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ABSTRACT

Przybylski P, Sikora K., Mohytych V., Whostowski M. 2020. Wptyw zabiegu agrotechnicznego na stan zdro-
wotny klonalnej plantacji nasiennej jesionu wyniostego (Fraxinus excelsior 1..) w kontekscie jej porazenia
przez Hymenoscyphus fraxineus ('T. Kowalski). Sylwan 164 (5): 404-413. DOLI: https://doi.org/10.26202/sylwan.
2020036.

Ash is an important component of European forest ecosystems. In recent years the stability of
the species has been threatened by the fungus Hymenoscyphus fraxineus (T. Kowalski) Baral,
Queloz & Hosoya 2014 (anamorph Chalara fraxinea). Infested stands die out dynamically, and
forest management does not have the seeds to restore future populations. Seed orchards may
be a suitable place, where the seed can be obtained, and through which the results of immuno-
logical selection can be implemented. To reduce the infestation of seed orchards by H. fraxineus,
autumn leaves that are the source of inoculum can be removed. Hence, the main aim of the
study was to assess the impact of the removal of fallen leaves on the health status of clonal seed
orchard of ash. The studied seed orchard is located in the F.omza Forest District (N 22.06, E 53.31),
observations were made on 237 strains of 31 clones of parents. The health of ash trees based on
the defoliation of crowns was assessed in August, in years 2018-2019. In order to reduce the
source of H. fraxineus inoculum in the next vegetation season, an agrotechnical procedure was
carried out on the orchard site to completely remove fallen ash leaves. ANOVA was used to
determine the effect of this procedure on the health of ash crowns. A significant reduction in
the level of defoliation (F=12.89) was demonstrated over the years of observation. The reaction
of individual clones to the procedure was not uniform. The best result was obtained for clones
with low and stable defoliation levels in strains. This result confirms that systematic application
of agrotechnical treatment has a beneficial effect on the health and regeneration capabilities of
selected clones. This result is as expected and shows the potential to carry out immunological
selection of ash.
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Wstep

Jesion wyniosty (Fraxinus excelsior L..) stanowi istotny skladnik ekosysteméw lesnych, petnige
funkcje zaréwno gospodarcze, jak i ekologiczne. Zwicksza réznorodnosé biologiczng specyficz-
nych terenéw lesnych charakterystycznych dla gatunku, takich jak np. ols jesionowy [Dobro-
wolska i in. 2011; Thomas 2016]. Udzial jesionu w ogélnej powierzchni lesnej Europy jest jednak
niewielki i wynosi mniej niz 1% [Hemery 2008]. Zauwazy¢ nalezy prawdopodobny wzrost jego
znaczenia gospodarczego na skutek dynamicznych zmian klimatu [Rawlik, Jagodziriski 2019].
Czynnikiem ograniczajgcym wystgpowanie jesionu w lasach i prowadzacym do jego catkowi-
tego wyrugowania z nicktérych lokalizacji [McKinney i in. 2014] jest grzyb pucharek jesionowy
Hymenoscyphus fraxineus ('T. Kowalski) Baral, Queloz & Hosoya 2014 (anamorfa Chalara fraxinea)
[Kowalski 2006; Bakys i in. 2009; Gross i in. 2014], zgloszony po raz pierwszy w pétnocno-wschod-
niej Polsce w 1992 roku [Kowalski 2006; Kowalski, Holdenrieder 2009], a obecnie notowany na
obszarze catego kontynentu. Porazone drzewostany niezwykle dynamicznie zamieraja [Pautasso
i in. 2013], co uniemozliwia prowadzenie w nich trwalej i zréwnowazonej gospodarki lesnej. Po-
wszechne zamieranie jesionéw wptyneto na praktyczne zaprzestanie jego hodowli w szkétkach
lesnych w Polsce. Ograniczone sg takze Zrédha nasion, z ktérych mozna potencjalnie odnowi¢ pol-
ska populacj¢ jesionu. Mozliwym Zrédlem nasion (lesnego materiatu rozmnozeniowego — LMR)
sg plantacje nasienne, dotychczas zakladane celem akumulacji w pokoleniu potomnym
hodowlanego zysku genetycznego [Almqvist 2013; Przybylski 2015]. W Polsce jedyng funkcjo-
nujacy klonalng plantacjg nasienng jesionu jest obiekt w Nadlesnictwie L.omza, obecnie silnie
porazony przez H. fraxineus. Nalezy zauwazy¢, ze klony drzew matecznych jesionu rosngce w plan-
tacji zostaly wybrane ze wzgledu na wybitne cechy hodowlane, zas zwigkszona odpornosé na
chorobg nie byla podstawowg cechg selekcyjna. Selekcja hodowlana drzew lesnych nakierowana
na cechy odpornosciowe nalezy do metod majgcych na celu hamowanie gospodarczych skutkéw
zamierania jesionéw [Skovsgaard i in. 2016]. Wedtug badan Lobo i in. [2014] istnieje zwigzek po-
mi¢dzy zmienno$cig genetyczng wybranych pochodzen jesionéw a podatnoscig w zamieranie
spowodowane porazeniem przez H. fraxineus. W badaniach tych, podobnie jak w pracach McKinney
iin. [2011] i Kjer i in. [2012], nie stwierdzono jednak wystgpowania genotypu catkowicie odpor-
nego na chorobg. Wedlug McKinney i in. [2014] osobniki wykazujace niskg podatnosé na zamie-
ranic w wyniku porazenia przez H. fraxineus wystgpuja w populacjach bardzo rzadko.

Do zakazenia jesionéw przez H. fraxineus dochodzi w okresie letnim (kulminacja VI-VIII),
kiedy z dojrzatych apotecjéw, tworzacych si¢ na ogonkach lisci opadtych w poprzednim sezonie
wegetacyjnym, uwalniane sg masowo zarodniki workowe mogace rozprzestrzeniaé si¢ wraz z wia-
trem [Kowalski, Holdenrieder 2009]. Zamicranie jesionu manifestuje si¢ w poczatkowej fazie
przebarwieniami i wigdnig¢ciem lisci, przedwczesng defoliacja, nekrozg mtodych jednorocznych
pedéw, a w rezultacie zamieraniem catej korony [Kowalski 2001]. Poczatkowe objawy uwidacz-
niajg si¢ gléwnie w koronie, aby w pé7niejszym etapie doprowadzi¢ do zamarcia catego drzewa
[Kowalski, f.ukomska 2005]. Obserwacje poziomu defoliacji koron uwaza si¢ wi¢c za poprawng
metode oceny skali porazenia jesionéw przez H. fraxineus. Przedwezesna utrata aparatu asymila-
cyjnego jest takze jednym z mechanizméw obronnych drzew przed porazeniem wtérnym przez
H. fraxineus [McKinney i in. 2012].
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Celem pracy byla ocena wplywu usunigcia opadlych lisci na stan zdrowotny klonalnej
plantacji nasiennej jesionu w kontekscie jej porazenia przez H. fraxineus. Posrednim celem pro-
jektu byta analiza stabilno$ci pomig¢dzy szczepami reprezentujacymi jednoimienne klony. Sfor-
mulowano hipotez¢ badawczg: mechaniczne usunigcie opadtych lisci w terminie zimowym lub
wczesnowiosennym nie bedzie miato wpltywu stan zdrowotny jesionéw oceniany na podstawie
defoliacji ich koron.

Material i metody

Badana klonalna plantacja nasienna jest zlokalizowana w Nadlesnictwie F.omza (N 22,06, E 53,31),
na siedlisku lasu wilgotnego, glebie glejowej wlasciwej. Pokrywa byta zadarniona, a w runie rosty
trawy (turzyca). Objawy porazenia przez H. fraxineus na zaszczepionych klonach obserwowano
od momentu zatozenia plantacji w 2002 roku, natomiast w 2006 roku zamierato juz okoto 30%
wszystkich szczepéw z obiektu.

Na terenie plantacji nasiennej zlokalizowana jest stacja meteorologiczna umieszczona na
wysokosci 5 m nad powierzchnig gruntu. Pomiary wykorzystane do analiz statystycznych zapisy-
wane byly w interwale jednominutowym. W tabeli 1 zaprezentowano srednie wartosci miesi¢cznej
temperatury i wilgotnosci wzglednej wyliczone na podstawie Srednich z godzinnych interwatéw
zebranych w ciggu doby kazdego dnia miesigca.

Obserwacje przeprowadzono na 237 szczepach 31 klonéw drzew matecznych pochodzacych
z 6 nadlesnictw RDLP w Biatymstoku. Obserwacje wykonano w kwaterze 2, gdzie przezywal-
nos¢ szczep6w w roku 2018 wynosita 64% i byla najwyzsza na calej plantacji.

Stan zdrowotny jesionéw byt szacowany w latach 2018-2019 w sierpniu na podstawie opisu
lisci poszczegdlnych szczep6w z plantaciji i stopnia ich defoliacji. Defoliacja oceniana byta z po-
ziomu gruntu jednocze$nie przez dwdéch taksatoréw obserwujgcych ramety z przeciwnych stron
korony. Przyjmowana do analiz defoliacja byta srednig arytmetyczng z dwéch wartosci defoliaciji
korony, mierzonej w skali od 0 do 100% (drzewo martwe). Opisana metodyka jest zgodna ze stan-
dardami migdzynarodowymi przyjetymi w projektach ICP Forests i ICP-Focus [Lorenz 1995].

Celem potwierdzenia wystgpowania H. fraxineus pobrano do badari fragmenty biezgcych
przyrostéw pgdéw z losowo wybranych drzew wykazujacych objawy porazenia (ryc. 1). Analizy
laboratoryjne oraz identyfikacja makroskopowa uzyskanych kultur patogenu prowadzone byty
wedlug metodyki opisanej przez Kowalskiego i Bartnika [2010] (ryc. 1). Uzyskane izolaty wykazy-
waly cechy charakterystyczne dla opisanego przez autoréw typu B kolonii, o grzybni biatej, nie-
réwnomiernie przebarwiajgcej si¢ do z6ttopomarariczowej (ryc. 2). Identyfikacja morfologiczna
wybranych izolat6w H. fraxineus zostata poparta sekwencjonowaniem regionu barkodowego I'TS
[Chandelier i in. 2009]. Sekwencje regionu barkodowego zdeponowano w bazie danych GenBank
(ncbi.nlm.nih.gov) pod numerami M'T053856 oraz M'T053857.

Tabela 1.
Srednia temperatura (T ['C]) i wilgotnosé wzgledna (Rh [%]) w obrebie badanej plantacji w latach 2018-2019
(M - $rednia roczna)
Average temperature (T ['C]) and relative humidity (Rh [%]) within the examined orchard during the years
2018-2019 in monthly intervals (M — annual mean)

I I m Iv. v VvI VII vill IX X XI XI M

T2018 -12 42 -06 124 181 192 212 207 160 96 34 01 96
T2019 34 19 47 99 135 223 190 201 143 106 53 24 101
Rh2018 90,8 854 735 656 572 581 694 668 697 775 902 950 749
Rh2019 92,8 834 751 514 699 610 648 649 713 84 901 903 748
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Rye. 1.

Objawy fenotypowe porazenia jesionéw przez H. fraxineus wraz z identyfikacjg makroskopows prowadzong
w laboratorium

Phenotypic symptoms of ash infestation by H. fraxineus together with the macroscopic identification carried
out in the laboratory
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Rye. 2.

4-tygodniowa kolonia H. fraxineus rosngca na
podtozu stodowym (2% MEA)

4-week H. fraxineus colony growing on malt
medium (2% MEA)

Na terenie plantacji nasiennej przeprowadzono w listopadzie 2018 roku zabieg agrotech-
niczny majgcy na celu catkowite usunigcie opadlych lisci jesionu, ktére moglyby stanowic
7rédlo inokulum H. fraxineus w kolejnym sezonie wegetacyjnym. Zabieg polegal na koszeniu
trawy na wysokosci 5 cm przy uzyciu kosiarki rolniczej dyskowej, nastepnie zgrabianiu trawy
i opadtych lisci w pojedynczy rzad przy uzyciu zgrabiarki ciggnikowej karuzelowej, w sposéb
umozliwiajgcy wykorzystanie prasy wysokiego zgniotu. W ostatnim etapie zebrano zielong mase
w baloty o $rednicy 1,3 m i usunigto je z terenu plantacji.

Dla okreslenia wptywu przeprowadzonego zabiegu na stan zdrowotny koron jesionéw
wykonano analiz¢ wariancji (ANOVA) w $rodowisku R wedtug modelu liniowego:

Vypw =W+ G+ L+ G+ b+ 1 (R) + ey,
gdzie:

Vi~ ijkn-ta obserwacja,

4 — $rednia ogélna,

g, — staty wptyw /-tego klonu,

1~ losowy wplyw j-tego roku,

- losowy efekt interakcji migdzy i-tym klonem a j-tym rokiem,

#, = losowy wptyw £-tej kolumny w doswiadczeniu,

r,(#,) = losowy wptyw z-tego rzgdu w £-tej kolumnie doswiadczenia,

Gt~ blad ijén-tej obserwacji.

Wyniki
Na badanej plantacji nasiennej srednia defoliacja szczepéw rosngeych na kwaterze 2 w roku 2018
byta réwna 0,36, natomiast rok pézniej 0,33. Réznice pomigdzy latami zaobserwowano takze
w miarach rozrzutu dla poszczegdlnych szczep6w (ryc. 3). Wplynety one na istotnie rézny poziom
defoliacji (p<0,001) w latach obserwacji (tab. 2). Poza latami obserwacji istotne réznice opisano
pomiedzy klonami (p=0,001) i ich lokalizacjg na plantacji (p=0,001) oraz interakcjg pomig¢dzy
czynnikami (tab. 2).

Rézna liczba szczepéw w klonie nie miata wptywu na tendencj¢ zmian sredniej defoliacji
(ryc. 3), wyraznie rézna byla natomiast reprezentacja szczepéw w poszezegélnych klonach — od
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<0,001
<0,001
<0,001

0,024
<0,001

7,325
12,890
12,763

1,648

7,761

MSS
903,691
1590,126
1574,481
203,276
123,365

Wplyw zabiegu agrotechnicznego
957,497

SS
27 110,734
1590,126
23 617,222
6 098,293
183 839,482
25 536,581

30
15
30
192
207

Df

Tabela 2.
Ocena stanu zdrowotnego koron analizowanych szczepéw wedtug modelu uwzgledniajgcego klon, rok, loka-

lizacj¢ (kolumna) i interakcje miedzy czynnikami

Klon

Rok

Kolumna

Klon x Rok
Rzad (Kolumna)
Reszta
Residuals

Assessment of the health status of the crowns of the analyzed strains according to the model including: clone

(klon), year (rok), location (kolumna) and interaction between factors.
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2 do 13 roslin. Na zabieg usunigcia opadtych jesienig lisci szczepy zareagowaly gléwnie przez
istotne zmniejszenie poziomu defoliacji koron (ryc. 3). Do wyjatkéw nalezy klon 5524, gdzie od-
notowano zwickszone uszkodzenia. Zauwazy¢ natomiast nalezy jego pierwotnie wysoki poziom
defoliacji w 2018 roku i liczb¢ szczepéw réwna 2, co minimalizuje mozliwos¢é zmiennosci
wewngtrzklonalnej. Dla wickszosci szczepéw obserwowane zmniejszenie defoliacji wynosito do
10%, poza klonem 7888, w ktérym defoliacja w roku 2019 zmniejszyta si¢ wzgledem roku 2018
0 22%. Klon ten wykazywat w 2018 roku defoliacj¢ réwng 57% i reprezentowany byt na plantacji
przez 4 szczepy.

Reakcja poszczegélnych klonéw na porazenie patogenem byla réznorodna. Na plantacji
zaobserwowano klony stabilne w szczepach (odchylenie standardowe=8), oznaczone jako 6313,
791817246 (ryc. 3), ktérych srednia defoliacja byta niska i wynosita 24%. Klony niestabilne, tzn.
te, w ktdrych szczepy charakteryzowaly si¢ zréznicowang defoliacjg (odchylenie standardowe
=31), oznaczone numerami 7875, 3385 i 7882, osiggaty wysokg Srednig wartos$¢ defoliacji korony
— wynoszacg ponad 50% (ryc. 3).

Dyskusja
Jednym z naturalnych czynnikéw selekeyjnych majacych wpltyw na zmiennosé genetyczng drzew
lesnych i ich adaptacj¢ do lokalnych warunkéw srodowiskowych jest wystepowanie choréb grzy-
bowych i gradacji owadéw szkodliwych [Gonzalez-Martinez i in. 2006]. Czynniki te w naturalny
sposéb dokonujg selekc;ji, eliminujgc z puli genowej te rosliny, ktére nie wyksztatcity mechaniz-
méw obronnych na poziomie odpornosci biernej lub czynnej, pozostawiajgc osobniki odporne lub
tolerancyjne na ich dziatanie. Celem zidentyfikowania jesionéw charakteryzujacych si¢ wyzszg
odpornoscig na zamieranie wykorzystuje si¢ czgsto wskazniki fenologii p¢dzenia wiosennego
i momentu zrzucania lisci jako ostateczne kryterium selekeji [Bakys i in. 2009]. Na tej podsta-
wie typuje si¢ drzewa, ktére powinny pozosta¢ w drzewostanach (gdy istnieje taki wybdr) lub zo-
sta¢ objete ochrong ex sifu. Badania duriskie [McKinney i in. 2014] pokazuja, Ze jesiony o wezesnym
starzeniu si¢ lisci i ich zrzucaniu wydajg si¢ by¢ bardziej tolerancyjne na porazenie H. fraxineus.
W ostatnich latach liczne zespoly badawcze, gtéwnie z Wielkiej Brytanii oraz Danii [Harper i in.
2016; Sollars i in. 2017; Stocks i in. 2019], prowadzily poszukiwania genotypéw jesionu odpor-
nych na H. fraxineus oraz genéw odpowiedzialnych za t¢ cechg. Badania Stocks i in. [2019], kt6re
oparto na analizie genomu 1250 drzew, wyodrebnity ponad 3100 polimorficznych miejsc w DNA
potencjalnie zwigzanych z odpornoscig na porazenie przez H. fraxineus. Analizy takie, nazywane
badaniami asocjacyjnymi catego genomu jesionu (GWAS — Genome-Wide Association Studies),
majg w przysztosci wspiera¢ program selekeji opartej na genomie (GS — Genome Selection). Z dru-
giej strony badania przeprowadzone przez Kjer i in. [2012] sygnalizujg, ze wartosci hodowlane
wskazujgce na odpornos¢ jesionéw sa roztozone normalnie, co sugeruje zwigzek odpornosci z eks-
presja kilku genéw. Zaleznos¢ t¢ potwierdzajg takze inne badania, ktére dodatkowo wskazujg
na kumulacj¢ cech odpornosci w rodach [Mufioz i in 2016]. Prezentowane analizy potwierdzajg
rozktad normalny genéw odpowiedzialnych za zwigkszona odpornosé, o czym swiadczy zrézni-
cowana reakcja szczep6w w klonach na porazenie. W tym kontekscie interesujgca jest wprost
proporcjonalna korelacja mniejszej defoliacji z mniejszg zmiennoscig wewngtrzklonalng. Wyko-
rzystanie markeréw molekularnych w skali gospodarczej jest ograniczone przez ich wysoki koszt
i niemoznos$¢ prowadzenia analiz na duzej grupie osobnikéw. Z tych przyczyn selekcja odpor-
nosciowa jesion6w na H. fraxineus wykorzystuje w szerokim zakresie obserwacje fenotypowe.
Jedng z podstawowych charakterystyk ocenianych na podstawie cech zewnetrznych rosliny jest
ocena defoliacji koron porazonych drzew. Metodg t¢ wykorzystali w swoich badaniach mi¢dzy
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innymi Vacek i in. [2015], analizujac stopieri porazenia karkonoskich populacji jesionu w latach
2009-2015. Pamigtac nalezy, ze catkowita lub czg¢$ciowa defoliacja moze by¢ fizjologiczng od-
powiedzig rosliny na wiele czynnikéw biotycznych i abiotycznych [Collin i in. 2000], natomiast
poprawa niekorzystnych warunkéw wzrostu moze wplyng¢ na catkowitg rekonstrukcjg¢ aparatu
asymilacyjnego. Badania Hardovej [2015] wskazuja na wyzszg dynamik¢ zamierania na glebach
wilgotnych o wysokim poziomie wéd gruntowych. W tym kontekscie teren, na ktérym zostata za-
tozona analizowana plantacja, sprzyja rozwojowi H. fraxineus. W przyszlosci powinno si¢ wybieraé
pod plantacje nasienne jesionu gleby mniej wilgotne. Analizy Dobrowolskiej i in. [2011] wska-
zujg dodatkowo wzrost $miertelnosci jesionéw przy znacznym obnizeniu wéd gruntowych i powta-
rzajacych si¢ odchyleniach wilgotnosci i temperatury od wartosci zwyktych. W prezentowanych
badaniach obserwacje wilgotnosci wzglednej i temperatury na szkétce wykluczajg wplyw czyn-
nikéw meteorologicznych na zmiang¢ tendencji rozwoju choroby. Nalezy wigc przypuszczad, ze
wykazana mniejsza defoliacja koron ocenianych jesionéw jest zwigzana z usuni¢ciem materiatu
infekcyjnego. Trzeba bowiem pamigtad, ze apotecja H. fraxineus mogg rozwijaé si¢ na ogonkach
lisciowych do dwdch lat po opadnigciu lisci [Gross, Holendenrieder 2013], stanowigc nieprzer-
wane Zrédlo zakazenia. Usuwanie opadtych lisci lub przyspieszenie ich rozktadu uznawane jest
za skuteczng metod¢ w redukcji inokulum patogenu, a przez to w ograniczaniu zamierania
jesionéw [Bartha i in. 2017]. Powyzsze wnioski wydaja si¢ by¢ zbiezne z hipotezg o wplywie pe-
dzenia wiosennego na zwigkszong odpornos¢ na H. fraxineus [McKinney i in. 2012]. Autorzy
taczyli réznice w fenologii z ucieczkg od choroby, w prezentowanym przypadku usunigto zas
material wtdrnie infekeyjny. Jesiony w obrgbie ocenianej plantacji mogly bronic si¢ wige przed
patogenem, réznicujgc si¢ wzajemnie w dynamice mozliwosci rewitalizacyjnych. Z tej przyczyny
plantacje nasienne, w ktérych mozna sztucznie stworzy¢ korzystne warunki Srodowiskowe,
niemozliwe do uzyskania w ekosystemach naturalnych, sg nicocenionym obiektem badawczym.

7 gospodarczego punktu widzenia plantacje nasienne sg Zrédtem tatwo dostgpnych nasion
o wyzszej wartosci hodowlanej niz nasiona pozyskiwane w drzewostanach. Nalezy natomiast za-
chowa¢ maksymalng zmienno$¢ genetyczng plantacji, co w kontekscie jesionu jest zagadnieniem
kluczowym. Z tej przyczyny zamieranie konkretnych klonéw nie tylko zmniejsza wielko$¢ obiektu,
ale znacznie obniza jej warto$¢ efektywng [Przybylski i in. 2019]. Na plantacjach nasiennych je-
sionu stanowigcych potencjalne 7rédto nasion, obszar ochrony genetycznej ex situ i doswiadczenie
badawcze nalezy stosowaé zabiegi dodatkowe poprawiajgce ich kondycjg fizjologiczng. Z zapre-
zentowanych obserwacji wynika, ze systematyczne usuwanie opadtych lisci pozytywnie wptywa
na stan zdrowotny i mozliwosci regeneracyjne klonéw drzew matecznych jesionu.

Whnioski

# Usunigcie opadtych na zimg lisci na klonowej plantacji nasiennej jesionu dato pozytywne re-
zultaty, przejawiajace si¢ zmniejszeniem defoliacji koron analizowanych ramet.

# Wykazana réznorodna reakcja szczepéw w klonie na wykonany zabieg agrotechniczny po-
twierdza zwigzek odpornosci z ekspresjg kilku genéw, a ich rozktad ma charakter normalny.

# Plantacje nasienne jesionu, jako szczegdlna forma sztucznych populacji hodowlanych maja-
cych zapewnic gospodarczy dostgp do nasion, powinny zosta¢ objgte zabiegami ochronnymi
w celu zachowania maksymalnej wewngtrznej zmiennosci genetycznej.
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