
Zwalczanie patogenów grzybowych 

– wyzwania i osiągnięcia

Konferencja podsumowująca realizację projektu 

„Zachowanie różnorodności biologicznej siedlisk obszarów NATURA 2000, 

poprzez ochronę ex situ jesionu wyniosłego, wiązu górskiego, wiązu 

pospolitego oraz wiązu szypułkowego na terenie Polski (FraxUmLBG)”.

Leśny Bank Genów Kostrzyca,  17 – 18.11.2016 r.

Autorzy: Urszula Wasileńczyk, Anna Pasławska, Małgorzata Pałucka

„Jesion wyniosły – czy ma szansę na przetrwanie?”



Pierwsze objawy zamierania jesionów zaobserwowano w Polsce na początku lat 90-tych i 

wkrótce rozprzestrzeniły się one na większość krajów Europy: Austria (2005), Belgia (2010), 

Białoruś (2003), Chorwacja (2009), Czechy (2002), Dania (2003), Estonia (2003), Finlandia 

(2007), Francja (2007), Holandia (2010), Litwa (1996), Łotwa (2000), Niemcy (2002), 

Norwegia (2006), Polska (1992), Rosja/Kaliningrad (2009), Rumunia (2005), Słowacja 

(2004), Słowenia (2006), Szwajcaria (2008), Szwecja (2001), Ukraina (2011), Węgry (2008), 

Włochy (2009), Wyspy Brytyjskie-Anglia, Irlandia, Szkocja (2012). Poza tym, niektóre 

symptomy choroby obserwowane są także w Hiszpanii, Bułgarii, Turcji, Grecji i Syberii, lecz 

nie są one jeszcze do końca zbadane. 

Zamieranie jesionu wyniosłego 

w Europie



Zamieranie jesionu

symptomy

lokalne nekrozy kory, 

głównie na pniach wokół 

nasad odgałęzień 

bocznych oraz 

wokół pączków

więdnięcie i zasychanie

liści w całej koronie lub na

porażonych gałęziach
przerzedzenie korony 

oraz jej nieregularne 

ulistnienie 

owocniki patogenu 

Hymenoscyphus fraxineus



Hymenoscyphus fraxineus 

(T. Kowalski) Baral, Queloz, Hosoya, comb. nov.

teleomorfa 

(stadium płciowe) –

Hymenoscyphus 

pseudoalbidus 

Queloz et al.
Rok 2011.

anamorfa

(stadium bezpłciowe) -

Chalara fraxinea 

T. Kowalski
Rok 2006.

Hymenoscyphus fraxineus 

(T. Kowalski) Baral, Queloz, Hosoya, comb. nov.

+

2011. International Botanical Congress, IBC
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Nr stano-

wiska
RDLP Nadleśnictwo

Leśnictwo, oddział/   

nazwa rezerwatu
Kategoria obiektu

Ilość prób

w hodowli

1 Poznań Pniewy Wielki Las Rezerwat przyrody 160

2 Szczecin Międzychód Muchocin, oddz. 449d Drzewostan 300

3 Szczecin Choszczno Skalisty Jar Libberta Rezerwat przyrody 400

4 Szczecin Głusko Wołogoszcz oddz. 234h Źródło nasion 200

5 Szczecin Strzelce Krajeńskie Buszów, Oddz. 96j Źródło nasion 300

6 Szczecin Gryfino 
Źródliskowa Buczyna  im. 

Jerzego Jackowskiego 
Rezerwat przyrody 300

7 Szczecin Łobez Winniki, oddz. 331i Źródło nasion 400

8 Piła Tuczno Leśne Źródła Rezerwat przyrody 100

9 Szczecinek Czarnobór Bagno Ciemino Rezerwat przyrody 200

10 Gdańsk Kwidzyn Las Mątawski Rezerwat przyrody 400

11 Gdańsk Wejherowo Darżlubie, oddz.224t Drzewostan 400

12 Toruń Jamy Rogóźno Zamek Rezerwat przyrody 400

13 Toruń Zamrzenica Lnianek, oddz. 166d Źródło nasion                                                400

Badane stanowiska - ETAP I 

- Skrzydlaki pozyskane 

w sezonie 2014/2015 

Partie poddane pełnej ocenie, tj. założenie hodowli dla 4 wariantów temperaturowych oraz analiza molekularna



Nr stano-

wiska
RDLP Nadleśnictwo

Leśnictwo, oddział/   

nazwa rezerwatu
Kategoria obiektu

Ilość prób

w hodowli

14 Toruń Toruń Płutowo Rezerwat przyrody 400

15 Toruń Żołędowo Kruszyn 475a Źródło nasion 400

16 Radom Pińczów Teresów 356f Drzewostan 400

17 Katowice Brzeg Barucice Rezerwat przyrody 400

18 Kraków Niepołomice Ispina 421 c Drzewostan 400

Badane stanowiska - ETAP II 

- Skrzydlaki pozyskane 

w sezonie 2015/2016

Partie poddane pełnej ocenie, tj. założenie hodowli dla 4 wariantów temperaturowych oraz analiza molekularna

Podsumowanie:

 18 stanowisk;

 170 osobników;

 Całkowita ilość prób hodowlanych: 5 960

 Ilość prób poddanych pełnej ocenie: 4 400



ETAP I

ETAP II



LN T3

T1
T2

Badane stanowiska - ETAP II 

- Skrzydlaki pozyskane 

w sezonie 2015/2016



Hodowle przekazane przez prof. T. Kowalskiego

Materiał badawczy 

– hodowla referencyjna



Materiał badawczy 

– pozyskanie z terenu



Materiał badawczy

– pozyskanie z terenu



Sprawdzenie wpływu wariantów 

temperaturowych na czysty szczep 

H. fraxineus (dawniej Chalara fraxinea)

LN

T2 T3

KO



Warianty doświadczenia

- termoterapie (T1, T2, T3) 



Warianty doświadczenia
- krioterapia (-150°C/24 h) 



Ocena żywotności nasion 

po krioterapii i termoterapii

• Model 4 — stratyfikacja ciepło-chłodna, z powtórzonymi dwiema 2-tygodniowymi fazami ciepłymi, 

przedzielonymi jedną 2-tygodniową fazą chłodną 



Ocena żywotności nasion 

po krioterapii i termoterapii



Ocena żywotności nasion 

po krioterapii i termoterapii
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• Po krioterapii i termoterapiach - skrzydlaki sterylizowano powierzchniowo 

i przeniesiono na szalki Petriego z odpowiednią pożywką do hodowli 

mikroorganizmów. 

Hodowla in vitro na pożywce agarowej



Hodowla na pożywce agarowej

Podczas hodowli wykonywano:

 Analizę makroskopową (tempo wzrostu kolonii, kolor grzybni powietrznej oraz zabarwienie

pożywki w wyniku przerastania podłoża przez grzybnię obserwowane po spodniej stronie szalki,

strefy inhibicyjne, inne niż grzybnia formy etiologiczne (owocniki, sklerocja itp.)

 Analizę mikroskopową polegającą na określeniu cech morfologicznych grzybów. Stwierdzenie

obecności oraz pomiary elementów grzybów w celu ich klasyfikacji i identyfikacji (owocniki,

zarodniki, trzonki konidialne, formy przetrwalnikowe, chlamydospory)

 Pasażowanie wybranych kolonii grzybów

 Dokumentację fotograficzną.



Hodowla na pożywce agarowej -

Analiza ilościowa
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Stanowiska, dla których stwierdzono obecność patogenu

Nr 

stanowiska 
RDLP Nadleśnictwo 

Leśnictwo, 

oddział/  nazwa 

rezerwatu 

Kategoria 

obiektu 

Ilość 

prób  
Hodowla (+) 

Ilość 
Odsetek 

T1/KO LN

3 Szczecin Choszczno 
Skalisty Jar 

Libberta 

Rezerwat 

przyrody 
400 0 0 0,00%

7 Szczecin Łobez 
Winniki,  

oddz. 331i 
Źródło nasion 400 0 0 0,00%

10 Gdańsk Kwidzyn Las Mątawski 
Rezerwat 

przyrody 
400 0 0 0,00%

11 Gdańsk Wejherowo 
Darźlubie, 

oddz.224t 
Drzewostan 400 0 0 0,00%

16 Radom Pińczów Teresów 356f Drzewostan 400 1 0 0,25%

17 Katowice Brzeg Barucice 
Rezerwat 

przyrody 
400 7 2 2,25%

18 Kraków Niepołomice Ispina,oddz.421 c Drzewostan 400 3 0 0,75%

suma 2 800 13 0,46%

Analiza wyników hodowli

Hymenoscyphus fraxineus

w Leśnym Banku Genów Kostrzyca



Współpraca z Zespołem Ochrony 

Lasu we Wrocławiu

Współpraca z Zespołem Ochrony Lasu we Wrocławiu polega na

diagnostyce mikroorganizmów zasiedlających skrzydlaki wzięte do 

analiz:

 Po procesie krioterapii i hodowli na pożywkach agarowych.

 Po procesie termoterapii (3 warianty temperaturowe) 

i hodowli na pożywkach agarowych.



Wyniki – hodowla 

na pożywce agarowej 
autor: mgr inż. K. Nowik, ZOL we Wrocławiu

Lp. Rodzaj/ gatunek grzyba 
Ilość kolonii grzybów 

Razem %
T1 T2 T3 LN 

1 Acremoniella sp. 2 2 0,19

2 Acremonium sp. 6 2 3 11 1,05

3 Alternaria alternata 131 5 45 78 259 24,83

4
Aureobasidium pullulans 6 12

18 1,73

5 Botrytis cinerea 2 2 0,19

6 Ciemne puchate 18 3 21 2,01

7
Cladosporium cladosporioides 95 10 79

184 17,64

8
Cladosporium herbarum 9 3 3 18

33 3,16

9
Colletotrichum x gloeosporioides 72 1 15

88 8,44

11 Cytospora sp. 1 1 0,10
12 Drożdżaki 4 6 4 5 19 1,82

13 Epicoccum nigrum 6 2 3 11 1,05

14 Fusarium spp. 85 44 129 12,37

15 Mycosphaerella sp. 8 4 12 1,15

16 Niezarodnikujące 8 3 5 16 1,53

17 Penicillium sp. 2 1 3 0,29

18 Periconia sp. 1 2 3 0,29
19 Phoma spp. 54 17 71 6,81

20 Phomopsis spp. 55 5 11 53 124 11,89

21 Ulocladium botryosum 26 2 8 36 3,45
Razem 579 19 94 351 1043 100,00

Suma 323 19 88 345
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Lp.
Wariant 

temperaturowy
Rodzaj/ gatunek grzyba 

1 T2 Niezarodnikujące jasne

2 T2 Phomopsis 1

3 T2 Phomopsis 1

4 T2 Alternaria alternata

5 T2 Alternaria alternata

6 T2 Alternaria alternata

7 T2 Alternaria alternata

8 T2 Alternaria alternata

9 T2 Drożdżaki

10 T2 Phomopsis 1

11 T2 Alternaria alternata

12 T2 Phomopsis 1

13 T2 Phomopsis 1

14 T2
Colletotrichum x 

gloeosporioides

Wyniki – hodowla 

na pożywce agarowej 

Analiza mikroskopowa przeprowadzona 

w Zespół Ochrony Lasu we Wrocławiu dla wariantu T2

Autor: mgr inż. K. Nowik
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Lp.
Wariant 

temperaturowy
Rodzaj/ gatunek grzyba 

1 T3 Niezarodnikujące różowe

2 T3 Alternaria alternata

3 T3 Phomopsis 1

4 T3 Ulocladium botryosum

5 T3 Alternaria alternata

6 T3 Alternaria alternata

7 T3 Alternaria alternata

8 T3 Phoma sp.

9 T3 Alternaria alternata

10 T3 Phomopsis 1

11 T3 Alternaria alternata

12 T3 Alternaria alternata

13 T3 Phomopsis 1

Wyniki – hodowla 

na pożywce agarowej 

Analiza mikroskopowa przeprowadzona 

w Zespole Ochrony Lasu we Wrocławiu dla wariantu  T3

Autor: mgr inż. K Nowik
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 najliczniej kolonie grzybów wzrastały na fragmentach nasion w wariantach T1/KO i LN

 najmniej licznie zainfekowane były nasiona po termoterapii T2 (ilość wyrastających kolonii

stanowiła zaledwie 6% ilości kolonii stwierdzonych w wariancie T1/KO)

 natomiast ilość kolonii grzybów stwierdzonych w wariancie T3 stanowiła około 27% ilości kolonii

stwierdzonych w wariancie T1/KO.

42%

2%
11%

45%

T1
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T3

LN

Analiza ilościowa:

Ilość kolonii grzybów we wszystkich  wariantach



Przekazanie 4 400 próbek do badań molekularnych

Prace laboratoryjne

Krojenie nasion przed wyłożeniem  na 
pożywkę

Przekładanie fragmentów nasion do 
oznaczonych probówek

Zamrożenie prób 
w -20°C do badań molekularnych



Przechowanie próbek, 

izolacja DNA

Zabezpieczenie materiału biologicznego w -20°C

Etapy izolacji DNA



Opracowanie procedury

Marker
Znacznik 

fluorescencyjny

Przewidywana długość 

produktu (bp)
Źródło

Ssr38 NED 315 Gherghel et al. (2014)

Ssr58 VIC 188 Gherghel et al. (2014)

Ssr114 6-FAM 243-288 Gherghel et al. (2014)

Ssr198 NED 220-227 Gherghel et al. (2014)

Ssr206 PET 307 Gherghel et al. (2014)

Ssr211 VIC 300-302 Gherghel et al. (2014)

Ssr212 6-FAM 378 Gherghel et al. (2014)

ChF 1 (F) 6-FAM 456 Johansson et al. (2010)

ChF 1 (R) NED 456 Johansson et al. (2010)



Test molekularny

Wzorcowy elektroforogram – uzyskana w programie GeneMapper wizualizacja 

rozdziału fragmentów DNA w analizatorze genetycznym. 

Wykorzystane markery: ssr198, ssr114, ssr211, ssr206 (Gherghel et al., 2014). 

ssr198                         ssr114         ssr211 ssr206



II. Potwierdzenie specyficzności markerów:

 Hodowle H. fraxineus (z monokultur 

uzyskanych in vitro 

z zainfekowanych pędów i ogonków 

liściowych jesionu) oraz 

 H. albidus – zakupionego w postaci 

czystej kultury in vitro z biobanku CBS-

KNAW Fungal Biodiversity Center

I. Szerokie spektrum materiału biologicznego:

kora pędów Fraxinus excelsior;

tkanki podkorowe pędów Fraxinus excelsior

(kambium/floem);

drewno pędów Fraxinus excelsior;

czysta grzybnia Hymenoscyphus fraxineus

z podłoża MAE (Malt Extract Agar);

czysta grzybnia Hebeloma crustuliniforme

z podłoża MAE;

owocnik Agaricus spp. (hymenofor i trzon

owocnika);

skrzydlaki Fraxinus excelsior

Weryfikacja testu molekularnego



Weryfikacja testu molekularnego

Hymenoscyphus albidus Hymenoscyphus fraxineus

Źródło: Hans-Otto Baral & Martin Bemmann (2014) Hymenoscyphus fraxineus vs. Hymenoscyphus albidus – A comparative light microscopic study on the 

causal agent of European ash dieback and related foliicolous, stroma-forming species, Mycology: An International Journal on Fungal Biology, 5:4, 228-290



Weryfikacja testu molekularnego

III. Wartość testu:

 próby dodatnie;

 próby ujemne;

 próby mieszane

IV. Kontrole bieżące:

 Kontrole dodatnie;

 Kontrole ujemne



Analiza molekularna

- zestawienie

Stanowiska, dla których nie stwierdzono obecności materiału genetycznego patogenu H. fraxineus

Nr sta-

nowiska
RDLP Nadleśnictwo

Leśnictwo, oddział/   

nazwa rezerwatu
Kategoria obiektu

Ilość prób

dodatnich
Ilość prób 

12 Toruń Jamy Rogóźno Zamek Rezerwat przyrody 0 400

13 Toruń Zamrzenica Lnianek, oddz. 166d Lnianek, oddz. 166d 0 400

14 Toruń Toruń Płutowo Rezerwat przyrody 0 400

15 Toruń Żołędowo Kruszyn 475a Źródło nasion 0 400

Dodatni wynik testu molekularnego uzyskano dla 118 z 4 400 skrzydlaków (2,7%), pochodzących

z siedmiu z badanych jedenastu stanowisk. Większość prób dodatnich (103, co stanowi 87,3%)

stwierdzono w Nadleśnictwie Brzeg oraz Nadleśnictwie Niepołomice.

Stanowiska, dla których stwierdzono obecność materiału genetycznego patogenu H. fraxineus

Nr sta-
RDLP Nadleśnictwo 

Leśnictwo, oddział/   

nazwa rezerwatu 
Kategoria obiektu 

Ilość prób 

dodatnich 
Ilość prób  

nowiska 

3 Szczecin Choszczno Skalisty Jar Libberta Rezerwat przyrody 1 400

7 Szczecin Łobez Winniki, oddz. 331i Źródło nasion 8 400

10 Gdańsk Kwidzyn Las Mątawski Rezerwat przyrody 3 400

11 Gdańsk Wejherowo Darźlubie, oddz.224t Drzewostan 1 400

16 Radom Pińczów Teresów 356f Drzewostan 2 400

17 Katowice Brzeg Barucice Rezerwat przyrody 63 400

18 Kraków Niepołomice Ispina 421 c Drzewostan 40 400



Analiza dwutorowa

 W ramach realizacji doświadczenia przeanalizowano, 

w II etapach, 4 400 sztuk skrzydlaków jesionu wyniosłego, 

pochodzących z 11 stanowisk (pula 170 drzew). 

 Każdy skrzydlak, po sterylizacji powierzchniowej i poddaniu 

wariantowi krio- lub termoterapii, został w sterylnych 

warunkach rozdzielony na dwie części. Jedna była wykładana 

na specjalną pożywkę hodowlaną celem 

namnożenia mikroorganizmów zasiedlających

materiał roślinny, z drugiej izolowano DNA totalne

i wykonywano molekularny test diagnostyczny 

na obecność 
H. fraxineus.



Analiza dwutorowa - wyniki

Stanowiska, dla których stwierdzono obecność patogenu H. fraxineus

Nr sta-

nowiska
RDLP Nadleśnictwo

Leśnictwo, oddział/  

nazwa rezerwatu
Kategoria obiektu

Ilość 

prób 

Hodowla (+) Test mol. (+)

Ilość Odsetek Ilość Odsetek

3 Szczecin Choszczno Skalisty Jar Libberta
Rezerwat 

przyrody
400 0 0,00% 1 0,25%

7 Szczecin Łobez
Winniki, 

oddz. 331i
Źródło nasion 400 0 0,00% 8 2,00%

10 Gdańsk Kwidzyn Las Mątawski
Rezerwat 

przyrody
400 0 0,00% 3 0,75%

11 Gdańsk Wejherowo
Darźlubie, 

oddz.224t
Drzewostan 400 0 0,00% 1 0,25%

16 Radom Pińczów Teresów 356f Drzewostan 400 1 0,25% 2 0,50%

17 Katowice Brzeg Barucice
Rezerwat 

przyrody
400 9 2,25% 63 15,75%

18 Kraków Niepołomice Ispina,oddz.421 c Drzewostan 400 3 0,75% 40 10,00%

suma 2 800 13 0,46% 118 4,21%



Analiza dwutorowa - zestawienie

Ilość prób w poszczególnych wariantach

Wariant Ilość prób 
Hodowla (+) Test mol. (+)

Ilość Odsetek Ilość Odsetek

LN 700 2 0,29% 32 4,57 %

T1 700 11 1,57% 36 5,14 %

T2 700 0 0,00% 24 3,43 %

T3 700 0 0,00% 26 3,71 %

suma 2 800 13 0,46% 118 4,21 %

Warianty: LN – krioterapia; T1 – kontrola; T2, T3 - termoterapie 



Ocena skuteczności krioterapii i termoterapii 

w zwalczania patogenów 

- OSIĄGNIĘCIA

I. Przebadano założoną pulę materiału, tj. skrzydlaki z 170 osobników po 3 wariantach termoterapii

(3 x 170) oraz po krioterapii;

II. Potwierdzono obecność H. fraxineus w skrzydlakach jesionu wyniosłego;

III. Opracowano szybki test diagnostyczny na obecność H. fraxineus w tkankach jesionu wyniosłego

(skrzydlaki, nasiona, pędy, liście);

IV. Krioterapia nie jest skuteczna w zwalczaniu patogenów;

V. Dzięki połączeniu metody klasycznej (hodowlanej) i molekularnej wykazano skuteczność

termoterapii;

VI. Zastosowane termoterapii skutecznie eliminuje większość rodzajów grzybów związanych

ze skrzydlakami jesionu wyniosłego w tym Hymenoscyphus fraxineus;

VII. Zastosowanie krioterapii i termoterapii nie wpłynęło na utratę żywotności skrzydlaków jesionu

wyniosłego.
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