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Wybrane fakty z zamierania jesiondw w Europie
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Skompilowane przez Thomas Kirisits, na bazie literatury (Timmermann et al., 2011) i prokektéw UE ‘FORTHREATS’ i ISEFOR’
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Na niebiesko zaznaczono zasieg jesionu Fraxinus excelsior (EUFORGEN)

Przypuszczalna przyczyna— choroba
kompleksowa

= 2006: Opis Chalara fraxinea
— czynnik sprawczy zamierania jesionu

= 2006 — 2008/09: dyskusja o przyczynach
zamierania jesionu (infekcyjna czy
choroba kompleksowa?)

1 = 2009: Odkrycie stadium doskonatego
C. fraxinea (Hymenoscyphus albidus?)

1 “fl = ‘ \ = 2010: Rozdzielenie Hymenoscyphus
f \|  albidus and Hymenoscyphus
“f pseudoalbidus =H. fraxineus
TS (’ “ =g~ = 2012113: Hymenoscyphus fraxineus
/ b . éb , stwierdzono na jesionie mandzurskim

T e Fraxinus mandshurica wJapani — obcy
. % <771 inwazyjny gatunek w Europe!
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Zamieranie,
wiedniecie lisci
wyrazne odywiosn . .
(wy Y) Owocnikowanie doskonate
(ptciowe) gtéwnie na lisciach z

poprzedniego roku

Zarodnikowanie
saprotrobow i
endofitow
grzybowych

Nekrozy tkanek pedéw widoczne od
pdznego lata poprzez okres jesieni i zimy

| T L ~J Uwalnienie zarodnikéw
Infekcje lisci (najbardziej wyrazne od sierpnia, mozliwe [~ F N B =, workowych
réwniez bezposrednie infekcje pedow ol . | (pézna wiosna i lato)
Accordine to Thomas Kirisits
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Wybrane fakty z zamierania jesionéw w Europie 7=
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Worki Hymenoscyphus fraxineus tworzg sie na ogonkach opadtych lisci w Sciétce
- - Kostrzyca, 17-18.11.2016 . cor




Wybrane fakty Z zamierania jesmnow w Europie

}? ,,Bezobjawowe” Zzamieranie jesmnu w szkotkach juz'na |
FA jednorocznych sadzonkach ;

Kostrzyca 17 18. 11 2016 r.



Wybrane fakty z zamierania jesiondw w Europie

Eksport sadzonek jesionu (z odstonietym systemem korzeniowym) z
krajow cztonkowskich UE do Wielkiej Brytanii

2003 | 2004 | 2005 | 2006 | 2007 | 2008 | 2009 | 2010 | 2011 | Total
Belgium 30,000 | 7,800 | 11,000 | 400 0 15,000 | 47,200 | 32,500 | 136,000 | 279,900
France 155,125 | 7,000 400 | 22,200 0 0 700 0 1000 | 186,425
2,754,20
Germany 374,500 | 396,750 0 | 400,400 | 250,750 0
Hungary 0 0 0 0 0 0 4,625 0 0 4,625
Ireland 0 0 0 27,000 | 180,600 | 98,600 | 162,825 | 500 0 469,525
1,550,03
Netherlands 0 0 196,500 | 323,300 | 205,050 | 461,607 | 141,100 | 50,100 | 172,375 2
5,244,70
Total 738,725 | 515,500 | 288,900 | 569,400 | 760,150 | 971,957 | 356,450 | 483,500 | 560,125 7

A co z nasionami? (Forest Reproductive Material, Council Directive 1999/105/EC of 22 Dec 1999 )

Source: Webber, J. F. & Hendry, S., 2012: Rapid assessment of the need for a detailed Pest Risk Analysis for Chalara fraxinea. Forest Research.

Kostrzyca, 17-18.11.2016 r.



Wybrane fakty z zamierania jesiondw w Europie

Miejsca, w ktorych potwierdzono infekcje w it
Wielkiej Brytanii ‘ ‘

confirmed infection sites

Based on information obtained
as at midday on 11 Feb 2013
valid until midday on 18 Feb 2013

o Wider Environment - Infection Confirmed e

° ®  Wider Environment - Infection Confirmed

@ Recently Planted Site - Infection Confirmed (from Rapid Survey and Nursery Trace Forward)

(@] Recently Planted Site - Infection Confirmed (from Rapid Survey and Nursery Trace Forward)

Kostrzyca, 17-18.11.2016 r.




Wybrane fakty z zamierania jesiondw w Europie

Zarodnikowanie H. fraxineus na
martwych, zdrewniatych czesciach Fraxinus excelsior

Kostrzyca, 17-18.11.2016 .
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Wybrane fakty z zamierania jesiondw w Europie

Umiejscowienie nekroz tkanek (szkétka 1, n = 156)
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Wybrane fakty z zamierania jesiondw w Europie

Nekrozy tkanek i przebarwienia drewna u podstawy (Husson et al., 2012)

Kostrzyca, 17-18.11.2016 r.



Wybrane fakty z zamierania jesiondw w Europie

Ogonkl Ilscmwe z H. fraxmeus wykorzystywane przez ptaki do budowy gniazd
Kostrzyca, 17-18.11.2016 .
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Grzyby towarzyszace zamieraniu jesion6w- wprowadzenie

Inne grzyby towarzyszace Chalara fraxinea

Kostrzyca, 17-18.11.2016 .



Grzyby towarzyszace zamieraniu jesionow - materiat =

Pod koniec kwietnia 2016 r., na terenie Nadle$nictwa Chojndéw, w Lesnictwie
Uwieliny (oddz. 300 d), w drzewostanie 7Js(241)30I1(171), pozyskano pedy jesionu
wyniostego (Fraxinus excselsior) wykazujace symptomy zamierania

Pedy jesiondw z charakterystycznymi nekrozami, ktore moga swiadczy¢
m.in. o porazeniu przez grzyb Hymenoscyphus fraxineus

Kostrzyca, 17-18.11.2016 r.



Grzyby towarzyszace zamieraniu -wyniki badan genetycznych

TATTGATATGCTTAAGTTCAGCGGGTATCCCTACCTGATCCGAGGTCAAGAGTGTAAAAAGTACTTTTTGGA
CGTCGTCGTTATGAGTGCAAAGCGCGAGATGTACTGCGCTCCGAAATCAATACGCCGGCTGCCAATTGTTT
TAAGGCGAGTCTACACGCAGAGGCGAGACAAACACCCAACACCAAGCAGAGCTTGAAGGTACAAATGAC
GCTCGAACAGGCATGCCCCATGGAATACCAAGGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGA
ATTCTGCAATTCACACTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCCAGAACCAAGAGATCCGTTGTT
GAAAGTTGTAACTATTATGTTTTTTCAGACGCTGATTTCAATTACAAAGGGTTTAAGTTTGTCCAATCGGCG
GGCGGACCCGCCGAGGAAACGAAGGTACTCAAAAGACATGGGTAAGAGATGGTAGGCAAAGCCTACAA
CTCTAGGTAATGATCCTTCCGCAGGTTCACCTACGG

Fusarium oxysporum 100%
Sequence ID: dbj|AB470850.1 |

Kostrzyca, 17-18.11.2016 .



Wyniki — izolacje grzybow z chorych pedow jesionow

n Gatunki wyizolowane Numer w bazie NCBI Zgodnos¢ genetyczna

I Chalara fraxinea gh|HM193468.1 | 100%
(o)
I Cryptosphaeria eunomia gb|KT425230.1| Lolers
I Diaporthe eres gb|KR909214.1| 100%
I Diplodia mutila gb|KF766158.1] 100 %
. dbj| AB470850.1 | 100%

Fusarium oxysporum
I Phoma exigua gb|EU343168.1] 100%
Phoma exigua var. exigua gb|EU343168.1| 99%
I Phomopsis sp. gb|HM999947.1| 100%
I Pleosporales gb|KC311498.1| 99%
-H Ascomycota gb|JQ765657.1] 99%



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/983947168?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=NMXCA0ZB014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/588314570?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=NMWDAHSC01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/169894023?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=2&RID=NMSHT6KH014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/304333731?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=2&RID=NMXCA0ZB014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/459354718?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=PF6ECZ8P01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/385654847?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=PF5PUSFN01R

Wyniki — izolacje grzybow z chorych pedow jesionow ﬁ

Fot. A Zétciak

Czyste kultury grzybow:

Phoma exigua var. exigua (a), Fusarium
oxysporum (b), Cryptosphaeria eunomia (c)

Kostrzyca, 17-18.11.2016 r.



Wyniki — izolacje grzybow z chorych pedow jesionow

Chalara fraxinea

Phytoththora spp.




Nowe aspekty zamierania jesionu w Polsce - poletka doswiadczalne

1. drzewostan: 26 lat,

1,77 ha,

2. BPN
(nadlesnictwa)
Biatowieza : 34-89 lat ,
7,6 ha

Hajnéwka

34-134 lata, 12,7 ha
Browsk : 21-79 lata,
11,5 ha

www.mapaswiata.pl

Kostrzyca, 17-18.11.2016 .


http://www.mapaswiata.pl/
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- Analizy drobnych korzeni za pomocg programu Winrhizo

&' WinRHIZO Reg
i
Misc Data Image Display Regions Analysis Developmental Color Batch Calibration Window Help
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Globsal Data {
RgnArea 246874 cl J¥ 4
RgnWidth 14.828 col i
RgnHeight 22.380 i
Len 1457.649 cm
SA 206.944 cm2
PA 97.702 cm2
Vol 5.143 cm3
VSoil 9110.207189
AvgD 0.670 mm
NTips 1418
NForks 8496
NCross 543
NNodules 0

{Individusl Data

Kostrzyca, 17-18.11.2016 .



Nowe aspekty zamierania jesionu w Polsce. Ad. 1 Rezerwat Wolica: Metodyka c.d. %

Putapki roslinne i izolacje

9 zmieszanych (36 pojedynczych) monolitow
25x25x25 cm

Kostrzyca, 17-18.11.2016
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4.3. Sequence analysis

4.1. PCR

4.5. Species identification

| 4.2. DNA sequencing \

Kostrzyca, 17-18.11.2016 .
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Nowe aspekty zamierania jesionu w Polsce Ad 1. Rezerwat Wolica: Metodyka c.d.

- Korelacja pomiedzy zroznicowaniem DNA jesionow
i ich witalnoscig

- oceniona za pomocg jagdrowych i chloroplastowych

markerow SSR

204
N =60 186

. . . ] 11184 238
n, and n,, obserwowana i oczekiwana liczba alleli w locus; T oo |
I, indeks Shannon’a; 1208 ]
Ap, frekwencja alleli prywatnych; 2

H, and H, obserwowana i oczekiwana heterozygotycznos¢;
Fs, Wwspoétczynnik wsobnosci;

F.» wspotczynnik wsobnosci;

Fsp, wspotczynnik fiksacji.

GenAlEx 6.501 , STRUCTURE 2.1 software, AMOVA,
STATISTICA 10, p = 0.05

Kostrzyca, 17-18.11.2016 .




Nowe aspekty zamierania jesionu w Polsce Ad 1. Rezerwat Wolica: Wyniki — stan E==

IBL

Defoliacja zgodnie z monitoringiem ICP Forest

Defoliacja (%) Stopien uszkodzenia
0-10 0 (brak symptomow)
11-25 1 (stabe uszkodzenia)

26 - 60 2 (Srednie uszkodzenia)

Ponad 60 3 (silne uszkodzenia)

@00

0-10 11-25 26-60 Pow.60  Graf A.Pacia

Stopien defoliacji wedtug stopni ICP Forest

Kostrzyca, 17-18.11.2016 .



Nowe aspekty zamierania jesionu w Polsce Ad 1. Rezerwat Wolica: Wyniki c.d. -

Witalnos¢ wedtug Roloffa

Klasy Poziom uszkodzenia
witalnosci
0 f. eksploracji, drzewa nieuszkodzone
1 f. degeneracji, drzewa ostabione
36,89
2 f. stagnacji, drzewa uszkodzone
3 f. rezygnacji, bardzo uszkodzone drzewo

0,44
A

stopien 0 stopienl stopien 2 stopien 3

Graf. A. Pacia

Stopnie witalnosci (Roloff 1989)

Kostrzyca, 17-18.11.2016 .



Nowe aspekty zamierania jesionu w Polsce Ad 1. Rezerwat Wolica: Wyniki c.d. IBL

Witalnosc 2 Witalnosc 2
Defoliacja 80% = | } Defoliacja 40%

Kostrzyca ,17-18.11.2016 .
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Nowe aspekty zamierania jesionu w Polsce. Wyniki c.d. — stan zdrowotny IBL

Ad 1. Rezerwat Wolica: Syntetyczny wskaznik uszkodzenia

Syn =1/2(0.03 * Def + Wit)

Def — defoliacja wyrazona w %,
Wit — witalnos¢ wyrazona w stopniach uszkodzenia

Obliczony dla kazdego drzewa wynosit od 0.8 do 2.7

Syn_drzewostan= % [(0.03 * sum Def + sum Wit) / N]
Suma Def — suma udziatu procentowego defoliacji

Wit — suma stopni witalnosci
N — liczba drzew

Wartos¢ wskaznika wyniosta 1.58



Nowe aspekty zamierania jesionu w Polsce. Wyniki c.d. — stan zdrowotny ﬁ

Syntetyczny wskaznik uszkodzenia

Liczba drzew w klasach defoliacji wyrazonej w procentach w
latach 2012 i 2013

2012 2013
Defoliacja

(%0) Liczba drzew (%) Liczba drzew (%)

0-10 0 0 0 0

11-25 25 13 16 9

26-60 126 63 121 69 ﬁ
above 60 47 24 39 22

Total 198 100 176 100 @

Wartos¢ wskaznika osiggneta 1.58 w 2012 i 1.66 w 2013



Syntetyczny wskaznik uszkodzenia

Nowe aspekty zamierania jesionu w Polsce Ad 1. Rezerwat Wolica: Wyniki

Liczba drzew reprezentujgcych klasy witalnosci wyrazone w

procentach w latach 2012 i 2013

2012 2013
Stopien

witalnosci | Liczba drzew (%0) Liczba drzew (%0)

0 1 0 1 1

1 83 42 63 36

2 100 ol 92 52

3 14 7 20 11
Total 198 100 176 100

Wartosc wskaznika wyniosta 1.58 w 2012 i 1.66 w 2013

U
U



Nowe aspekty zamierania jesionu w Polsce Ad 1. Rezerwat Wolica:

niki c.d. i wnioski

Identyfikacja fitopatogendwr:
® 29 izolatow H. fraxineus z tkanek roslinnych

@ 271 izolatow Phytophthora z 18 (9 zbiorczych) préb gleby
nalezacych do 3 gatunkow:
P. plurivora,
P_megasperma,
P_hungarica
(2 ostatnie gatunki stwierdzono po raz pierwszy w Polsce)

Potencjalny udzial gatunkdéw Phytophthora w zamieraniu
jesiondw wymaga dalszych badan.

Kostrzyca, 17-18.11.2016



Wyniki — korelacja miedzy parametrami zmiennosci DNA a witalnoscia ﬁ_

Brak korelacji Pearson’a (N =60)
Ad 1. Rezerwat Wolica: ale istotny test HSD Tukey’a p = 0.0332

Parametry zmiennosci genetycznej na podstawie markeréw nSSR

Parametry zmiennosci genetycznej

| HO HE I:IS I:IT I:ST
4915 1571 0694 0711 0.083 0.128 -

4.544 1.557 0.643 0.731 0.163 0.228 -
3.837 1.373 0.787 0.685 -0.127 -0.006 -

0.694

H, .obserwowana i oczekiwana heterozygotycznos¢;
**Significant deviation from 0: p < 0.05

Kostrzyca, 17-18.11.2016



Wyniki — korelacja miedzy parametrami zmiennosci DNA a witalnoscia ﬁ_

. Brak korelacji Pearson’a(N =60)
Ad 1. Rezerwat Wolica: ale istotny test HSD Tukey’a p = 0.0001

Parametry zmiennosci genetycznej na podstawie markeréow cpSSR

Ap, frekwencja alleli prywatnych
**Significant deviation from 0: p < 0.05

Kostrzyca, 17-18.11.2016



Wyniki — korelacja miedzy parametrami zmiennosci DNA a witalnoscia ﬁ

Ad 1. Rezerwat Wolica:

Brak wyraznego podziatu na grupy drzew o réznych
genotypach

1.00
0.80
0.60
0.40
0.20
0.00

Analiza zgrupowania pomiedzy 3. klasami witalnosci a genotypami badanych drzew
na podstawie markerdw jagdrowych (nSSR), za pomocg algorytmu K-structure

Kostrzyca, 17-18.11.2016



Whioski — korelacja miedzy parametrami zmiennosci DNA a witalnoscia ﬁ_

Ad 1. Rezerwat Wolica: |

Herper et al. 2015

1. Markery zmiennosci genetycznej, DNA jadrowego i
chloroplastowego, moga by¢ przydatne w ocenie zachowania

zasobow genowych.
2. Wysoki poziom obserwowanej heterozygotycznosci (Hy =
0.787) w drzewach z 3. klasy witalnosci jest istotnie

powigzany ze stopniem uszkodzen powodowanych przez H.

fraxineus.

Kostrzyca, 17-18.11.2016



Ad 2. Biatowieski Park Narodowy: Metodyka

BrowskFD o

Drzewostany jesionowe F. excelsior,

« Usytuowane wzdluz ciekéw wodnych, \3
« W trzech nadle$nictwach: Bialowieza,
Hajnéwka i Browsk, \%

Izolacje wykonano w 2013 r.

Wiekszo$¢ drzew  wykazuje typowe
symptomy uszkodzenia koron opisane
przez Kowalskiego (2006) jako uszkodzenia
wywolane przez H. fraxineus (anamorfa
Chalara fraxinea).

Kostrzyca, 17-18.11.2016 .
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Ad 2. Biatowieski Park Narodowy: Metodyka — wykrywanie i identyfikacjajgiey

Izolacja Phytophthora spp. z gleby

oraz identyfikacja

Probki glebowe pobierano 50 — 150
cm od pni z 4 miejsc wokot kazdego
drzewa wykazujgcego symptomy
chorobowe. Po zmieszaniu, 500 g
zalano 1|l destylowanej wody.
Siedmiodniowe lisScie debu (Q.
robur) i buka (F. sylvatica) uzyto jako
putapki ptywajgce na powierzchni
(Jung et al. 1996, Jung 1998).

Kostrzyca, 17-18.11.2016 .



Metody wykrywania i identyfikacji

Izolacja i identifikacja Phytophthora spp. z gleby

|dentyfikacje gatunkéow Phytophthora
wykonano za pomocg sekwencjonowania
fragmentow DNA z czystych kultur
patogendw. Otrzymane po reakcji PCR
produkty sekwencjonowano w 3500 Genetic
Analyzer (Life Technologies™, USA) i
porownywano otrzymang sekwencje
konsensus (w programie BioEdit) z bazg
GenBank (http://www.ncbi.nIm.nih.gov).

Kostrzyca, 17-18.11.2016 .


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

Metody —testy patogenicznosci ﬁ

Ad 2. Biatowieski Park Narodowy:
Kolonizacja lisci jesiondw przez gatunki Phytophthora

 Pie¢ gatunkow Phytophthora wyizolowanych z gleby uzyto w
doswiadczeniu.

* Liscie naktuwano sterylng igtg i wyktadano na nie 3,5 mm kawatki
strzepek z agarem a nastepnie przechowywano w sterylnych
szalkach Petriego na wilgotnych bibutach w temp. 24°C.

Fot. M. Tkaczyk

Kostrzyca, 17-18.11.2016 .



Ad 2. Biatowieski Park Narodowy: Metody

testy patogenicznosci

Po 6 dniach, nekrozy tkanek pomierzono zgodnie z metodg Trzewik
et al. (2015).

Dla kazdego powtorzenia uzyto 10 fragmentow lisci.
Dla porownania wielkosci nekroz wykorzystano analize wariangji
(ANOVA).

Srednie wartoéci nekroz poréwnano za pomoca testu Duncana dla
a=0,05 (Statistica 12).

Trzewik, A., Orlikowski, L.B., Oszako, T., Nowakowska, J. and Orlikowska, T. 2015. The
Characterization of Phytophthora Isolates Obtained from Diseased Alnus glutinosa in Poland.
Baltic Forestry 21(1): 44-50.

Kostrzyca, 17-18.11.2016 r.



Wyniki — izolacje z prébek gleby z drzewostanow w Biatowiezy

Ad 2. Biatowieski Park Narodowy:

Razem otrzymano: 49 izolatow Phytophthora
z 10 roznych drzewostanow jesionowych.

Zidentyfikowano 5 gatunkéw Phytophthora:
P. cactorum,
P. plurivora,
P. pseudosyringae,
P. lacustris,
i P. fragariaefolia.

Kostrzyca, 17-18.11.2016 .



Wyniki — testy patogenicznosci

Ad 2. Biatowieski Park Narodowy:
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Phytophthora spp.

Zasiedlanie lisci F. excelsior przez Phytophthora spp. 6 dni po inokulacji.
*stupki oznaczone tg sama literg nie rdznig sie istotnie statystycznie (p <0,05;
jednoczynnikowa ANOVA, test Duncana).

Kostrzyca, 17-18.11.2016 .



Wyniki — testy patogenicznosci

Ad 2. Biatowieski Park Narodowy:

Gatunki P. lacustris i P. cactorum tworzyty najobszerniejsze
nekrozy (8 i 10 mm), widoczne juz po 6 dniach od inokulacji.

Patogen P. fragariaefolia stwierdzono po raz pierwszy w
Polsce, powodowat mniejsze nekrotyczne plamy (Srednio 5.6
mm dtugosci) jednak wieksze niz powszechnie wystepujacy
gatunek - P. plurivora.

Kostrzyca, 17-18.11.2016 r.



Whioski ogdlne

Ad 1. Rezerwat Wolica i Ad 2. Biatowieski Park Narodowy:

Gatunki Phytophthora sg obecne w glebie ryzosferowej
zamierajgcych drzewostanow jesionowych uszkodzonych
przez Hymenoscyphus fraxineus.

Dotychczas zidentyfikowalismy: P. megasperma, P. sp.
hungarica, P. plurivora, P. cactorum, P. pseudosyringae, P.
lacustris, i P. fragariaefolia.

Badane izolaty Phytophthora kolonizowaty tkanki jesionu w
roznym stopniu, co potwierdza ich patogenicznosc.

Kostrzyca, 17-18.11.2016 .



Hipotezy Rezerwat Wolica:

Dziatanie fosforynu przeciwko Phytophthora

Oczekiwane efekty zastosowania nawozu fosforynowego
(Actifos):

Wzrost liczby drobnych korzeni
Odtworzenie architektury koron
Zwigkszenie witalnosgi drzew

Invading Phytophthora Disease

Receptors in
plasma membrane

PLANT CELL

Kostrzyca, 17-18.11.2016 .



Rezerwat Wolica: Metody

Zastosowanie fosforynow przeciwko Phytophthora

 Oryski pnido 2 m

« stezenie: 50%

« (1litr Actifosu/1 litr wody)
Zabieg powtdrzony 2 razy

Actifos:

*  (NH4),HPO,

*  mikroelementy:
B, Cu, Fe, Mn, Mo, Zn

Fot. A. Pacia
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P —

IBL

Pierwsze efekty w drzewostanie jesionowym w oddz. 374 c

28 lipca 2013 r.
(po oprysku actifosem)

12 lipca 2012.
(przed opryskiem)

Kostrzyca, 17-18.11.2016 r.
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