Miechdw, stadium generatywne
zostato zaliczone do gatunku Hymenoscyphus albidus (Robergere ex Desm.) W. Philips (=
pucharek jesionowy), ktory znany jest w Europie od 150 lat. Nigdy w przesztosci grzyb ten nie byt
wigzany z chorobg jesionu. Dlatego zespot z ETH w Zurychu przeprowadzil we wspotpracy z
Katedra Fitopatologii Le$nej w Krakowie, w ramach badan wykraczajacych poza ramy obecnego
tematu badawczego dalsze studium nad taksonomig stadium generatywnego. Stato si¢ to mozliwe
po zgromadzeniu kultur wyizolowanych z nekroz na strzatkach jesionéw oraz z miseczek
Hymenoscyphus z terenow, gdzie jesion zamiera oraz z terendéw, gdzie jesion nie wykazuje
objawow zamierania (takie obszary najblizej mozna byto zlokalizowa¢ w Alpach w Szwajcarii).
Przeprowadzone badania porownawcze wykazaty, Zze w obrebie wystepujacej na jesionie populacji
identyfikowanej dotychczas jako Hymenoscyphus albidus mozna wyr6zni¢ dwie filogenetyczne
podgrupy. W efekcie tych badan zaproponowano dwie oddzielne nazwy dla populacji
reprezentujacych obydwie podgrupy. Populacji z terendw, gdzie jesion zamiera nadano nowg nazwe
gatunkowg Hymenoscyphus pseudoalbidus (Queloz i in. 2011). Stadium anamorficznym tego nowo
wyroznionego workowca jest opisany w 2006 roku grzyb Ch. fraxinea. Dla populacji wystgpujacej
na jesionach bez objawOéw zamierania aktualna zostala nazwa H. albidus s. str. Wedlug
dotychczasowego stanu wiedzy uwaza sig, ze H. albidus nie wykazuje wtasciwosci patogenicznych.
W sprawozdaniu podano cechy taksonomiczne H. pseudoalbidus na podstawie okazéw zebranych
w Polsce.
Na podstawie catosciowych badan mozna ustali¢, Zze cykl rozwojowy sprawcy zamierania jesionu
przedstawia si¢ nastepujaco: miseczki wytwarzane s3 zasadniczo na ubieglorocznych nerwach

lisSciowych jesionu lezacych na dnie drzewostanow, zasadniczo w okresie od poczatku lipca do
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konca wrzesnia. W okresie pojawu miseczek nastepuje wyrzut zarodnikéw workowych i ich
rozprzestrzenianie przez wiatr. Zarodniki te dokonujg infekcji: a) pedow gltownych i1 gatezi,
powodujac lokalne nekrozy kory 1 miazgi, oraz b) lisci w koronach drzew, zwtaszcza w obrgbie ich
nerwu glownego, powodujac lokalne nekrozy i zamieranie fragmentu szczytowego powyzej
nekrozy, co prowadzi nierzadko do przedwczesnego opadu lisci. Na opadtych na dno drzewostanow
lisciach, w okresie jesieni zasiedlone fragmenty nerwow gltoéwnych czerniejg, co jest wynikiem
tworzenia sklerenchymatycznej grzybni. Z grzybni tej wyrastajg liczne fialidy na ktérych szczycie
zbieraja si¢ w postaci kropli konidia stadium anamorficznego, Ch. fraxinea. W miejscach tych w
okresie letnim nastgpnego roku nastapi wyksztalcanie si¢ miseczek.

Badania we wszystkich latach od chwili znalezienia zwigzku pomiedzy Chalara fraxinea a jej
stadium teleomorficznym, prowadzone kazdorazowo w okresie od konca czerwca do poczatku
pazdziernika przeprowadzone w drzewostanach jesionowych w réznych cze$ciach Polski wykazaty,
ze we wszystkich drzewostanach, niezaleznie od wieku, na ubieglorocznych nerwach lisciowych
jesionu wystepuja miseczki Hymenoscyphus pseudoalbidus, co wskazuje na ogromny rezerwuar
materialu zakaznego w obrebie §cioty w drzewostanach z udziatem jesionu.

Badania laboratoryjne wykazaty, ze stwierdzane w tkankach jesionu najczestsze gatunki grzybow
wzrastajg najszybciej w temperaturze: Chalara fraxinea - 20°C, ale niewiele wolniejszy wzrost
nastepowat w temperaturze 15°C i 25°C, Phomopsis controversa - 25°C, Cytospora cf. pruinosa -
30°C , Fusarium lateritium - 25°C oraz Diplodia mutila - 25°C, przy czym w temperaturze 35°C
kolonia zatraca melaninowy barwnik i pojawiaja si¢ biate strzepki, ktore jednak zachowuja
zZywotnosc.

Przeprowadzono doswiadczenia polegajace na sztucznej inokulacji jesionow grzybem Chalara
fraxinea, celem okreslenia wlasciwosci patogenicznych tego gatunku. Dokonano inokulacji 60
jesionow w wieku 3 - 5 lat, o wysokosci 1.1 do 3.2 m, z ktérych dwanascie stuzyto jako kontrola.
Wykorzystano dziesi¢¢ izolatéw Chalara fraxinea, uzyskanych uprzednio z chorych jesionow w
Nadl. Jedrzejow, Niepotomice, Miechow i1 Staszéw. Inokulum umieszczano w nacigcie kory (8 mm
dh) pedu wykonane sterylnym skalpelem, po czym miejsce takie owijano parafilmem. Podczas
oceny okres$lano dtugos¢ catkowita nekrozy, oraz jej rozmiar powyzej 1 ponizej miejsca inokulacji.
Objawy chorobowe w postaci nekroz lokalnych lub zamarcia pedu wystapity u wszystkich
inokulowanych egzemplarzy. Rodzaj symptomoéw zalezat od czasu jaki uptynal od terminu
inokulacji do oceny. Po uptywie 2 - 3 miesi¢cy obumarto 29,6% pedow, po 12 miesigcach 76,2%
pedow wykazywalo takie symptomy. Dhugo$¢ obumartych pedéw wynosita od 28 do 158 cm.
Sposréd 12 jesionow, ktore stuzyty jako kontrola brak bylo objawdéw nekroz, poza jednym
przypadkiem, rany byly w petni zabliznione. Spos$rod 48 inokulowanych jesionow, Ch. fraxinea

zostala reizolowana z 41 osobnikow. Oprocz Ch. fraxinea najczesciej izolowano Fusarium
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lateritium, Fusarium sp., Phomopsis spp. i Diplodia mutila. Sg to gatunki szybko rosnace i
mogly utrudnia¢ wyrastanie Ch. fraxinea na pozywke. Przeprowadzone doswiadczenia potwierdzity
patogeniczne wlasciwosci Ch. fraxinea wzgledem jesionu wyniostego.

W zwigzku z duzym nasileniem procesu zamierania jesionu, zwlaszcza w mitodych
drzewostanach i zwigzanymi z tym duzymi stratami ekonomicznymi Lasy Panstwowe zalecity
wstrzymanie hodowli jesionu w szkétkach 1 wprowadzanie tego gatunku do upraw. By uzyskaé
informacje w jakim stopniu nalezy si¢ liczy¢ ze stratami w obecnej sytuacji, gdy proces chorobowy
trwa w Polsce juz od dwudziestu lat, postanowiono zalozy¢ uprawy doswiadczalne celem
obserwacji nad stanem zdrowotnym jesionu.

Badania fitopatologiczne prowadzone byly na pieciu uprawach doswiadczalnych nowo zatozonych
po uzgodnieniach z DGLP i odpowiednimi RDLP. Sg to: powierzchnia nr 1 i 2 - Nadle$nictwo
Stary Sacz, powierzchnia 3 - Nadle$nictwo Limanowa, powierzchnia 4 1 5 - Nadlesnictwo Rokita.
Na powierzchniach 1 - 3 wysadzono wiosng 2008 r. sadzonki jesionu wyniostego ze szkotki
Kamieniec w Nadl. Stary Sacz. Na powierzchniach 4 - 5 wysadzono wiosng 2010 r. sadzonki
jesionu wyniostego wyhodowane do tego celu w szkdtce w Nadl. Rokita. Do wysadzenia na
powierzchniach przeznaczone zostaly sadzonki nie wykazujace zadnych makroskopowych
objawow chorobowych. Tempo catkowitego obumierania sadzonek po uptywie jednego okresu
wegetacyjnego nie bylo duze 1 wyniosto na jednej powierzchni maksymalnie 12,0%. Natomiast
lokalnie dochodzito do cze¢stego zamierania nadziemnej czgsci przy zywym systemie korzeniowym,
co skutkuje nierzadko wyrastaniem pedéw odroslowych. Najbardziej zaznaczat si¢ ten symptom po
uplywie jednego roku na powierzchni Nr 3 w Nadl. Limanowa.

W 2012 roku sadzonki jesionu na powierzchni Nr 1 do 3 byly oceniane po pigciu okresach
wegetacyjnych, za§ na powierzchniach Nr 4 1 5 po trzech okresach wegetacyjnych. Pomiedzy tymi
powierzchniami istnieje zasadnicza roznica w stanie zdrowotnym sadzonek. W obrebie pierwszej
grupy powierzchni, na terenie RDLP Krakéw, jedynie 6,3 do 16,8% osobnikéw nie wykazywato
objawow chorobowych. Na powierzchniach w RDLP Szczecin bylo 36,2 do 57,2% takich
osobnikow.

Grzyby w nekrotycznych tkankach sadzonek w uprawach doswiadczalnych identyfikowano na
podstawie owocnikdw oraz na podstawie izolacji. Grzyby w tych uprawach nie réznity si¢ od
sktadu gatunkowego wykazywanego na jesionach w drzewostanach. Najczgsciej izolowano grzyb
Ch. fraxinea, a nastgpnie: Alternaria alternata, Botryosphaeria stevensii, Fusarium avenaceum, F.
lateritium i Phomopsis sp. 1. Owocniki na pedach najczesciej wytwarzaty: B. stevensii, Cytospora
sp. 1, Massaria sp. oraz Phomopsis sp. 1. Grzyb B. stevensii w zdecydowanej wigkszos$ci wytwarzat

stadium anamorficzne, znane jako Diplodia mutila. Ten sam sktad gatunkowy najczgstszych
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gatunkow stwierdzano w obrgbie nekroz u sadzonek jesionu na kwaterach do§wiadczalnych
w szkotce Nadlesnictwa Stary Sacz 1 Nadlesnictwa Rokita.

W trakcie przeprowadzonych analiz dla wybranych populacji zidentyfikowano kilka
markeréw molekularnych zwigzanych z odporno$cia jesionu na zamieranie. Ich identyfikacja byta
mozliwa dzigki zastosowaniu markerow RAPD i1 metody BSA (Bulked Segregant Analysis) czgsto
uzywanych dla poszukiwania markerow molekularnych u drzew le$nych, szczegdlnie w przypadku
cech ilosciowych warunkujgcych miedzy innymi odporno$¢ na dzialanie niektorych patogendw.
Potencjalna wada markerow RAPD polega na tym, ze markery o tej samej dlugosci 1 pozycji na
zelu agarozowym moga pochodzi¢ z roéznych lokus w genomie. Dlatego dla zwigkszenia ich
specyficzno$ci opracowano tzw. markery SCAR (Sequence Characterized Amplified Region), a
nastgpnie startery pozwalajace na szybka i pewng identyfikacje odpornych lub charakteryzujacych sig
zwigkszong odpornos$cia osobnikdéw jesionu.

Badania przeprowadzono w trzech RDLP (Szczecin, Radom i Krakéw) na powierzchniach z
zamierajagcymi jesionami. Na kazdej z nich wybrano osobniki zdrowe, nie wykazujace objawow
choroby oraz osobniki w r6znym stopniu porazone. Z osobnikdéw jesionu pobrano liscie lub korg do
wykonania analiz genetycznych. Z niektorych powierzchni (z Nadle$nictwa Rokita i Staszow)
pobrano materiat do zatozenia powierzchni doswiadczalnej w celu przeprowadzenia sztucznej
inokulacji grzybem Chalara fraxinea i przygotowania materialu do testowania dziatania
potencjalnych markerow.

Dla zapewnienia odpowiedniej ilosci i jakosci DNA do analiz przeprowadzono optymalizacje
metody jego ekstrakcji. Najlepszym sposobem izolacji DNA okazata si¢ metoda oparta na protokole
Khanuja i in. (1991) zmodyfikowana w ramach niniejszego projektu dla ekstrakcji DNA z lisci i
kory jesionu.

Poszukiwanie markerow molekularnych zwigzanych z odpornosciag jesionu na zamieranie
przeprowadzono z uzyciem 720 starterow RAPD 1 RAMS. Monomorficzne prazki rdznicujace
odporne 1 wrazliwe jesiony stwierdzono dla 8 starterow. Markery wykazywaly wysoka
specyficznos¢ dla danej populacji, ale nie dla catego gatunku. Wysoka skuteczno$¢ identyfikacji
odpornych (lub wrazliwych) osobnikow jesionu zostata potwierdzone przez otrzymanie markerow
dla osobnikow tolerujacych infekcje wyselekcjonowanych w wyniku wczedniejszego
przeprowadzenia na nich sztucznej infekcji przez Chalara fraxinea.

Markery wykazujace specyficznos¢ dla okreslonych populacji zsekwencjonowano i opracowano
specyficzne startery (tzw. startery SCAR) umozliwiajace ich otrzymanie. Dziatanie markerow
testowano dla populacji jesionu z Nadle$nictw: Rokita, Miechéw i Stary Sacz. Skutecznosé
identyfikacji odpornych (lub wrazliwych) osobnikow jesionu wynosita dla populacji z Nadl. Rokita
93%, natomiast dla populacji z Nadl. Miechow i Stary Sgcz 100%. Btedna identyfikacja (obecnos¢
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markera dla przeciwnej grupy osobnikoéw) wystgpowala maksymalnie dla 3.3 (Nadl.
Miechow 1 Stary Sacz) do 6.6% (Nadl. Rokita) osobnikow.

Roéliny jesionu wykazaly zroznicowang tolerancje na infekcje przez Chalara fraxinea wyrazong
dhugosciag nekroz na pedach powstatych w wyniku inokulacji patogenem. Wprowadzony wskaznik
tolerancji na infekcj¢ byt istotnie skorelowany z dlugoscia powstatych nekroz ($redni wspotczynnik
korelacji r=0.72, P<0.001)

Osobniki jesionu o réznym wskazniku tolerancji na infekcje wykazywaty réznice pod wzgledem
biochemicznej reakcji na obecno$¢ patogenu. Reakcja osobnikow jesionu na sztuczng inokulacje
patogenem byta tym szybsza im bardziej tolerancyjne byly osobniki jesionu. Stezenie reaktywnych
form tlenu (nadtlenku wodoru i anionorodnika ponadtlenkowego) 1 aktywnos¢ enzyméw katalazy 1
dysmutazy ponadtlenkowej byla tym wigksza im bardziej tolerancyjne na infekcje byly osobniki
jesionu. Bardziej odporne jesiony wykazywaly szybsza synteze i wigkszg zawarto$¢ fenoli ogolnych

i flawonoidéw w stosunku do osobnikow bardziej wrazliwych na infekcje.

10. Whnioski
Na podstawie przeprowadzonych badan mozna wyprowadzi¢ nastepujace wnioski :

1. W zdecydowanej wigkszosci drzewostandw na terenie Polski jesion wyniosty ulega procesowi
chorobowemu o zroznicowanym nasileniu. Daje si¢ zauwazy¢, ze:
- Chorobie ulegajg jesiony we wszystkich przedziatach wiekowych, lecz nasilenie
procesu chorobowego zaznacza si¢ szczegodlnie w drzewostanach pierwszej klasy
wieku
- Chorobie ulegaja jesiony niezaleznie od pochodzenia, jednak nasilenie niektorych
symptomow chorobowych jest mniejsze w naturalnych odnowieniach jesionu niz w
nasadzeniach sztucznych
- Chorobie ulegaja jesiony rosnace na roznych siedliskach, przy czym nasilenie procesu 1
pojaw niektorych symptomow wykazuje pewne roznice w zaleznosci od lokalnych

warunkow.

2. Do najczestszych symptomow chorobowych towarzyszacych zamieraniu jesionu nalezy zaliczy¢:
uwiad lisci, nekrozy lokalne lub rozlegle na pniach 1 galeziach oraz lisciach, zamieranie
wierzchotkow drzew, zamieranie gatezi lub ich szczytow, przerzedzenie korony i wyksztatcanie
wilkow na pniach i grubych gat¢ziach. Symptomy te wystgpuja na jesionach w réznych rejonach
Polski, cho¢ obserwowane sa rdznice w czgstosci wystgpowania niektorych z tych objawow.

Symptomy te sg w wigkszosci podobne do objawow obserwowanych w innych krajach Europy.
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3. Zamieranie jesionu wyniostego nie jest problemem lokalnym lecz ogélno europejskim, o
bezprecedensowej skali w znanej nam historii rozwoju tego gatunku drzewa. Dzigki wlozonemu
wysitkowi badawczemu rozpoznany zostal zasadniczy sprawca zamierania jesionu oraz jego
zupetnie nietypowy cykl rozwojowy. Sprawca okazal si¢ grzyb Chalara fraxinea (teleomorfa:
Hymenoscyphus pseudoalbidus). Swiadczy o tym szerokie rozprzestrzenienie Ch. fraxinea w Polsce
1 w ponad 20 innych krajach Europy, w ktorych zamiera jesion, duza czgstotliwo$¢ wystgpowania
na chorych jesionach oraz wysoka patogeniczno$¢, potwierdzona poprzez sztuczne inokulacje

jesionoéw zaréwno w Polsce jak i innych krajach Europy.

4. Do najbardziej istotnych elementow rozpoznanego cyklu rozwojowego Chalara
fraxinea/Hymenoscyphus pseudoalbidus, jako sprawcy zamierania jesionu, nalezy zaliczy¢
nastgpujace trzy stwierdzenia:
a/ Infekcji jesionow dokonuja zarodniki workowe gtownie w okresie od konca czerwca
do konca wrze$nia.
b/ Zasadniczy rezerwuar materialu zakaznego stanowia miseczki wytwarzane na
ubiegtorocznych nerwach lisciowych jesionu w $ciole.
¢/ Panujgce w Polsce temperatury w okresie lata sg sprzyjajace dla grzyba Ch. fraxinea,
dla ktérego optimum wynosi 20 °C, ale wzrost jest stosunkowo dobry w zakresie 15-
25 °C.

5. Do grzybow najczgsciej wystepujacych w obrebie nekrotycznych tkanek jesionow, mogacych
powigksza¢ rozmiary nekroz u jesionow, ostabionych atakiem Chalara fraxinea, nalezy zaliczy¢
zwlaszcza: Botryosphaeria stevensii, Cytospora pruinosa, Fusarium lateritium, Massaria sp. i
grzyby z rodzaju Phomopsis.Takze dla tych gatunkéw w Polsce temperatura w okresie lata na ogot

nie jest czynnikiem ograniczajgcym rozwoj. Optimum dla wzrostu wigkszo$ci z nich wynosi 25 °C.

6. Obserwowane stosunkowo duze nasilenie procesu chorobowego jesionu w nowo zalozonych
uprawach doswiadczalnych jesionu nie daje podstaw do zalecania obecnie powrotu do hodowli
jesionu w szkolkach i jego wprowadzania do upraw w skali, ktéra miata miejsce przed pojawem

procesu zamierania jesionu.

7. Obserwacje w nowo zalozonych uprawach do§wiadczalnych wskazuja, ze cigcie na ,,bezpienki”

pozwala na wyprowadzenie zdrowych pedéw, co przedluza okres zycia sadzonki. Jest to jednak
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sukces polowiczny, gdyz pedy takie sg rowniez czgsto infekowane, co prowadzi do $mierci

sadzonek.

8. Brak mozliwosci przeprowadzania skutecznych dziatan ochronnych zaréwno w mtodych jak i
starszych drzewostanach wynika z faktu powszechnego wystgpowania materiatu zakaznego
sprawcy na opadtych zeszlorocznych nerwach lisciowych jesionu, lezacych na dnie drzewostandw.
Wytworzone na tych nerwach w $ciole zarodniki workowe dokonujg w okresie lata infekcji

nadziemnych cze¢sci jesionow.

9. Niewatpliwie jedyng droga do ograniczenia rozprzestrzeniania sprawcy choroby jesionu bytoby
totalne wygrabianie i palenie opadtych lisci jesionu. Jest to jednak dziatanie praktycznie mozliwe
w szkotkach i zadrzewieniach. Takie dziatania o charakterze lokalnym nie uchronig drzew od

infekcji z sgsiednich terenow.

10. W szkotkach istnieje mozliwos¢ chemicznej ochrony sadzonek. Z biologii patogenu wynika, ze
warunkiem skutecznej ochrony bytoby pokrycie sadzonek fungicydem w okresie od konca czerwca
do konca wrzesnia. Jednak sadzonki jesionu wyprodukowane w szkoétkach wysadzone w uprawy

bez chemicznej ochrony beda chorowaty i zamieraty.

11. Uzyskane wyniki i obserwacje daja podstawy do tego, by zaleca¢ wspieraniec odnowien
naturalnych jesionu. W niektorych nadlesnictwach wykazuja one lepszy stan zdrowotny niz
nasadzenia sztuczne. Odnowienia naturalne, nawet w przypadku duzego nasilenia choroby,
stwarzaja mozliwos$¢ naturalnej selekcji 1 przetrwania osobnikdw najmniej podatnych.

Nalezatoby rozwazy¢ celowos¢ wypracowania na poziomie nadle$nictw bardziej szczegoétowych
zasad wspierania odnowien naturalnych tego gatunku. Dodatkowym uzasadnieniem takich dziatan
moze by¢ fakt, ze na obecnym etapie obsiew pochodzi z jesiondw, ktore przetrwaty kilkunastoletni

okres trwania procesu chorobowego jesionu w naszym Kraju.

12. Drzewa z objawami zamierania nie stanowig bezposrednio substratu dla wyksztatcania
rezerwuaré6w materialu zakaznego glownego sprawcy zamierania jesionu (Chalara fraxinea/
Hymenoscyphus pseudoalbidus), tzn. na drzewach z lokalnymi nekrozami lub zamartymi gatgziami
nie wytwarzajg si¢ zarodniki, ktore mogly by zagraza¢ sgsiednim zdrowym drzewom. Na takich
martwych tkankach moga zarodnikowaé inne gatunki, gldwnie z grupy patogenow stabosci

(Botryosphaeria stevensii, Cytospora pruinosa, Massaria sp. i Phomopsis spp.), a system
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korzeniowy ostabionych drzew moze by¢ atakowany przez Armillaria sp. Fakty te winno si¢

uwzglednia¢ przy wyznaczaniu osobnikow Fraxinus excelsior do wycinki.

13. Proces chorobowy jesionu powodowany przez Chalara fraxinea/Hymenoscyphus
pseudoalbidus, doprowadzit do catkowitego rozpadu wielu drzewostanéw. Jednak sg drzewostany,
w ktorych czgs¢ populacji jesionu, w zakresie okoto 10 do 25 %, (a lokalnie o wiekszym udziale)
wykazuje objawy tolerancji, tzn. objawy nekroz sa zlokalizowane, i nie pociggaja za soba
znacznych strat w rozwoju drzewa, wzglednie objawy odporno$ci, cechujace si¢ brakiem pojawu
symptomow chorobowych. Ta cze$¢ populacji moze da¢ podstawy do przetrwania gatunku, lecz
nierzadko jest zbyt mata by zapewni¢ zachowanie stanu drzewostanu o strukturze istniejacej przed

rozpoczeciem procesu chorobowego.

14. Na podstawie przeprowadzonych badan stwierdzono, ze osobniki nie wykazujace objawow
chorobowych (,,zdrowe”) r6znig si¢ w danym drzewostanie od osobnikéw zamierajacych cechami
genetycznymi i biochemicznymi. Réznice te sa mozliwe do wykazania przy pomocy analiz
laboratoryjnych. Wskazane jest stosowanie markerow SCAR jako narz¢dzia wspomagajacego
selekcje osobnikow jesionu:
- dla identyfikacji wrazliwych na zamieranie jesiondw zalecane jest stosowanie dla
analizowanych populacji nastepujacych markerow SCAR: dla populacji z
Nadlesnictwa Rokita: R_A02, dla populacji z Nadle$nictwa Stary Sacz: SS Gl11, dla
populacji z Nadle$nictwa Miechéw: M_LO0S.
- dla identyfikacji odpornych lub o zwigkszonej tolerancji na zamieranie jesionow
zalecane jest stosowanie markerow SCAR: dla populacji z Nadle$nictwa Stary Sacz:
SS 113, dla populacji z Nadle$nictwa Miechow: M_L14.
Stwierdzenie obecnosci wymienionych markerow u danego osobnika umozliwia z wysokim
prawdopodobienstwem identyfikacje¢ genotypow jesionu odpornych na zamieranie.
Jednym ze sposobow mogacych przynies¢ w przysziosci zadawalajacy efekt moze byc

wykorzystanie do hodowli 1 nowych nasadzen populacji jesionéw genetycznie bardziej odpornych.

15. Dalsze obserwacje winny wykaza¢, czy w drodze naturalnych proceséw bedzie dochodzito do
wyksztatcania systemicznej odpornosci drzew infekowanych uprzednio szczepami grzyba Chalara
fraxinea o mniejszej patogeniczno$ci. Na podstawie obserwacji w okresie realizacji obecnych
badan mozna wskaza¢ jednostkowe przyktady drzewostanow, ktore potwierdzatyby taka reakcje

drzew Fraxinus excelsior.
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16. Dla zachowania najcenniejszych genotypow i populacji jesionu nalezy:
- wybra¢ najcenniejsze pod wzgledem cech gospodarczych populacje jesionu
- w obrgbie wybranych populacji przy zastosowaniu analiz fitopatologicznych,
markeréw molekularnych i analiz biochemicznych zidentyfikowaé najcenniejsze
osobniki wykazujace tolerancje lub odpornos¢ na chorobg i na ich podstawie
stworzy¢ baz¢ odpornych genotypow
- w oparciu o potomstwo zidentyfikowanych osobnikow zatozy¢ plantacje odpornych

genotypdw jesionu.

17. Liczne dane wskazujg, ze sprawca zamierania jesionu zostatl zawleczony do Polski z innych
rejonéw $wiata (najprawdopodobniej z Azji). Nalezalo by w tym kontek$cie przeanalizowac

skuteczno$¢ obowigzujacych przepisow "kwarantannowych".

18. Mimo rozpoznania sprawcy choroby jesionu i jego cyklu rozwojowego, na obecnym etapie,
poza zasygnalizowanymi powyzej aspektami, nie jest si¢ w stanie zaproponowaé jednoznacznie
skutecznych metod ochrony jesionu. Taka sytuacja przedstawiana jest we wszystkich krajach

Europy, w ktorych jesion wykazuje objawy zamierania.

11. Literatura

Ainsworth E.A., Gillespie K.M. 2007. Estimation of total phenolic content and other oxidation
substrates in plant tissues using Folin—Ciocalteu reagent. Nature Protocols 2: 875 — 877.

Brasier C.M. 1991. Ophiostoma novo-ulmi sp. nov., a causative agent of current Dutch elm disease
pandemics. Mycopathologia 115: 151-161.

Carlson J.E., Tulsieram L.K., Glaubitz J.C., Luk V.W.K., Kauffeldt C., Rutledge R. 1991.
Segregation of random amplified DNA markers in F1 progeny of conifers. Theoretical and
Applied Genetics 83: 194 — 200.

Coghlan A. 2012. Are Europe's ash trees finished? New Scientist. www.newscientist.com

Dobrowolska D., Hein S., Wagner S., Clark J., Skovsgaard J. P., 2011. A review of European ash
(Fraxinus excelsior L.): implications for silviculture. Forestry 84: 133-148.

Drenkhan R. Hanso M. 2010. New host species for Chalara fraxinea. New Disease Reports 22: 16.

Gil W., Lukaszewicz J., Paluch R., Zachara T. 2006. Zamieranie jesionu — rozmiar problemu. Las
Polski 5: 19.


http://www.newscientist.com/article/dn22449-are-europes-ash-trees-finished.html?full=true
http://forestry.oxfordjournals.org/search?author1=Dorota+Dobrowolska&sortspec=date&submit=Submit
http://forestry.oxfordjournals.org/search?author1=Sebastian+Hein&sortspec=date&submit=Submit

87

Green M.J., Hill M.A.O. 1984. Chemistry of dioxygen. Methods in Enzymology 105: 3 — 22.

Grzywacz A. 1995.Wazniejsze choroby infekcyjne. [w:] Jesion wyniosty Fraxinus excelsior L. W.
Bugata (red.). Wyd. Sorus, Poznan—Koérnik: 371-415.

Hiemstra J.A. 1995. Verticillium wilt of Fraxinus excelsior. Ph.D. Thesis, Wageningen
Agricultural University, the Netherlands. 213 pp.

loos R., Kowalski T., Husson C., Holdenrieder O. 2009. Rapid in planta detection of Chalara
fraxinea by a real-time PCR assay using a dual labelled probe. European Journal of Plant
Pathology 125: 329-335.

Jankovsky L., Holdenrieder O. 2009. Chalara fraxinea — Ash dieback in the Czech Republik
Plant Protection Science 45: 74-78.

Jaworski A. 2011. Hodowla lasu. Charakterystyka hodowlana drzew i krzewdéw lesnych. PWRIL.
Warszawa.

Khanuja S.P.S., Shasany A.J.I.T., Darokar M.P., Kumar S. 1999. Rapid Isolation of DNA from Dry
and Fresh Samples of Plants Producing Large Amounts of Secondary Metabolites and Essential
Oils. Plant Molecular Biology Reporter 17: 1 —7.

Kirisits T., Matlakova M., Mottinger-Kroupa S., Halmschlager E., Lakatos F. 2009. Chalara
fraxinea associated with dieback on narrow-leafed ash (Fraxinus angustifolia). New Disease
Reports 19.

Kowalski T. 2001. O zamieraniu jesionéw. Trybuna Les$nika 4: 6—7.

Kowalski T. 2006. Chalara fraxinea sp. nov. associated with dieback of ash (Fraxinus excelsior) in
Poland. Forest Pathology 36, 264-270.

Kowalski T. 2009. Rozprzestrzenienie grzyba Chalara fraxinea w aspekcie procesu chorobowego
jesionu w Polsce. Sylwan 10: 668—674.

Kowalski T., Bartnik C. 2010. Morphological variation in colonies of Chalara fraxinea isolated
from ash (Fraxinus excelsior L.) stems with symptoms of dieback and effects of temperature on
colony growth and structure. Acta Agrobotanica 63: 99-106.

Kraj W., Zarek M, Kowalski T. 2011. Genetic variability of Chalara fraxinea, dieback cause of
European Ash (Fraxinus excelsior L.). Mycological Progress 11: 37-45.

McCord .M., Fridovich I. 1969. Superoxide dismutase: an enzymic function for erythrocuprein.
Journal of Biological Chemistry 224: 6049 — 6055.

Michelmore R.W., Paran 1., Kesseli R.V. 1991. Identification of markers linked to disease-
resistance genes by bulked segregant analysis: a rapid method to detect markers in specific
genomie regions by using segregating populations. Proceedings of the National Academy of
Sciences, USA 88: 9828 — 9832.



88

Przybyt K. 2002. Fungi associated with necrotic ~apical parts of Fraxinus excelsior shoots. Forest
Pathology 32: 387-394.

Orendi G., Zimmermann P., Baar C., Zentgraf U. 2001. Loss of stress-induced expression of
catalase3 during leaf senescence in Arabidopsis thaliana is restricted to oxidative stress. Plant
Science 161: 301 — 314.

Queloz V., Gruenig C.R., Berndt R., Kowalski T., Sieber T.N., Holdenrieder O. 2011. Cryptic
speciation in Hymenoscyphus albidus. Forest Pathology 41: 133—142.

Schumacher J., Wulf A., Leonhard S. 2007. Erster Nachweis von Chalara fraxinea T. Kowalski sp.
nov. in Deutschland — ein Verursacher neuartiger Schiden an Eschen. Nachrichtenblatt
Deutscher Pflanzenschutzdienst. 59: 121-123.

Sierota Z., Stocka T., Malecka M., Duda-Kietczewska B., Oszako T. 1993. Ocena wyst¢powania
wazniejszych szkodnikéw lesnych i choréb infekcyjnych w Polsce w roku 1992 oraz prognoza
ich pojawu w roku 1993. Instytut Badawczy Lesnictwa, \Warszawa.

Stocki J. 2001. Przyczyny zamierania drzew 1 drzewostandéw jesionowych w Polsce. Glos Lasu 4:
17-19.

Sztuba — Solinska J. 2005. Systemy markerow molekularnych i ich zastosowanie w hodowli roslin.
Kosmos. Problemy Nauk Biologicznych 54: 227 — 239.

Thoirain B., Husson C., Marcais B. 2007. Risk factors for the Phytophthora induced decline of
alder in northeastern France. Phytopathology 97: 99-105.

Thomsen I.M., Skovsgaard J.P. 2006. Ash dieback: climatic damage or fungal attack? Skoven 38:
408-411.

Timmermann V., Berja 1., Hietala A. M., Kirisits T., Solheim H. 2011. Ash dieback: pathogen
spread and diurnal patterns of ascospore dispersal, with special emphasis on Norway. Bulletin
OEPP/EPPO 41: 14-20.

Zhishen J., Mengcheng T., Jianming W. 1999. The determination of flavonoid contents in mulberry

and their scavenging effects on superoxide radicals. Food Chemistry 64: 555 — 559.



