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,Jesion wyniosly — czy ma szanse na przetrwanie?”

Zwalczanie patogenow grzybowych
— wyzwania i osiggniecia

Konferencja podsumowujgca realizacje projektu
,<Zachowanie roznorodnosci biologicznej siedlisk obszarow NATURA 2000,
poprzez ochrone ex situ jesionu wyniostego, wigzu gorskiego, wigzu
pospolitego oraz wigzu szyputkowego na terenie Polski (FraxUmLBG)”.

Lesny Bank Gendw Kostrzyca, 17 — 18.11.2016 .

Autorzy: Urszula Wasilehczyk, Anna Pastawska, Matgorzata Patucka



eea norway

Zamieranie jesionu wyniostego FraxUmLBG grants
w_Europie

Pierwsze objawy zamierania jesiondw zaobserwowano w Polsce na poczatku lat 90-tych i
wkrotce rozprzestrzenity sie one na wiekszo$¢ krajow Europy: Austria (2005), Belgia (2010),
Biatorus$ (2003), Chorwacja (2009), Czechy (2002), Dania (2003), Estonia (2003), Finlandia
(2007), Francja (2007), Holandia (2010), Litwa (1996), Lotwa (2000), Niemcy (2002),
Norwegia (2006), Polska (1992), Rosja/Kaliningrad (2009), Rumunia (2005), Stowacja
(2004), Stowenia (2006), Szwajcaria (2008), Szwecja (2001), Ukraina (2011), Wegry (2008),
Wiochy (2009), Wyspy Brytyjskie-Anglia, Irlandia, Szkocja (2012). Poza tym, niektére
symptomy choroby obserwowane sg takze w Hiszpanii, Butgarii, Turcji, Grecji i Syberii, lecz
nie sg one jeszcze do konca zbadane.
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symptomy

\ owocniki patogenu
P Hymenoscyphus fraxineus

IO 5

lokalne nekrozy kory,
gtdbwnie na pniach wokot
nasad odgatezien
bocznych oraz
wokot pgczkow

wiedniecie i zasychanie
lisci w catej koronie lub na
porazonych gateziach

przerzedzenie korony
oraz jej nieregularne
ulistnienie




Hymenoscyphus fraxineus FraxumiBG  grants

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

teleomorfa anamorfa
': (stadium ptciowe) — (stadium bezptciowe) -
~ Hymenoscyphus + Chalara fraxinea
., pseudoalbidus T. Kowalski
~ Queloz et al. Rok 2006.

Rok 2011.\ /

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

2011. International Botanical Congress, IBC

Y
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Prace laboratoryjne
— schemat dziatania
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K

krioterapia _ T1/KO _
prerwszy warlant

termoterapii

MOL KLAS
170 170 MOL KLAS
osobnikéw osobnikéw

170 170

osobnikéw osobnikéw

T3
T2 trzeci wariant
drugi wariant termoterapi
termoterapii
MOL KLAS
MOL KLAS 170 170
170 170 osobnikow osobnikow
osobnikéw osobnikow




Badane stanowiska - ETAP | ‘?@ e A
- Skrzydlaki pozyskane fosc Cgrants  grants’
w sezonie 2014/2015

Nr stano- Lesnictwo, oddziat/ llo$¢ prob

wiska RDLP Nadlesnictwo nazwa rezerwatu Kategoria obiektu w hodowli
1 Poznan Pniewy Wielki Las Rezerwat przyrody 160
2 Szczecin Miedzychod Muchocin, oddz. 449d Drzewostan 300
3 Szczecin Choszczno Skalisty Jar Libberta Rezerwat przyrody 400
4 Szczecin Gtusko Wotogoszcz oddz. 234h Zrédto nasion 200
5 Szczecin  Strzelce Krajenskie Buszow, Oddz. 96j Zrédto nasion 300
6 Szczecin Gryfino ZSZ?SZZ?\%E&%ZEZJ? Rezerwat przyrody 300
7 Szczecin tobez Winniki, oddz. 331i Zrédto nasion 400
8 Pita Tuczno Le$ne Zrodta Rezerwat przyrody 100
9 Szczecinek Czarnobor Bagno Ciemino Rezerwat przyrody 200
10 Gdansk Kwidzyn Las Matawski Rezerwat przyrody 400
11 Gdansk Wejherowo Darzlubie, oddz.224t Drzewostan 400
12 Torun Jamy Rog6zno Zamek Rezerwat przyrody 400
13 Torun Zamrzenica Lnianek, oddz. 166d Zrédto nasion 400

Partie poddane petnej ocenie, tj. zatozenie hodowli dla 4 wariantow temperaturowych oraz analiza molekularna
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- Skrzydlakl pozySkane grants  grants
w sezonie 2015/2016 FraxtmLEe
NFSENE =y Nadlesnictwo EUIIERTE, CREHEY Kategoria obiektu
wiska nazwarezerwatu
14 Torun Torun Ptutowo Rezerwat przyrody
15 Torun Zotedowo Kruszyn 475a Zrédto nasion
16 Radom Pinczow Tereséw 356f Drzewostan
17 Katowice Brzeg Barucice Rezerwat przyrody
18 Krakow Niepotomice Ispina 421 c Drzewostan

Podsumowanie:

18 stanowisk;

170 osobnikow;

Catkowita ilos¢ prob hodowlanych: 5 960
llos¢ préb poddanych petnej ocenie: 4 400

L)

0.0

4

L)

%

4

L)

%

4

D)

%

Partie poddane petnej ocenie, tj. zatozenie hodowli dla 4 wariantow temperaturowych oraz analiza molekularna
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FraxUmLBG - lokalizacja zbioru nasion jesionu wyniostego
AT 5
E AT 2 gl
£ AVA e
LA *@’,{2‘ %;éﬁ”:%%

. Ao
N IR < ERANIN ¢

fs . oo

sltgd

® ETAPI

]
.

X ETAPII

5kg

B
!

ALY
St

" Gkg Legenda
il

[ ] Lokalizacja zbioru
Nadlesnictwa

IIIIIII
EEEEEEEEEEEEE
NOR

100




Badane stanowiska - ETAP Il

- Skrzydlaki pozyskane Q 0
W sezonie 2015/2016

eea norway

grants grants
FraxUmLBG

SOS08DLEGe
@\@\0\ m\, 3 = K N
805000 58

802%%

;5 f g"%

%;%mm%é)
sszeacdsae 3953382430
. $€e060C0087) A Al ()
Sen: &, C2PTREZ00®

s
g%
33
322

003586005 i 202 9 @gggggﬁ ®
»:,,.‘;‘.," 2:;, 99 g :’ﬁ% z;;g\ '_ ﬁgg@
.- QQ‘@ \ = 2 NEAW ;}\«:

| @

2 ;% 5 ‘;>
\ SOUERE
® 086




Materiat badawczy ¥) Qeeat tho’rV\{ay
— hodowla referencyjna Fraxumec  grants  grants

Hodowle przekazane przez prof. T. Kowalskiego
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— pozyskanie z terenu FraxUmLBG grants
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temperaturowych na czysty szczep $; Qeen  Norway
H. fraxineus (dawnie] Chalara fraxinea)
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Ocena zywotnos$ci nasion ‘?é: o ~

po krioterapii i termoterapii o grants  grants!

* Model 4 — stratyfikacja ciepto-chtodna, z powtérzonymi dwiema 2-tygodniowymi fazami cieptymi,
przedzielonymi jedng 2-tygodniowg fazg chtodng

30°C-

20

Model 4
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Ocena zywotnosci nasion

po Krioterapii i termoterapii

Kietkowanie %

70

4

FraxUmLBG

Proba kietkowania

eea norway
grants

N-ctwo Torun,
Rez. Ptutowo

N-ctwo Zotedowo,
Kruszyn 475a

N-ctwo Pinczow,
Tereséw 356f

Lokalizacje

N-ctwo Brzeg,
Rez. Barucice

N-ctwo Niepotomice,
Ispina 421c

mT1

mT2
mT3
B LN




Ocena zywotnosci nasion

po Krioterapii i termoterapii

80

70

Proba wschodzenia
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N-ctwo Torun, N-ctwo Zotedowo, N-ctwo Pinczow,
Rez. Ptutowo Kruszyn 475a Teresow 356f

Lokalizacje

N-ctwo Brzeg,
Rez. Barucice

N-ctwo Niepotomice,
Ispina 421c

Tl

T2
mT3
B LN



Ocena zywotnosci nasion

metodg barwienia

po krioterapii i termoterapii

Zywotno$é po TTC

100

90

80

70
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Ocena zywotnosci metodg barwienia - TTC

Y
norway
grants

N-ctwo Torun,
Rez. Ptutowo

N-ctwo Zotedowo,
Kruszyn 475a

N-ctwo Pinczow,
Tereséw 356f

Lokalizacje

N-ctwo Brzeg,
Rez. Barucice

N-ctwo Niepotomice,
Ispina 421c

Tl

T2
mT3
B LN
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Hodowla in vitro na pozywce agarowej

* Po krioterapii i termoterapiach - skrzydlaki sterylizowano powierzchniowo
| przeniesiono na szalki Petriego z odpowiednig pozywkg do hodowli
mikroorganizmaow.
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FraxUmLBG

Podczas hodowli wykonywano:

% Analize makroskopowg (tempo wzrostu kolonii, kolor grzybni powietrznej oraz zabarwienie
pozywki w wyniku przerastania podtoza przez grzybnie obserwowane po spodniej stronie szalki,
strefy inhibicyjne, inne niz grzybnia formy etiologiczne (owocniki, sklerocja itp.)

* Analize mikroskopowg polegajgcg na okresleniu cech morfologicznych grzybéw. Stwierdzenie
obecnosci oraz pomiary elementow grzybow w celu ich klasyfikacji i identyfikacji (owocniki,
zarodniki, trzonki konidialne, formy przetrwalnikowe, chlamydospory)

% Pasazowanie wybranych kolonii grzybow

% Dokumentacje fotograficzna.
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Hodowla na pozywce agarowej -

Analiza ilosciowa

Numer stanowiska
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Lesnictwo,

y RDLP Nadlesnictwo oddzial/l nazwa NS e Hodowla (+)
stanowiska obiektu préb
rezerwatu llosé
Odsetek
T1/KO LN

3 Szczecin Choszczno S""?‘"Sty Jar Rezerwat 400 0 0 0,00%
Libberta przyrody
. Winniki 0 . .

! 0

7 Szczecin tobez oddz. 331i Zrédto nasion 400 0 0 0,00%

10 Gdanisk Kwidzyn Las Matawski Rezerwat 400 0 0 0,00%
przyrody

11 Gdansk Wejherowo DI, Drzewostan 400 0 0 0,00%

) oddz.224t A

16 Radom Pinczow Tereséw 356f Drzewostan 400 1 0 0,25%

17 Katowice Brzeg Barucice Rezerwat 400 7 2 2,25%
przyrody

18 Krakoéw Niepotomice Ispina,oddz.421c  Drzewostan 400 3 0 0,75%

suma 13 0,46%



Wspotpraca z Zespotem Ochrony é Ay
Lasu we Wroctawiu grants

FraxUmLBG

Wspotpraca z Zespotem Ochrony Lasu we Wroctawiu polega na
diagnostyce mikroorganizmow zasiedlajgcych skrzydlaki wziete do
analiz:

% Po procesie krioterapii i hodowli na pozywkach agarowych.

% Po procesie termoterapii (3 warianty temperaturowe)
I hodowli na pozywkach agarowych.
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Na POZywcCce agarowej . 'U' - grants  grants

autor: mgr inz. K. Nowik, ZOL we Wroctawiu

llo$¢ kolonii grzybow

Lp. Rodzaj/ gatunek grzyba m ™ 3 LN Razem %
1 Acremoniella sp. 2 2 0,19
D) 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

Cladosporium cladosporioides 95 10 79
7 184 17,64
. Cladosporium herbarum 9 3 3 18 33 3,16
Colletotrichum x gloeosporioides 72 1 15

9 88 8,44
11 Cytospora sp. 1 1 0,10
12 Drozdzaki 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 Niezarodnikujqce 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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llos¢ kolonii grzybow
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FraxUmLBG

Analiza mikroskopowa przeprowadzona w Zespole Ochrony Lasu we
Wroctawiu (autor: mgr inz. K. Nowik)

Rodzaj/gatunek grzyba

Tl

T2
T3
mLN




Wyniki — hodowla cea . norway
na pozywce agarowej FraxUmLBG

Analiza mikroskopowa przeprowadzona
w Zespot Ochrony Lasu we Wroctawiu dla wariantu T2
Autor: mgr inz. K. Nowik

Wariant

Lp. Rodzaj/ gatunek grzyba
temperaturowy .
1 T2 Niezarodnikujace jasne Wariant T2
2 T2 Phomopsis 1
3 T2 Phomopsis 1 B Alternaria alternata
4 T2 Alternaria alternata _ .
5 T2 Alternaria alternata " gf;j‘md"'k”’ace
6 T2 Alternaria alternata = Phomopsis 1
7 T2 Alternaria alternata
8 T2 Alternaria alternata ® Drozdzaki
9 T2 Drozdzaki
10 T2 Phomopsis 1 m Colletotrichum x
11 T2 Alternaria alternata gloeosporioides
12 T2 Phomopsis 1
13 T2 Phomopsis 1
14 T2 Colletotrichum x

gloeosporioides



Wyniki — hodowla

na pozywce agarowej

Analiza mikroskopowa przeprowadzona
w Zespole Ochrony Lasu we Wroctawiu dla wariantu T3
Autor: mgr inz. K Nowik

© 0O ~N O UNWNR 5

PR R e
w N Pk O

Wariant
temperaturowy

T3
T3
T3
T3
T3
T3
T3
T3
T3
T3
T3
T3
T3

Rodzaj/ gatunek grzyba

Niezarodnikujgce rézowe
Alternaria alternata
Phomopsis 1
Ulocladium botryosum
Alternaria alternata
Alternaria alternata
Alternaria alternata
Phoma sp.
Alternaria alternata
Phomopsis 1
Alternaria alternata
Alternaria alternata
Phomopsis 1

¥

FraxUmLBG

Y

eea norway
grants

grants

Wariant T3

B Alternaria alternata

B Niezarodnikujace
rézowe

= Phomopsis 1

H Ulocladium
botryosum

M Phoma sp.



Wyniki — hodowla
na pozywce agarowej

Wariant T2

B Alternaria alternata

B Niezarodnikujace
jasne

= Phomopsis 1

W Drozdzaki

H Colletotrichum x
gloeosporioides

¥

FraxUmLBG
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Wariant T3

B Alternaria alternata

B Niezarodnikujace
rézowe
= Phomopsis 1

m Ulocladium botryosum

B Phoma sp.
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Analiza ilosciowa: FraxUmLBG

najliczniej kolonie grzybéw wzrastaty na fragmentach nasion w wariantach T1/KO i LN

najmniej licznie zainfekowane byly nasiona po termoterapii T2 (iloS¢ wyrastajgcych kolonii
stanowita zaledwie 6% ilosci kolonii stwierdzonych w wariancie T1/KO)

natomiast ilos¢ kolonii grzybow stwierdzonych w wariancie T3 stanowita okoto 27% ilosci kolonii

stwierdzonych w wariancie T1/KO.

Tl
mT2
mT3

mLN

llos¢ kolonii grzybéow we wszystkich wariantach
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Prace laboratoryjne

Przekazanie 4 400 probek do badan molekularnych

gie nasion przed wylozeniem na tadanie fragmentéw nasion do Zamrozenie prob
oznaczonych probowek 0°C do badan molekularnych
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Etapy izolacji DNA

46




Opracowanie procedury

Marker

Ssr38
Ssr58
Ssrll4
Ssr198
Ssr206
Ssr211
Ssr212
ChF 1 (F)

ChF 1 (R)

Znacznik
fluorescencyjny

NED

NED

NED

* ICELAND
LIECHTENSTEIN

L4 NORWAY

Q Q eed

FraxUmLBG grants

Przewidywana dtugos¢é
produktu (bp)

315
188
243-288
220-227
307
300-302
378
456

456

norway
grants

Zrédio

Gherghel et al. (2014)
Gherghel et al. (2014)
Gherghel et al. (2014)
Gherghel et al. (2014)
Gherghel et al. (2014)
Gherghel et al. (2014)
Gherghel et al. (2014)
Johansson et al. (2010)

Johansson et al. (2010)
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ssr198 ssrll4 ssr211 ssr206

A A M

=

Wzorcowy elektroforogram — uzyskana w programie GeneMapper wizualizacja
rozdziatu fragmentow DNA w analizatorze genetycznym.

Wykorzystane markery: ssr198, ssr1l14, ssr211, ssr206 (Gherghel et al., 2014).



Weryfikacja testu molekularneqo

|. Szerokie spektrum materiatu biologicznego:

sskora pedéw Fraxinus excelsior;

sstkanki podkorowe . peddéw Fraxinus excelsior
(kambium/floem);

ssdrewno peddéw Fraxinus excelsior;

ssczysta grzybnia Hymenoscyphus fraxineus
z podtoza MAE (Malt Extract Agar);

ssczysta grzybnia Hebeloma crustuliniforme
z podtoza MAE;

ssowocnik Agaricus spp. (hymenofor i trzon
owochika);

ssskrzydlaki Fraxinus excelsior

g,‘& o Y,
@ eea norway
FraxUmLBG grants  grants

Il. Potwierdzenie specyficznosci markerow:

>

L)

% Hodowle H. fraxineus (z monokultur

uzyskanych in vitro
z zainfekowanych pedéw i ogonkéw
lisciowych jesionu) oraz

% H. albidus — zakupionego w postaci
czystej kultury in vitro z biobanku CBS-
KNAW Fungal Biodiversity Center




Weryfikacja testu molekularnego & e QY
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Hymenoscyphus albidus Hymenoscyphus fraxineus

Zrédto: 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 molekularneqo

L2

[1l. Wartosc¢ testu:

Fvr

» proby dodatnie;
% proby ujemne;

» préby mieszane

ICELAND
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V. Kontrole biezgce:

D)

» Kontrole dodatnie;

D)

% Kontrole ujemne

Y
norway
grants
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ANnaliza molekularna
- zestawienie

Stanowiska, dla ktorych stwierdzono obecnosé materiatu genet
Nr sta- Lesnictwo, oddziat/

RDLP Nadlesnictwo
nazwarezerwatu

nowiska
3 Szczecin Choszczno Skalisty Jar Libberta
7 Szczecin tobez Winniki, oddz. 331i
10 Gdansk Kwidzyn Las Matawski
11 Gdansk Wejherowo Darzlubie, oddz.224t
16 Radom Pinczow Tereséw 356f
17 Katowice Brzeg Barucice
18 Krakow Niepotomice Ispina 421 c

& ICELAND
LIECHTENSTEIN
NORWAY

A

~ eeaqa
FraxUmLBG grants
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genu H. fraxineus

Kategoria obiektu

Rezerwat przyrody

Zrddto nasion

Rezerwat przyrody

Drzewostan

Drzewostan
Rezerwat przyrody
Drzewostan

llos¢ prob
dodatnich

1

8
3

1

2
63
40

llos¢ prob

400

400
400

400

400
400
400

Dodatni wynik testu molekularnego uzyskano dla 118 z 4 400 skrzydlakow (2,7%), pochodzgcych
z siedmiu z badanych jedenastu stanowisk. WiekszoS¢ prob dodatnich (103, co stanowi 87,3%)
stwierdzono w Nadlesnictwie Brzeg oraz Nadlesnictwie Niepotomice.

N RDLE Nadesmcwo Ceflieho ovdml
12 Torun Jamy Rogézno Zamek
13 Torun Zamrzenica Lnianek, oddz. 166d
14 Torun Torun Ptutowo

15 Torun Zotedowo Kruszyn 475a

Kategoria obiektu

Rezerwat przyrody

Lnianek, oddz. 166d

Rezerwat przyrody
Zrédfo nasion

llos¢ préb
dodatnich
0

0
0
0

llosé prob
400
400

400
400



Analiza dwutorowa

7
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W ramach realizacji doswiadczenia przeanalizowano,

w Il etapach, 4 400 sztuk skrzydlakéw jesionu wyniostego,
pochodzacych z 11 stanowisk (pula 170 drzew).

Kazdy skrzydlak, po sterylizacji powierzchniowej i poddaniu

wariantowi krio- lub termoterapii, zostat w sterylnych

warunkach rozdzielony na dwie czgsci. Jedna byta wyktadana

na specjalng pozywke hodowlang celem

namnozenia mikroorganizmow zasiedlajgcych
materiat roslinny, z drugiej izolowano DNA totalne
| wykonywano molekularny test diagnostyczny
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Analiza dwutorowa - wyniki

Nr sta-
nowiska

10

11
16
17
18

RDLP

Szczecin

Szczecin

Gdansk

Gdansk
Radom
Katowice

Krakow

Nadlesnictwo
nazwarezerwatu

Choszczno  Skalisty Jar Libberta
Winniki,
tobez oddz. 331
Kwidzyn Las Matawski
: DarzZlubie,
Wejherowo oddz.224t
Pinczow Teresow 356f
Brzeg Barucice
Niepotomice Ispina,oddz.421 c

Lesnictwo, oddzial/

A
-

FraxUmLBG

Kategoria obiektu

Rezerwat
przyrody

Zrddto nasion

Rezerwat
przyrody

Drzewostan

Drzewostan
Rezerwat
przyrody

Drzewostan

suma

0

llosé
prob

400
400
400

400
400
400
400

grants

Y

norwa
grants

Hodowla (+)
llos¢ Odsetek

0 0,00%
0 0,00%
0 0,00%
0 0,00%
1 0,25%
9 2,25%
3 0,75%

Test mol. (+)
llos¢ Odsetek
1 0,25%
8 2,00%
3 0,75%
1 0,25%
2 0,50%
63 15,75%
40 10,00%
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Ocena skutecznoéci krioterapii i termoterapii. . o w... ~
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- OSIAGNIECIA

VI.

VII.

Przebadano zatozong pule materiatu, tj. skrzydlaki z 170 osobnikéw po 3 wariantach termoterapii
(3 x 170) oraz po krioterapii;

Potwierdzono obecnos¢ H. fraxineus w skrzydlakach jesionu wyniostego;

Opracowano szybki test diagnostyczny na obecnos¢ H. fraxineus w tkankach jesionu wyniostego
(skrzydlaki, nasiona, pedy, liscie);

Krioterapia nie jest skuteczna w zwalczaniu patogenow;

Dzieki potgczeniu metody klasycznej (hodowlanej) i molekularnej wykazano skutecznosc
termoterapii;

Zastosowane termoterapii skutecznie eliminuje wiekszosé rodzajow grzybéw zwigzanych

ze skrzydlakami jesionu wyniostego w tym Hymenoscyphus fraxineus;
Zastosowanie krioterapii i termoterapii nie wptyneto na utrate zywotnosci skrzydlakow jesionu

wyniostego.
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