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WSTEP

Czestaw Koziot
Lesny Bank Gendéw Kostrzyca, Mitkdw 300, 58-535 Mitkow
Czeslaw.Koziol@Ibg.lasy.gov.pl

Lasy deszczowe strefy umiarkowanej, jak nazywane sg czasem lasy tegowe Europy, pet-
nig niezwykle cenng role ekosystemowa. Bedgc ogromnym rezerwuarem réznorodnosci
biologicznej tworzacej zazwyczaj tréjwarstwowy uktad roslinnosci, sg zarazem niezwy-
kle wrazliwe na wszelkie zmiany srodowiskowe, w tym przede wszystkim zmiany uwil-
gotnienia gleby. W wyniku zmian klimatycznych oraz dziatalnosci cztowieka, polegajacej
na osuszaniu terendéw zalewowych, regulacji koryt rzecznych i pogtebianiu rzek, budowy
watdéw przeciwpowodziowych — siedliska tegowe ulegaja procesowi brunatnienia gleb
i w konsekwencji gradowienia, w wyniku czego powstaja siedliska przejsciowe pomie-
dzy tegami a gradami badz ich formy mozaikowe (Herbich 2004).

Jesion wyniosty, wigz goérski, pospolity i szyputkowy nie majg duzego znaczenia go-
spodarczego w Polsce, jednak sg sktadnikiem niezwykle juz rzadkich siedlisk tegowych
zajmujacych w ok. 0,11% powierzchni naszego kraju, co odpowiada obszarowi ok.
338,6 km?2. Ich udziat w areale wszystkich zespotow stanowi 3,62%, za$ ich udziat w po-
wierzchnilaséw to 0,39% (Matuszkiewicz 2001). W Polsce wigzy zajmujg zaledwie 0,24%
powierzchni laséw (Filipiak A. iin. 2014) natomiast jesion 0,50% (Patucka, Koziot 2015).

Wyodrebniamy dwie grupy lasow tegowych (Matuszkiewicz 2001; Kaszynski B. Szczu-

kowska H. 2012):

¢ lasy olszowe, jesionowe i wigzowe, nalezace do klasy Querco-Fagetea, rzedu Fageta-
lia sylvaticea, tworzace zwigzek Alno-Ulmion,

¢ lasy wierzbowe i topolowe, nalezgce do zwigzku Salicion albae, nalezgce do klasy
Salicetea purpureae.

W obrebie zwigzku Alno-Ulmion spotykamy 8 zespotéw lesnych (Matuszkiewicz 2001):

e tegijesionowo-wigzowe, wystepujace przede wszystkim w dolinach duzych rzek,

e tegi jesionowo-olszowe, skupione w lekko zabagnionych dolinach matych rzek, to
najczesciej spotykany typ fegu w naszym kraju,

e tegi olszowe gwiazdnicowe, usytuowane w dolinach niewielkich i szybko ptyngcych

potokdw,

podgérski teg jesionowy, zréznicowany regionalnie, spotykany w formie nizowej (po-

morskiej) i podgdrskiej w odmianach: sudeckiej, wschodniokarpackiej i zachodnio-

karpackiej,

e nadrzeczna olszyna gorska, to teg zwigzany z gérskimi aluwiami rzecznymi,

¢ bagienna olszyna gérska wystepujaca w Karpatach,

e feg jesionowy z jarzmianka, stanowigcy posta¢ podgdrskiego tegu jesionowego,

e teg wigzowy z fiotkiem wonnym, ktory jest bardzo unikalng postacia tegowego lasu
wigzowego, spotykanego w dolinach dolnej Odry.
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W kolejnej grupie zwigzku Salicion albae lasy tegowe reprezentowane s przez (Matusz-

kiewicz 2001):

e tegi wierzbowo-topolowe, wystepujgce na piaszczystych madach w zasiegu cyklicz-
nych wylewow rzek, bardzo popularne w Polsce,

e nadrzeczne tegi wierzbowe — ich usytuowanie zwigzane jest z corocznymi zalewami,
gdzie na piaszczystych aluwiach rzecznych spotykamy przedstawicieli réznych gatun-
kéw wierzb wraz z ich wczesnymi stadiami rozwoju czyli wiklinowiskami, réwniez
typowe dla krajobrazu naszego kraju,

e nadrzeczne tegi topolowe, zdominowane przez topole, ktore rozwijajg sie w strefie
okresowych zalewdw.

Zainteresowanie Lesnego Banku Gendw Kostrzyca czynng ochrong siedlisk tegowych
poprzez ochrone zmiennosci genetycznej najwazniejszych drzewiastych komponentéw
tych siedlisk tj. jesionu wyniostego (Fraxinus excelsior L.), wigzu gorskiego (Ulmus gla-
bra Huds.), wigzu szyputkowego (UImus laevis Pall.) i wigzu pospolitego (UImus minor
Mill.) zwigzane byto z jednej strony z faktem, iz gatunki te staty sie wrecz rzadkie w la-
sach Europy, w tym w Polsce, ze wzgledu na fragmentacje i postepujgcg w pierwszej
potowie wieku XX degradacje wtasciwych dla nich siedlisk, a z drugiej, z powodu dzie-
sigtkujgcych te gatunki choréb grzybowych spowodowanych przede wszystkim przez
Hymenoscyphus fraxineus oraz Ophiostoma novo-ulmi. Drugg przyczyng jest to, ze jak
dotad nie podjeto takze w Polsce kompleksowych badan dotyczgcych zmiennosci gene-
tycznej populacji tych gatunkéw.

Gatunki wigzéw oraz jesion wyniosty nie sg gatunkami podlegajgcymi prawnej ochronie
w Polsce jednakze siedliska tegowe, ktdre gatunki te zasiedlajg s3 niezwykle cenne dla
Komisji Europejskiej i chronione sg dyrektywg siedliskowg (92/43/EWG). Trudno jest
jednak zachowa¢ wtasciwy stan tych siedlisk (91F0 i 91E0) bez zachowania wtasciwe;j
kondycji gatunkdw szkieletowych dla siedliska. Podczas prowadzonych przez nas prac
spotykaliSmy sie czasem z sytuacjami skrajnymi tj. zupetnym brakiem wskaznikowych
gatunkéw drzewiastych na siedlisku. Dodatkowg przestankg, dla ktérej Lasy Paristwowe
podjety sie zadania czynnej ochrony ex situ zasobdw genowych tych gatunkdéw to fakt,
ze stan siedlisk opisany w przeprowadzonym w latach 2013-2014 monitoringu dla siedli-
ska 91E0 oraz w latach 2009-2011 dla siedliska 91F0 zostat przedstawiony gtédwnie jako
niezadowalajacy lub zty, a w proponowanych dziataniach ochronnych nie proponuje sie
prawie zadnych dziatan o charakterze ochrony czynnej, w tym pilnej ochrony i zachowa-
nia ex situ zasobow genetycznych na poziomie populacyjnym czy osobniczym poszcze-
gblnych, waznych dla istnienia siedliska komponentéw roslinnych, przede wszystkim
drzew tworzgcych niejako szkielet ekosystemu. Tym samym nie sg przestrzegane zapisy
Konwencji o réznorodnosci biologicznej z Rio de Janeiro 1992 gdzie w art. 9 zdefinio-
wana jest koniecznos¢ ochrony ex situ zagrozonych gatunkéw i siedlisk. Jako propozycje
ochrony jesionu wyniostego podaje sie ochrone bierng drzewostanéw (91F0) badz tez
wyltaczanie tegdéw z uzytkowania gospodarczego (91EQ). Jedynymi dziataniami zwigza-
nymi z ochrong czynnga to zwalczanie gatunkéw inwazyjnych. Jedynie w podreczniku
opisujgcym sposdb przeprowadzania monitoringu dla siedliska 91F0 jako wskazéwki do
formutowania zalecen ochronnych dla tego siedliska, w przypadkach zamierania i usu-

wania jesionu i braku szans na wprowadzanie jesionu w odnowieniach, proponuje sie
dziatania czynne polegajace na wprowadzaniu w ramach odnowien sztucznych wigzéw
i debow (http://siedliska.gios.gov.pl).

Prace zaproponowane przez LBG Kostrzyca w projekcie zatytutowanym ,Zachowanie
réznorodnosci biologicznej siedlisk obszaréow NATURA 2000, poprzez ochrone ex situ
jesionu wyniostego, wigzu gorskiego, wigzu pospolitego oraz wigzu szyputkowego na
terenie Polski (FraxUmLBG)” koncentrowaty sie na monitoringu zdrowotnosci tych ga-
tunkéw na wytypowanych stanowiskach z 36 obszaréw Natura 2000 specjalnej ochrony
ptakéw, 71 obszaréw Natura 2000 ochrony siedlisk, 2 obszaréw Natura 2000 posiada-
jacych wspdlne granice dla obszaru ptasiego oraz siedliskowego obejmujgcych gtdwnie
siedliska 91F0 i 91EO, identyfikacji patogenu Hymenoscyphus fraxineus na nasionach
przeznaczonych do dtugookresowego przechowywania i podjeciu préb likwidacji tego
patogenu, zabezpieczeniu w maksymalnym stopniu zmiennosci genetycznej tych ga-
tunkéw ex situ w banku gendw, jak réwniez poznaniu zmiennosci genetycznej jesio-
nu wyniostego w Polsce. Dziatania te sg zaledwie wstepem do planowanych kolejnych
przedsiewzie¢ LBG Kostrzyca zmierzajgcych do zidentyfikowania genotypdw jesiondw
o wysokim poziomie odpornosci na H. fraxineus i utworzeniu z nich plantacji zacho-
wawczej (odpornosciowej), zbadaniu zmiennosci genetycznej wybranych populacji (sta-
nowisk) wigzow w Polsce i utworzeniu archiwum zachowawczego wigzu goérskiego na
terenie Arboretum LBG Kostrzyca. Prace te w konsekwencji maja stuzy¢ przywrdceniu
gatunkdw wigzow i jesionu na wiasciwe dla nich siedliska, tak wazne dla naszego dzie-
dzictwa narodowego.
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ZBIOR | PRZYGOTOWANIE DO PRZECHOWYWANIA
MATERIALU ROZMNOZENIOWEGO JESIONU
WYNIOStLEGO, WIAZU SZYPULKOWEGO, WIAZU
GORSKIEGO ORAZ WIAZU POLNEGO -
ZAGADNIENIA TEORETYCZNE | PRAKTYCZNE

Marcin Beza
Lesny Bank Gendw Kostrzyca, Mitkdéw 300, 58-535 Mitkdw
Marcin.Beza@lbg.lasy.gov.pl

ZALOZENIA PROJEKTU W ZAKRESIE ZBIORU
MATERIAtU ROZMNOZENIOWEGO

W zatozeniach projektu pn. ,,Zachowanie réznorodnosci biologicznej siedlisk obszaréw
NATURA 2000, poprzez ochrone ex situ jesionu wyniostego, wigzu gorskiego, wigzu po-
spolitego oraz wigzu szyputkowego na terenie Polski (FraxUmLBG)”, przewidziano zbior
materiatu rozmnozeniowego wyzej wymienionych gatunkow z 303 stanowisk zlokalizo-
wanych na terenie catej Polski. Pierwotna lokalizacja zbioru obejmowata:

¢ 36 obszaréw Natura 2000 specjalnej ochrony ptakéw (kod PLB),

e 71 obszaréw Natura 2000 ochrony siedlisk (kod PLH),

e 2 obszary Natura 2000 posiadajgce wspdlne granice dla obszaru ptasiego (PLB)

oraz siedliskowego (PLH) o kodzie PLC,
e 78 nadlesnictw Panstwowego Gospodarstwa Lesnego Lasy Panstwowe.

Tabela 1. Obiekty przewidziane do zbioru materiatu roslinnego w ramach projektu.

Gatunek Rodzaj obiektu ol!t.ii:ﬁgw Liﬁ::u‘::szzgggw
Drzewo mateczne 28 7
Jesion wyniosty Drzewostan 23 18
Zrédto nasion 38 25
Drzewo mateczne 12 2
Wigz gorski Drzewo zachowawcze 31 2
Zrédto nasion 4 4
Drzewo mateczne 2
Wigz szyputkowy Drzewo zachowawcze 39 2
Zrédto nasion 4 3
Jesion wyniosty, wigz
gbrski, wigz szyputkowy, Rezerwat przyrody 116 73
wigz polny
Razem 303 138
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Wybrane SOO Natura 2000 (71 obszardw)
[] Planowany zasieg projektu (78 nadlesnictw)
Nadlesnictwa
® | BG Kostrzyca

Ryc. 1. Planowany zasieg projektu (Archiwum LBG Kostrzyca).

MONITORING STANOWISK

Na wszystkich stanowiskach bedacych przedmiotem projektu wykonano monitoring,
w celu okreslenia mozliwosci zbioru materiatu rozmnozeniowego. Do czestych proble-
mow, jakie napotykano, nalezaty:

® pogorszenie stanu siedliska,

¢ mata liczebno$¢ populacji,

¢ zamieranie osobnikéw lub ich obnizona zywotnos¢,

e staby urodzaj nasion lub nieréwnomierne obradzanie,

¢ brak gatunku na stanowisku.

Wymownym faktem jest wynik oceny zdrowotnosci 9300 drzew jesionu wynioste-
go, sposrdd ktdérych az 82% wykazywato objawy porazenia patogenami grzybowymi.
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Stwierdzono brak wystepowania jesionu wyniostego na 5 stanowiskach, 3 zrédta nasion
oraz 1 drzewostan zostaty wykreslone z rejestru lesnego materiatu podstawowego LP.

W przypadku wigzédw — stwierdzono brak ich wystepowania az na 65 stanowiskach, po
monitoringu wykreslono z rejestréw Laséw Parstwowych 18 drzew matecznych i zacho-
wawczych wigzu gorskiego, 4 drzewa zachowawcze i 1 drzewo mateczne wigzu szyput-
kowego.

ZBIOR PEDOW JESIONU WYNIOSLEGO

W 2014 r. dokonano zbioru peddéw jesionu wyniostego z pgkami spoczynkowymi na po-
trzeby przechowywania kriogenicznego oraz pdzniejszych préb hodowli materiatu sa-
dzeniowego. tacznie pozyskano 16 partii pedéw o tacznej masie 29,87 kg. Zebrany ma-
teriat reprezentuje 13 gospodarczych drzewostandéw nasiennych oraz 3 Zrddta nasion,
ktére znajdujg sie na terenie 16 obszaréw Natura 2000.

Legenda

500 Natura 2000 (66 obszardw)
[7] Lokalizacja zbioru pedéw 15
Nadlesnictwa
® LBG Kostrzyca
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Ryc. 2. Lokalizacja zbioru peddw jesionu wyniostego (Archiwum LBG Kostrzyca).

Fot. 1. Zbior peddw jesionu wyniostego
w Nadlesnictwie Gotdap (Archi-
wum LBG Kostrzyca).

ZBIOR NASION JESIONU WYNIOSLEGO

W latach 2014-2016 dokonano zbioru nasion jesionu wyniostego. Nasiona zbierano w okre-
sie od pazdziernika do grudnia, uzyskujgc w sumie 78 partii nasion o tgcznej masie 167,3 kg.
Zebrany materiat reprezentuje 46 obszaréw Natura 2000 w tym 37 rezerwatow przyrody,
15 zrédet nasion oraz 20 gospodarczych drzewostanéw nasiennych.

eg:::OIa\latum 2000 (66 obszardw) e ”““ 7

[ Lokalizacja zbioru nasion JS welDiaRy A Sta ey
Nadlenictwa L ks S, S6.)
® LBG Kostrzyca g1 ; ’\k‘»\,
100 0 100 200 300 400 km

Ryc. 3. Lokalizacja zbioru nasion jesionu wyniostego (Archiwum LBG Kostrzyca).
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ZBIOR NASION WIAZU GORSKIEGO

W maju i czerwcu 2015 r. dokonano zbioru nasion wigzu goérskiego. Uzyskano tgcznie
71 partii nasion o masie 48,91 kg. Zebrany materiat reprezentuje 31 rezerwatéw przyro-
dy, 30 drzew zachowawczych, 6 zrédet nasion, 3 drzewa mateczne oraz 1 gospodarczy
drzewostan nasienny, znajdujace sie na 34 obszarach Natura 2000.

100 0 100 200 300 400 km

Legenda

SOO Natura 2000 (66 obszardw)
[T Lokalizacja zbioru nasion BST
|| Nadlesnictwa
® LBG Kostrzyca

Ryc. 4. Lokalizacja zbioru nasion wigzu gérskiego (Archiwum LBG Kostrzyca).

ZBIOR NASION WIAZU SZYPULKOWEGO

W maju i czerwcu 2015 r. dokonano réwniez zbioru nasion kolejnego gatunku wigzu
— wigzu szyputkowego. Pozyskano w sumie 26 partii nasion o masie 14,97 kg. Zebrany
materiat reprezentuje 11 rezerwatéw przyrody, 9 drzew zachowawczych, 4 drzewa ma-
teczne oraz 2 zrédta nasion, znajdujace sie na 16 obszarach Natura 2000.
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Legenda

SO0 Natura 2000 (66 obszardw)
[ Lokalizacja zbioru nasion WZ.S
[ Nadlesnictwa
® |BG Kostrzyca

Ryc. 5. Lokalizacja zbioru nasion wigzu szyputkowego (Archiwum LBG Kostrzyca).
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ZBIOR NASION WIAZU POLNEGO

Ostatnim, z objetych zbiorem nasion, gatunkiem wigzu — byt wigz polny. Czynnosci zbio-
ru dokonano réwniez w 2015 r., przy czym nasiona udato sie pozyska¢ jedynie z 2 re-
zerwatdw przyrody, zlokalizowanych na terenie Nadlesnictwa Torun oraz Nadle$nictwa
Jamy. tagczna masa zebranych nasion to 0,56 kg. Kod obszaru Natura 2000, na ktérym
potozone sg stanowiska to: PLHO40003.

100 0 100 200 300 400 km

Legenda

SO0 Natura 2000 (66 obszaréw)
[ Lokalizacja zbioru nasion WZ.P
Nadlesnictwa
® LBG Kostrzyca

Ryc. 6. Lokalizacja zbioru nasion wigzu polnego (Archiwum LBG Kostrzyca).

TECHNIKI ZBIORU NASION | PEDOW

Z uwagi na stan populacji gatunkdéw objetych projektem, stosowang technika zbioru byt
zbidr z wykorzystaniem technik alpinistycznych (Boratynski A., 1995, Jaworski A., 2011).

Wybor takiej metody podyktowany byt gwa-
rantowanym brakiem uszkodzen pni i gatezi,
ktére wystepowac mogg np. przy wspinacz-
ce z wykorzystaniem kolcéw. Zbieracze wy-
jatkowa uwage poswieci¢ musieli przygoto-
waniu stanowiska pracy w koronach drzew
— ostabione chorobami grzybowymi osobni-
ki cechowaty sie duzg iloscig ostabionych lub
obumartych konaréw, stwarzajgcych ryzyko
upadku z duzej wysokosci.

Fot. 2. Zbidr z drzew stojacych z wykorzystaniem
technik alpinistycznych (Archiwum LBG Ko-
strzyca).

DOSTAWA MATERIAtU ROZMNOZENIOWEGO
DO LBG KOSTRZYCA

Zebrany materiat dostarczany byt do LBG Kostrzyca osobiscie przez zbieraczy lub pocztg
kurierska. Nasiona lub pedy podlegaty wazeniu, a nastepnie dane poszczegdlnych partii
wpisywane byty do sytemu informatycznego. Kazda partia otrzymywata indywidualny
numer oraz opatrzona byta etykieta gwarantujaca oddzielne sktadowanie materiatu na
etapie przygotowania do przechowywania. Protokoty dostawy, podpisane przez strone
przekazujacg i przyjmujacy, potwierdzaty prawidtowos¢ wykonania zbioru.

Nr zapasu. S1VZP/S
Data przyjecia: 2015-12-23
Kod gatunku: Js
RLMP_LP: 39620
Nr drzewa wg. IBL:
Typ LMP ZR NAS
Numer bazy nasienne] 238 -g
Przekazwjacy: WYS-EKO
Wiasciciel LBG KOSTRZYCA
Nadlesnictwo - pochodzenie: TACZANOW
Opis przeznaczema: Zasab,
Uwagt: Lesnichwo Koryta 238g, zebrano drzewa owocujace nr 1-30, realizacja projektu EOG zgodnie z umowa nr
27/ZmPb/2014 z dnia
29 wrzesnia 2014 r.
Nr pojemmka Masa w pojemmiku [kg]
1 2.0000
Razem: 2,0000

Ryc. 7. Etykieta zbiorcza (Archiwum LBG Kostrzyca).
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" AP LBG KOSTRZYCA
N
PROTOKOL DOSTAWY

1. Przekazujacy: WYS-EKO

2. Wiasciciel: LBG KOSTRZYCA

3. Nadlesnictwo - pochodzenie: TACZANOW

4 Data przyjecia: 2015-12-23

5. Numer zapasu: 511/ZP/15

6. Nr dok. poch. LMR (z SILP):

7. Nr rejestrowy LMP (z KR BNL): MP/1/41330/05

8. Nr Swiadectwa LMR (z KR BNL): MR/48335/16/PL

9. Nr paszportu roslin:

10. Kod gatunku: Js

11. Nr RLMP_LP: 39620

12. Nr drzewa wg IBL:

13. Typ LMP: ZR NAS

14. Numer bazy nasiennej: 238 -g

15. Rodzaj materiatu: Skrzydiaki

16. Masa deklarowana [kg]: 2,0000

17. Masa przyjecia [kg]: 2,0000

18. Opis przeznaczenia: Zasob,

19. Uwagi: Lesnictwo Koryta 238g, zebrano drzewa
owocujace nr 1-30, realizacja projektu
EOG zgodnie z umowa nr 27/ZmPb/2014
z dnia
29 wrzesnia 2014 r.

Ryc. 8. Protokét dostawy (Archiwum LBG Kostrzyca).

PRZYGOTOWANIE MATERIAtU ROZMNOZENIOWEGO
DO PRZECHOWYWANIA

Podstawg teoretyczng przygotowania nasion jesionu wyniostego oraz 3 gatunkéw wia-
z6w do przechowywania byty wymagania dotyczace zywotnosci oraz czystosci nasion,
okreslone w Polskiej Normie PN-R-65700. Istotne znaczenie miat tu gtdwnie minimalny
udziat nasion czystych. Dla wyzej wymienionych gatunkéw dgzono do wysokiego pozio-
mu czystosci (min. 95% w przypadku nasion jesionu wyniostego oraz min. 70% w przy-
padku nasion wigzéw).

Tabela 2. Wymagania dotyczace zywotnosci i czystosci nasion jesionu wyniostego (Polska Norma PN-

R-65700).
Zywotnos¢ Czystosé
Kietkowanie . %
Wynik (minimalny udzial
Klasa Zdolnosé Energia barwienia Poziom (r::;/r:tr::hnrral;i:r:?
% (co najmniej)
| X X 81 Wysoki 95
I X X 71 Sredni 90
11 X X 50 Dopuszczalny 85

Tabela 3. Wymagania dotyczace zywotnosci i czystosci nasion wigzu gérskiego, wigzu szyputkowego
oraz wigzu polnego (Polska Norma PN-R-65700).

Zywotnos¢ Czystos¢é
Kietkowanie %
) Wy.nik. : inimalny udziat
Klasa Zdolnos¢ Energia barwienia Poziom (Z;Z[c?:h resion
% (co najmniej)
| 76 57 X Wysoki 70
I 61 31 X Sredni 50
1] 40 20 X Dopuszczalny 20

Samo przygotowanie nasion do przechowywania obejmowato nastepujace czynnosci

(Bugata W., 2015, Suszka B. i in., 1994):

e wstepne doczyszczanie — usuniecie zanieczyszczen w postaci lisci, pedéw i innych
zanieczyszczen mechanicznych,

¢ oddzielanie nasion od szyputek — reczne obrywanie nasion,

e separacje grawitacyjng — odwiewanie nasion pustych i niedoksztatconych od nasion
petnych (tylko w przypadku jesionu wyniostego),

e separacje reczng — przebieranie nasion, dla ktorych separacja grawitacyjna nie po-
zwolita uzyska¢ pozgdanego poziomu czystosci (gtdéwnie gatunki wigzow),

e suszenie nasion do wymaganego poziomu wilgotnosci (jesion wyniosty: 8 — 10%,
wigz gorski: 8 — 10%, wigz szyputkowy: 5,5 — 6,5%, wigz polny 7,5 — 8%).

Fot. 3. Nasiona jesionu wyniostego przed i po oddzielaniu od szyputek (Archiwum LBG Kostrzyca).
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Fot. 5. Separacja reczna nasion wigzu gorskiego (Archiwum LBG Kostrzyca)

Literatura:

1. Boratynski A., 1995. Jesion wyniosty, Polska Akademia Nauk, Instytut Dendrologii, Poznanska
Drukarnia Naukowa, Poznan.

2. Bugata W., 2015. Wiazy. Red. Bugata W., Boratynski A., Iszkuto G., Polska Akademia Nauk, Instytut
Dendrologii, Bogucki Wydawnictwo Naukowe, Poznan.

3. Jaworski A., 2011. Hodowla lasu, Tom I, Charakterystyka hodowlana drzew i krzewdéw lesnych,
PWRIL, Warszawa.

4. Suszka B., Muller C., Bonnet-Masimbert M., 1994. Nasiona lesnych drzew lisciastych — od zbioru do
siewu, Wydawnictwo Naukowe PWN, Warszawa, Poznan.

TRADYCYJNE | KRIOGENICZNE ZASOBY
GENOWE — ZALETY | WADY

Dagmara Topota, Paulina Hrydziuszko
Lesny Bank Gendéw Kostrzyca, Mitkdw 300, 58-535 Mitkow
Dagmara.Topola@Ibg.lasy.gov.pl; Paulina.Hrydziuszko@lbg.lasy.gov.pl

W zwigzku z intensywnie postepujgcym zamieraniem jesiondw i wigzéw w Polsce, Le$ny
Bank Genow Kostrzyca podjat sie zadania polegajgcego na zabezpieczeniu puli genowej
ww. gatunkdow.

Zebrany w trakcie realizacji projektu materiat genetyczny zostat odpowiednio przygoto-
wany i zabezpieczony w komorach chtodniczych (w temp. -10°C/-20°C) oraz w parach
ciektego azotu (w temp. okoto -150°C).

Fot. 1. Komora chtodnicza w LBG Kostrzyca
(D. Topota).

Fot. 2. Zbiornik kriogeniczny (U. Wasilenczyk).

Projektem objeto 303 stanowiska. Kazda z kolekcji zebranych nasion zostata podzielo-
na na dwie czesci — do przechowania tradycyjnego oraz przechowania kriogenicznego.
W przypadku niewielkiej ilosci nasion, ktdéra nie pozwalata na przechowanie materiatu
dwiema metodami — zachowano kolekcje tylko w temperaturach kriogenicznych. Po-
dobnie z pgkami spoczynkowymi jesionu wyniostego — utworzono z nich kriogeniczne
zasoby genowe. Zachowane w LBG Kostrzyca kolekcje skrzydlakéw jesionu wyniostego
oraz nasion wigzéw, beda w przysztosci Zrédtem do odtworzenia zagrozonych, wymiera-
jacych i ostabionych populacji tych gatunkéw drzew.
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PRZECHOWYWANIE TRADYCYJNE MATERIAtU NASIENNEGO

Do zachowania kolekcji ex situ metodg tradycyjng zebrano materiat nasienny jesionu
wyniostego (Fraxinus excelsior L.), wigzu szyputkowego (Ulmus leavis Pall.) oraz wigzu
goérskiego (UImus glabra Huds.).

Tabela 1. llo$¢ utworzonych kolekgji ex situ zachowanych metoda tradycyjna.

Gatunek llos¢ utworzonych kolekcji ex situ
jesion wyniosty (F. excelsior L.) 16
wigz gorski (U. glabra Huds.) 19
wigz szyputkowy (U. laevis Pall.) 8

Kazda partia nasion, ktéra jest przeznaczona do przechowywania tradycyjnego w LBG
Kostrzyca, w pierwsze]j kolejnosci jest sprawdzana pod wzgledem jakosci. Nastepnie
poddaje sie jg podsuszaniu, co redukuje zawartos¢ wody i obniza aktywnos$¢ metabo-
liczna. Kolejnym etapem jest utworzenie odpowiedniej struktury zasobu genowego.
Nasiona podsuszone do bezpiecznego poziomu wilgotnosci przechowuje sie w szczelnie
zamknietych aluminiowych pojemnikach lub aluminiowej folii tréjwarstwowej (PET12/
Al 7/PE85). Warunki przechowywania majg zapewnic¢ nasionom utrzymanie ich wartosci
siewnej na niezmienionym poziomie przez jak najdtuzszy czas.

W przypadku skrzydlakéw jesionu wyniostego istnieje kilka mozliwosci przechowania:

1) Po podsuszeniu do wilgotnosci 9 — 11% mozna przechowywac skrzydlaki luzem
w warstwie do 30 cm grubosci lub w skrzynkach czy przewiewnych workach
— w suchym i chtodnym pomieszczeniu. Tak przygotowane skrzydlaki mozna
przechowac przez jedng zime do rozpoczecia procesu stratyfikacji (Antosiewicz
i Kociecki, 1976);

2) Skrzydlaki podsuszone do 7% wilgotnosci zachowujg zywotno$¢ nawet po
2,5 roku przechowywania w szczelnie zamknietych pojemnikach lub workach
foliowych w temperaturze 10— 11°C (Vlase i in., 1973);

3) Sposdb klasyczny stosowany jest z powodzeniem w laboratoriach (Kérnik i Nan-
cy) od szeregu lat. Po podsuszeniu w temperaturze 18 — 20°C do wilgotnosci
8 — 10% umieszcza sie je w pojemnikach szczelnie zamykanych i przenosi do
chtodni o temperaturze ujemnej (-3 do -5°C). W takich warunkach mozna je
przechowywac przez co najmniej 8 — 10 lat.

Pozyskane w ramach projektu skrzydlaki jesionu wyniostego zostaty podsuszone do wil-
gotnosci 8 — 10%, szczelnie zapakowane w tréjwarstwowa folie aluminiowg i umieszczo-
ne w temperaturze -10°C.

Przechowywanie nasion wigzéw:
1) Nasiona podsuszone do ok. 10% wilgotnosci moga by¢ przechowywane w tem-
peraturach -1°C oraz -3°C przez 5 lat bez utraty zywotnosci. Jednak juz po 6

roku przechowywania obserwuje sie 20% spadek kietkowania (Barbour, Brink-
man za Tylkowski, 1987);

2) Warunki przechowalnicze w LBG Kostrzyca umozliwiajg przechowywanie na-
sion dla celéow gospodarczych w warunkach -10°C oraz -20°C, zatem podjeto
probe przechowywania nasion wigzéow w ww. temperaturach.

Pozyskane w ramach projektu nasiona zostaty podsuszone do wilgotnosci 8,0 — 8,5%
(wigz gorski); 5,5 — 6,5 % (wigz szyputkowy), szczelnie zapakowane w tréjwarstwowg
folie aluminiowa i umieszczone w temperaturze -10°C oraz -20°C .

llos¢ [szt.] Masa[kg]

2,1788

" 4,9761

30,6573

Jesion wyniosty Wiaz gorski Wiaz szyputkowy Jesion wyniosty Wiaz gorski Wiaz szyputkowy

Wykres 1. llo$¢ oraz masa zgromadzonych kolekcji ex situ metodg tradycyjng

Kazda partia przyjetego do LBG Kostrzyca materiatu nasiennego poddawana jest ana-
lizie: czystosci nasion, masy 1000 nasion, wilgotnosci nasion. W zaleznosci od gatunku
oraz zgodnie z obowigzujgcymi zasadami oceny nasion, sprawdzana jest takze zywot-
nos$¢ nasion réznymi metodami. Nalezg do nich:

Proba rentgenograficzna
Jest to metoda szybka i niedestrukcyjna dla nasion. Umozliwia odrdznienie i wydzielenie
nasion petnych, pustych oraz opanowanych przez owady.

Proba krojenia

Préba ta umozliwia uzyskanie szybkiej informacji o jakosci nasion badanej partii. Na-
siona wydobyte ze skrzydlakéw kroi sie wzdtuz, zazwyczaj po 18 godzinach moczenia
w wodzie. Uzyskane wyniki przelicza sie na wartosci procentowe, uwidaczniajac przy
tym w badanej partii udziat nasion petnych, pustych, zepsutych i uszkodzonych przez
owady.

Préba barwienia TTC

Po wydobyciu ze skrzydlakéw nasiona moczy sie przez 18 h w wodzie, po czym na obu
podtuznych krawedziach kazdego nasienia scina sie podtuzny pasek szerokosci 0,5 mm.
Tak spreparowane nasiona moczy sie przez 16 — 24 h w temperaturze 30°C w ciemnosci,
w 1% wodnym roztworze chlorku 2,3,5-tréjfenylotetrazoliowego o pH 6,6 — 7,5 (TTC).
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Po optukaniu w wodzie odstania sie zarodek kazdego nasienia. Do kategorii zywotnych
zalicza sie wytgcznie zarodki catkowicie zabarwione na czerwono. Dopuszczalne s3 tylko
nieznaczne przebarwienia bielma w miejscach oddalonych od zarodka.

Proba kietkowania i wschodzenia

Metoda, ktora daje najbardziej wiarygodne wyniki co do rzeczywistej zdolnosci kietko-
wania nasion i ich energii zyciowej. Zgodnie z zasadami ISTA préby kietkowania nasion
jesionu wyniostego przeprowadza sie w temperaturze cyklicznie zmiennej 20~30°C przez
8 tygodni na wilgotnej bibule w kietkowniku Jacobsena, po uprzednim przysposobieniu
przez 2 miesigce w temperaturze 20°C, a nastepnie przez 7 miesiecy w 3 —5°C. W Nan-
cy (INRA, Francja) uzyskuje sie znacznie lepsze wyniki przysposabiajgc je wpierw przez
16 tygodni na wilgotnym podtozu w temperaturze 20°C, a nastepnie przez 16 tygodni
w 3°C, po czym w fazie kietkowania poddaje sie je oddziatywaniu temperatury cyklicznie
zmiennej 5~15°C (14 + 10 godz./dobe). W ID PAN Kérniku uzyskuje sie doskonate wyniki
préb kietkowania po przysposobieniu w wymienionych powyzej warunkach cieplnych,
w wilgotnym podtozu piaskowo-torfowym, stosujgc w fazie kietkowania temperature
cyklicznie zmienng 3~20°C lub, z jeszcze lepszym efektem, 3~25°C (16 + 8 godz./dobe).

Natomiast préba wschodzenia przeprowadzana w warunkach laboratoryjnych pozwala
zrozumiec jak zachowujg sie nasiona wysiane w szkétce kontenerowe;.

Ze wzgledu na dtugotrwatos¢ przedsiewnego przysposabiania (6 — 8 miesiecy) nasion je-
sionu wyniostego celowe jest dysponowanie sposobami umozliwiajgcymi szybkie okre-
$lenie zywotnosci nasion.

Skrzydlaki jesionu podlegajg wielokrotnej blokadzie, w efekcie nie osiggajg gotowosci
do kietkowania zanim nie przejda przez odpowiednie przysposobienie przed siewem.
Spoczynek wywotany jest gtéwnie przez egzogenne hamujace oddziatywanie owocni
oraz endogenny spoczynek morfologiczny spowodowany niedorosnieciem zarodka.
Owocnia silnie hamuje rozwéj zarodka przez ograniczenie dostepu tlenu do nasiona
i tym samym powoduje jego niedorosniecie. Zarodek jest morfologicznie wyksztatcony
jednak fizjologicznie niedojrzaty i wymaga odpowiednich warunkéw do wzrostu i usta-
pienia spoczynku. Stan spoczynku nasion jesionu likwidowany jest w czasie stratyfikacji
(przysposabiania).

Istnieje kilka sposobdw postepowania ze skrzydlakami jesionu wyniostego w celu ich
wybudzenia z uspienia:

1) przezwyciezanie spoczynku w podfozu stratyfikacyjnym
Nasiona umieszcza sie w wilgotnym podtozu (piasek: torf w stosunku objetosciowym
1:1). Przez pierwsze 16 tygodni temperatura podtoza wynosi 15 — 20°C, na kolejne
16 tygodni nasiona umieszcza sie w temperaturze 3°C. Jest to stratyfikacja ciepto-
chtodna.

2) przezwyciezanie spoczynku bez podtoza stratyfikacyjnego
Skrzydlaki nawilza sie stopniowo przez rozpylanie nad nimi wody lub przez zraszanie
potaczone z mieszaniem, az do wilgotnosci 55 — 60%. Po zakonczeniu nawilzania
zaprawia sie skrzydlaki na sucho fungicydem. Wilgotnos¢ skrzydlakdéw kontroluje sie
metoda wagowa.

Ocena barwienia TTC oraz kietkowania nasion jesionu
wyniostego przed przechowywaniem

Materiat nasienny jesionu wyniostego zostat poddany ocenie zywotnosci metoda bar-
wienia TTC oraz kietkowania. Nasiona jesionu wyniostego przed préba kietkowania pod-
dano stratyfikacji w podtozu. Zastosowano stratyfikacje cieptg 16 tygodniowg w 20°C
z nastepujgca po niej 16 tygodniowa stratyfikacjg chtodng w 3°C.

Jesion wyniosty - ocena zywotnosci

12 3 45 6 7 8 9 101112 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27

TTC [%] Kietkowanie [%]

Wykres 2. Wyniki ocen barwienia TTC oraz kietkowania jesionu wyniostego przed przechowywaniem.

Wyniki barwienia TTC byty wyzsze niz wyniki uzyskane podczas kietkowania. Wyniki bar-
wienia TTC ksztattowaty sie w granicach 70 — 94 %.

Kietkowanie nasion wigzu gérskiego przed przechowywaniem

Préby kietkowania przeprowadzono na kiet-
kowniku Jacobsena, na wilgotnej bibule
w temperaturze cyklicznie zmiennej w za-
kresie 20~30°C (16 + 8 godz./dobe). Sred-
nia zdolnos¢ kietkowania — 76,81%, srednia
energia kietkowania — 56,44%.

Fot. 3, 4, 5. Préba kietkowania nasion wigzéw (D.Topota).
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Woykres 3. Kietkowanie nasion wigzu gorskiego przed przechowywaniem

Kietkowanie nasion wigzu goérskiego w trakcie przechowywania
(po okoto 9 miesigcach przechowania) w dwéch temperaturach (-10 i -20°C)

Préby kietkowania przeprowadzono na kietkowniku Jacobsena, na wilgotnej bibule
w temperaturze cyklicznie zmiennej w zakresie 20~30°C (16 + 8 godz./dobe). Srednia
zdolno$¢ kietkowania materiatu przechowywanego w -10°C to 60,72%, srednia energia
kietkowania — 45,44%. Natomiast $rednia zdolno$¢ kietkowania materiatu przechowy-
wanego w -20°C to 62,85%, srednia energia kietkowania — 50,30%.

Tabela 2. Kietkowanie nasion wigzu gorskiego w trakcie przechowywania.

Kietkowanie nasion wigzu szyputkowego przed przechowywaniem

Préby kietkowania przeprowadzono na kietkowniku Jacobsena, na wilgotnej bibule w tem-
peraturze cyklicznie zmiennej w zakresie 20~30°C (16 + 8 godz./dobe). Srednia zdolno$¢
kietkowania — 74,94%, srednia energia kietkowania — 68,88%.

Zdolnos¢ kietkowania M Energia kietkowania

Srednia

1 2 3 4 5 6 7 8

Wykres 4. Kietkowanie nasion wigzu szyputkowego przed przechowywaniem

Kietkowanie nasion wigzu szyputkowego w trakcie przechowywania (po okoto 9
miesigcach przechowania) w dwéch temperaturach (-10°C i -20°C)

Préby kietkowania przeprowadzono na kietkowniku Jacobsena, na wilgotnej bibule
w temperaturze cyklicznie zmiennej w zakresie 20~30°C (16 + 8 godz./dobe). Srednia
zdolnos¢ kietkowania materiatu przechowywanego w -10°C to 75,97%, Srednia energia
kietkowania — 70,50%. Natomiast $rednia zdolnos¢ kietkowania materiatu przechowy-
wanego w -20°C to 77,25%, srednia energia kietkowania —77,25%.

Tabela 3. Kietkowanie nasion wigzu szyputkowego w trakcie przechowywania.

Ocena po 9-ciu Ocena po 9-ciu
Ocena przed miesigcach miesigcach
. Kod przechowywaniem przechowywania przechowywania
Nr partii gatunku w -10°C w -20°C
Zdolnos¢ | Energia Zdolnos¢ Energia | Zdolnos¢ | Energia
[%] [%] [%] [%] [%] [%]

244/2P/15 - EOG BST 82,00 63,00 65,00 46,00 X X
270/ZP/15 - EOG BST 92,00 68,00 80,00 62,00 71,50 55,00

314/zP/15 - EOG BST 80,00 77,00 49,00 38,50 X X
273/ZP/15 - EOG BST 86,00 66,50 74,50 62,00 73,50 61,50
313/ZP/15 - EOG BST 79,00 68,00 75,50 61,50 59,00 49,50
272/ZP/15 - EOG BST 94,50 77,50 75,00 60,00 73,50 60,50
239/ZP/15 - EOG BST 77,00 59,00 62,00 50,00 56,00 46,50

247/ZP/15 - EOG BST 87,00 44,00 61,50 32,00 X X
248/ZP/15 - EOG BST 70,50 44,50 64,00 51,50 52,50 37,50
315/ZP/15 - EOG BST 68,00 47,00 74,00 58,50 69,50 58,50

238/ZP/15 - EOG BST 94,00 84,00 64,50 39,50 X X

259/ZP/15 - EOG BST 84,00 71,00 54,00 40,00 X X
245/2P/15 - EOG BST 72,50 53,00 49,50 37,50 49,00 34,50
246/ZP/15 - EOG BST 77,50 49,50 59,00 47,00 53,50 37,50

242/ZP/15 - EOG BST 91,00 79,00 73,50 43,50 X X

306/ZP/15 - EOG BST 41,00 20,00 14,50 9,50 X X
267/2P/15 -EOG BST 66,00 41,00 85,00 75,00 70,50 62,00

230/ZP/15 - EOG BST 40,50 4,00 12,50 4,00 X X
Srednio 76,81 56,44 60,72 45,44 62,85 50,30

Ocena po 9-ciu mie- | Ocena po 9-ciu mie-
Ocena przed . 5
o przechowywaniem S|acach_ przech?wy- 5|acach. przech?wy-
Nr partii atunku wania w -10°C wania w -20°C
8 Zdolnos¢ | Energia | Zdolnos¢ | Energia | Zdolnos$é¢ | Energia
[%] [%] [%] [%] [%] [%]
260/ZP/15 - EOG WZ.S 79,00 76,00 78,00 75,00 X X
234/zP/15 - EOG WZ.S 66,00 64,00 71,00 70,00 X X
268/ZP/15 - EOG WZ.S 75,50 69,00 86,00 86,00 X X
251/2P/15 - EOG WZ.S 76,00 72,00 66,50 52,00 X X
249/2P/15 - EOG WZ.S 95,00 92,00 82,50 78,50 93,00 93,00
250/zP/15 - EOG WZ.S 62,00 55,00 44,00 38,00 45,00 45,00
271/ZP/15 - EOG WZ.S 67,00 51,00 91,00 89,00 97,00 97,00
269/2P/15 - EOG WZ.S 79,00 72,00 88,75 75,50 74,00 74,00
Srednio 74,94 | 68,88 | 75,97 70,50 77,25 77,25

Przechowywanie kriogeniczne materiatu nasiennego

i pedéw z pakami spoczynkowymi

W warunkach kriogenicznych, w LBG Kostrzyca zachowano kolekcje ex situ skrzydlakéw
i pakéw spoczynkowych jesionu wyniostego oraz nasion trzech gatunkéw wigzoéw (Ta-
bela 4).
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Tabela. 4. llo$¢ utworzonych kolekcji ex sitv zachowanych metodg kriogeniczna.

Gatunek llos¢ utworzonych kolekcji ex situ
Jesion wyniosty 29
Wigz gorski 69
Wiaz szyputkowy 26
Wigz pospolity 2
Paki spoczynkowe jesionu wyniostego 16

Przygotowanie kriogenicznych zasobdw genowych ze skrzydlakéw i pakéw spoczynko-
wych jesionu wyniostego oraz nasion wigzéw poprzedzono podsuszeniem materiatu do
bezpiecznego poziomu wilgotnosci, przy ktorej zarowno materiat nasienny, jak i paki
mogty zostac¢ bezpiecznie zamrozone w ultra niskich temperaturach (< -150°C).

Tabela 5. Bezpieczny zakres wilgotnosci.

Sredni poziom wilgotnosci materiatu
genetycznego przed zamrozonego
w parach ciektego azotu

Skrzydlaki jesionu wyniostego 7,2-19,5%* 7-10%
Orzeszki wigzu: gorskiego, szyput-
kowego, pospolitego
Pedy z pakami spoczynkowymi
jesionu wyniostego

Bezpieczny zakres

Materiat wilgotnosé (BZW)

3,3-17,7% 9-10%

30% 30%

*Zrodto: Chmielarz P., 2007. Kriogeniczne przechowywanie nasion lesnych drzew lisciastych z kategorii orthodox
i suborthodox.

Utworzenie kriogenicznych kolekcji
ex situ w LBG Kostrzyca

Kriogeniczne zasoby genowe jesionu wy-
niostego i wigzéw tworzone byty z nasion
wraz z okrywami i skrzydetkami. Z mate-
riatu genetycznego utworzono: zaséb pod-
stawowy, prébki kontrolne oraz badawcze

(Fot. 6). Podsuszony materiat zdeponowa- Fot. 6. Kriogeniczny zaséb genowy jesionu wynio-
no w specjalnych kriofiolkach, ktdére na- stego (P. Hrydziuszko)

Fot. 7. Wnetrze zbiornika kriogenicznego — widok  Fot. 8. Zamrazarka programowalna ICE CUBE

z gory (U. Wasilenczyk). (P. Hrydziuszko)

stepnie umiejscowiono w zbiornikach kriogenicznych (Fot. 7). Nasiona jesionu wynio-
stego oraz trzech gatunkdéw wigzéw zamrozono bezposrednio w temperaturze <-150°C,
do zamrozenia pgkéw spoczynkowych jesionu wyniostego wykorzystano zamrazarke
programowalng (ICE CUBE) (Fot. 8). Zachowana w ten sposéb kolekcja ex situ, w postaci
kriogenicznych zasobdw genowych, w przysztosci bedzie zrédtem umozliwiajagcym zasi-
lenie siedlisk jesionowo-wigzowych na terenie catego kraju.

Okresowa ocena zywotnosci skrzydlakéw jesionu wyniostego
po odmrozeniu z ultra niskich temperatur

Po odmrozeniu materiat nasienny jesionu wyniostego poddano stratyfikacji w podto-
7u. Zastosowano stratyfikacje cieptg 16 tygodniowg w 20°C z nastepujaca po niej 16
tygodniowa stratyfikacjg chtodna w 3°C. Srednia wilgotno$¢ skrzydlakéw przysposobio-
nych w wilgotnym podtozu wynosita jak przed przemrozeniem 7-10%. Po zakoriczeniu
fazy chtodnej proby kietkowania przechowywano w temperaturze cyklicznie zmiennej
20~3°C (16 — 8 godz./dobe).
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Wykres 5. Wptyw przechowywania kriogenicznego i stratyfikacji skrzydlakdow jesionu wyniostego na
zdolnos¢ kietkowania i wschody.

Srednia zdolno$¢ kietkowania skrzydlakéw jesionu wyniostego, po odmrozeniu materia-
tu nasiennego z temperatur kriogenicznych oraz stratyfikacji utrzymywata sie na wyso-
kim poziomie 58,21%.

Wschody skrzydlakdéw przemrozonych w temperaturach < -150°C przy $redniej wilgot-
nosci 7 — 10%, byly nizsze o ok. 10 — 15% i wynosity $rednio 44,31%. Tendencja ta utrzy-
mywata sie, niezaleznie od proweniencji materiatu genetycznego, czego efektem byt
zblizony procent otrzymanych siewek z przemrozonych skrzydlakéw.
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Okresowa ocena zywotnosci orzeszkéw trzech gatunkéw wigzéw po odmrozeniu
z temperatur ultra niskich

Préby kietkowania przeprowadzono na kietkowniku Jacobsena, na wilgotnej bibule
w temperaturze cyklicznie zmiennej w zakresie 20~30°C (16 + 8 godz./dobe). Srednia
wilgotnosé orzeszkdw trzech gatunkéw wigzéw 9 — 10%.

Wiaz gorski Ulmus glabra Huds.
Ulmus glabra Huds.

B Zdolnosc kietkowania

= Energia kietkowania

Kietkowanie (%)

Nr zasobu

Wykres 6. Wptyw przechowywania kriogenicznego orzeszkéw wigzu gorskiego na energie kietkowa-
nia i zdolnos¢ kietkowania.

Srednia zdolno$¢ kietkowania wigzu gérskiego utrzymywata sie na wysokim poziomie
74,13%, podobnie jak nasion niemrozonych. Energia kietkowania wyniosta 44,85%.
Temperatury przechowywania, nie roznicowaty zdolnosci kietkowania nasion. Wskazujg
na to wartosci uzyskane dla energii kietkowania, zdolnosci kietkowania oraz wschodow
w 7 i 14 dniu. Wyniki przedstawiono dla 38 partii utworzonych kolekcji ex situ, dla pozo-
statych ocena zywotnosci po przechowywaniu w temperaturach kriogenicznych w toku.

Wiaz szyputkowy Ulmus leavis Pall.
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Wykres 7. Wptyw przechowywania kriogenicznego orzeszkdw wigzu szyputkowego na energie kiet-
kowania i zdolno$¢ kietkowania.

Srednia zdolnoé¢ kietkowania wigzu szyputkowego utrzymywata sie na poziomie
69,17%, energia kietkowania wyniosta 61,72%. Zachowany materiat genetyczny w tem-
peraturach kriogenicznych uzyskat zblizong wartos¢ zdolnosci kietkowania orzeszkow
jak materiat nasienny niemrozony. Wykres 7 przedstawia opisane wyniki dla 18 zasobdéw
genowych wigzu szyputkowego.

Wiaz pospolity UImus minor Mill.

100

) ) W  projekcie pozyskano
Ulmus minor Mill. . . .
&0 materiat nasienny z dwéch
proweniencji: Jamy i Torun.
Utworzono tylko zasoby
kriogeniczne. Srednia zdol-
nos$¢ kietkowania nasion
wigzu pospolitego utrzy-
mywata sie na poziomie
56%, a energia kietkowania
wyniosta 48%.
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Wykres 8. Wptyw przechowywania kriogenicznego orzeszkdow
wigzu pospolitego na energie kietkowania i zdolnos¢
kietkowania.

Fot. 10. Proba kietkowania wigzéw po
przechowywaniu kriogenicznym
(P. Hrydziuszko).

Fot. 11. Przekrdj pgka spoczynko-
wego jesionu wyniostego
(U. Wasilenczyk).

Fot. 9. Wschody skrzydlakéw jesionu wyniostego po
przechowywaniu w temp. < -150°C
(P. Hrydziuszko).
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Utworzenie zasobu genowego pedéw z pgkami spoczynkowymi jesionu wynioste-
go w temperaturach kriogenicznych

Zbiér jednorocznych peddéw z pgkami spoczynkowymi jesionu wyniostego przeprowa-
dzono, gdy temperatura otoczenia spadta ponizej -5°C i utrzymywata sie dtuzej niz 72h.
Pedy dzielono na fragmenty o zblizonej dtugosci i $rednicy. Materiat podsuszono do
wilgotnosci ok. 30%, a nastepnie rozpoczeto wiasciwy proces zamrazania. Temperatu-
re obnizano w sposdb kontrolowany od 0°C do -30°C z szybkos$cig 0,1°C/min. Probki
utrzymywano w tej temperaturze przez 24h. Po uptywie doby prébki przeniesiono do
zbiornikéw kriogenicznych.

W celu sprawdzenia zywotnos$ci zamrozonych pgkéw — czes¢ z nich wyjeto z temperatur
kriogenicznych i rozmrozono w tazni wodnej. Odmrozony materiat hodowano na po-
zywkach agarowych. Zywotno$é pakéw i sasiadujacych tkanek oceniano wizualnie na
podstawie przekroju podtuznego odmrozonych pakdéw spoczynkowych (Fot. 11)i final-
nie podczas hodowli in vitro. W przysztosci zachowana kolekcja pakdéw zimowych zosta-
nie zaszczepiona (okulizacja) na podktadkach.

Podsumowanie

Witalno$¢ materiatu genetycznego, przechowywanego zaréwno w sposob tradycyjny
jak i kriogeniczny zalezy od jego wyjsciowych parametréw, okreslonych zaraz po zbiorze.
Materiat nasienny cechujacy sie po zbiorze wysoka zywotnoscig, charakteryzowat sie
wysokim poziomem zdolnosci kietkowania, energig oraz wschodami. Nasiona o obni-
Zonej juz na samym poczatku zywotnosci, wykazywaty obnizong zdolnos¢ kietkowania.
Czesto fakt ten mozna taczy¢ ze ztg kondycjg zdrowotng osobnikéw rodzicielskich na
stanowiskach, z ktérych dokonano pozyskania materiatu roslinnego. Poréwnujac dwie
metody przechowywania (tradycyjng i kriogeniczng) kolekcji ex situ jesionu wyniostego
oraz trzech gatunkéw wigzéw nie zaobserwowano istotnych réznic w jakosci zgroma-
dzonego materiatu nasiennego. Dzieki zabezpieczeniu puli genowej w postaci zasobéw
genowych jesionu wyniostego oraz trzech gatunkow wigzow, realizujgc projekt, LBG Ko-
strzyca przyczynit sie do:

1) Zabezpieczenia rdznorodnosci genetycznej w postaci nasiennych zasobow
genowych jesionu wyniostego oraz trzech gatunkéw wigzéw z obszaréw Natura
2000, w kontekscie zamierania tych gatunkdéw, do czasu ustgpienia choroby lub do
momentu opracowania skutecznych metod zwalczania przyczyn zamierania wigzow
i jesionow.

2) Materiat nasienny bedzie moégt by¢ wykorzystany do hodowli sadzonek, co
w przysztosci zwiekszy liczebnos¢ populacji wyzej wymienionych gatunkoéw, jesliinne
metody zwalczania patogendw nie dadzg pozytywnego rezultatu.

3) Zabezpieczeniardznorodnoscigenetycznejw postaci pedow z pgkamispoczynkowymi
jesionu wyniostego z obszaréw Natura 2000.

4) Zachowania dobrej, jakosci materiatu genowego w praktycznie nieograniczonym
czasie, dzieki kriokonserwacji.
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WSTEP

Jesion wyniosty (Fraxinus excelsior L.) wystepuje na obszarze catej Europy, z wyjatkiem
srodkowej i potudniowej Hiszpanii, pétnocnej czesci Pétwyspu Skandynawskiego i Islan-
dii (Ryc. 1). W Polsce jesion wyniosty jest obecny na obszarze catego kraju z wyjgtkiem
regla gérnego. Jest cennym gatunkiem lasotwoérczym wystepujgcym gtéwnie w drze-
wostanach mieszanych. Tolerancja na susze i wrazliwo$¢ na mrdz sprawiajg, ze jesion
mogtby by¢ gatunkiem, ktéry potencjalnie preferuje ocieplanie sie klimatu. Jednakze,
zjawisko zamierania drzew i drzewostandw jesionu wyniostego wywotane przez pato-
gen Hymenoscyphus fraxineus rodzi obawy zwigzane z utratg lub ograniczeniem zaso-
bow genowych jesionu w catej Europie.

Fraxmus excelsror

\.r—‘—*‘--/

This distribution map, showing the natural AR SR G P S AN WAl compiled by members of the EUFORGEN Networks
Cilation: Distribution map of Comman ash (Fraxinus exceisior ) EUFORGEN 2009, www euforgen org
First published oaling in 2003 - Updated on 23 Feb 2000
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Ryc. 1. Zasieg naturalnego wystepowania jesionu wyniostego (www.euforgen.org).

Uwaza sie, ze wysoki poziom zmiennosci genetycznej w populacjach drzew lesnych
sprzyja ich zdolnosci adaptacji do zmieniajacych sie warunkéw srodowiska przyrodni-

czego, a takze przetrwania infekcji patogendw. W znacznym stopniu warunkuje to cia-
gtos¢ proceséw ekologicznych, utrzymuje naturalng odpornosé i w konsekwenc;ji deter-
minuje stabilnos¢ i trwatos¢ lasu. Opracowanie skutecznych strategii ochrony zasobow
genowych wymaga informacji na temat zmiennosci genetycznej, zréznicowania miedzy
populacjami, a takze zrozumienia proceséw, ktére maja kluczowy wptyw na poziom
i rozmieszczenie zmiennosSci genetycznej (Booy i in. 2000). U diugowiecznych gatun-
kéw drzew lesnych poziom réznorodnosci genetycznej w obrebie populacji w znacznym
stopniu odzwierciedla poziom zréznicowania catego gatunku. Niemniej, ze wzgledu na
ograniczony przeptyw gendw, zachodzacy na skutek dyspersji pytku i nasion, populacje
znajdujace sie w znacznej odlegtosci od siebie bedg genetycznie zréznicowane (Wright
1943; Schaal iin. 1998). Z drugiej strony, odlegtos¢ geograficzna nie wyjasnia zwykle cat-
kowitego zrdéznicowania genetycznego, poniewaz wzorce zmiennos$ci moga byé réwniez
efektem zmiennosci srodowiska, ktére wptywa na przetrwanie gatunku (Duminil i in.
2013), a takze historii demograficznej populacji. Szczegdlne znaczenie odgrywa w tym
wzgledzie zjawisko ,bottleneck” polegajace na gwattownym spadku liczebnosci popula-
cji, poniewaz prowadzi ono do utraty znaczacej zmiennosci genetycznej, a z drugiej stro-
ny zwiekszenia zréznicowania miedzy populacjami w nastepstwie dryfu genetycznego
(Frankham 1995; Hamrick i Godt 1996).

Zmiennos$¢ genetyczna jesionu wyniostego w skali Europy jest stosunkowo dobrze po-
znana. Badania w oparciu o markery genomu chloroplastowego (cpDNA) ujawnity niski
poziom zmiennosci genetycznej oraz wysoki poziom zréznicowania genetycznego mie-
dzy populacjami. Wykazano, ze srednio jedynie 11% catkowitej zmiennosci genetycznej
cpDNA gatunku znajduje sie w pojedynczej populacji. Wzorce rozmieszczenia geogra-
ficznego pieciu najczestszych haplotypéw odpowiadajg czterem refugiom glacjalnym
zlokalizowanych we wschodnich Alpach oraz na Potwyspie lberyjskim, Apeninskim i Bat-
kanskim (Heuertz i in. 2004). Jednakze, taki wzorzec nie jest obserwowany przy zasto-
sowaniu mikrosatelitarnych markeréw jadrowych, ktére identyfikujg jednorodng pule
genowa w pasie od wysp Brytyjskich poprzez srodkowa Europe az do Litwy, charaktery-
zujaca sie wysokim poziomem zmiennosci genetycznej. Natomiast niski poziom zmien-
nosci genetycznej, a tym samym wysokie zréznicowanie genetyczne wykazaty popula-
cje zlokalizowane w potudniowo-wschodniej Europie (Heuertz i in. 2004). Obszar Polski
w powyzszych badaniach byt bardzo stabo reprezentowany, co uniemozliwia okreslenie
struktury zmiennosci genetycznej poszczegdlnych rodzimych populacji.

W niniejszym opracowaniu przedstawiono wyniki badan, ktérych celem byto okreslenie
zmiennosci genetycznej oraz poziomu zréznicowania genetycznego jesionu wyniostego
w Polsce.

MATERIALY | METODY

Do badan wytypowano 16 drzewostandw zlokalizowanych na obszarach NATURA 2000
(Ryc. 2). Materiat roslinny w postaci lisci zebrano z 771 drzew, przy czym liczba osobni-
kéw objetych badaniami w pojedynczej populacji liczyta od 30 do 51. Dla kazdego osob-
nika ustalono wspoétrzedne geograficzne w oparciu o pozycjonowanie GPS.
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Ryc. 2. Rozmieszczenie badanych populacji jesionu wyniostego.

Izolacje DNA z materiatu roslinnego wykonano za pomocg zestawu GeneMATRIX Plant
& Fungi DNA Purification Kit firmy EURX. Na podstawie przeprowadzonych analiz wstep-
nych oraz oceny jakosci produktéw PCR wytypowano 10 markeréw mikrosatelitarnych
genomu jagdrowego oraz 5 markeréw mikrosatelitarnych genomu chloroplastowego,
ktére charakteryzowaty sie znacznym polimorfizmem oraz fatwoscig amplifikacji w re-
akcji multipleks PCR. Reakcje PCR zostaty przeprowadzone z zastosowaniem termocy-
klera MJ Research PTC 200 i zestawu odczynnikow Tag Multiplex PCR Kit firmy Qiagen.
Analize otrzymanych produktéw przeprowadzono na analizatorze genetycznym Applied
Biosystems 3130xl. Interpretacje wynikéw wykonano z uzyciem programoéw kompute-
rowych GeneScan 3.7 oraz Genotyper 3.7, dostarczonych przez producenta analizatora
genetycznego.

Okreslone genotypy dla indywidualnych drzew stanowity podstawe do okreslenia pod-
stawowych parametréw zmiennosci genetycznej: liczby alleli (4), efektywnej liczby alleli
(Ae), liczby alleli prywatnych (Au), sumy czestosci alleli prywatnych (Pu), heterozygo-
tycznosci obserwowanej (o) oraz heterozygotycznosci oczekiwanej (He). Do zweryfi-
kowania hipotezy o jednorodnosci badanych populacji pod wzgledem wymienionych
parametrow zastosowano test Friedmana, traktujac poszczegdlne loci jako niezaleine
prébki zmiennosci genetycznej genomu. Okreslono réwniez takie parametry jak efek-
tywna wielko$¢ populacji (w oparciu o poziom nieréwnowagi sprzezen), poziom zréz-
nicowania genetycznego (w oparciu o wskaznik Fst) oraz przestrzenng strukture gene-
tyczna (za pomocg korelogramu pokrewiernistwa w ramach stanowiska oraz wskaznika
Sp Vekemansa-Hardy’ego). Testy dla réznicy miedzy grupami drzew o dobrym i ztym

stanie zdrowotnym dla poszczegdlnych parametréw struktury genetycznej przeprowa-
dzono w oparciu o permutacje miedzy grupami. Wykorzystujgc symulacje Monte Carlo
okreslono réwniez wptyw redukcji wielkosci populaciji.

WYNIKI

Efektywnos¢ procedury okreslania genotypow

W przypadku mikrosatelitarnych markeréw genomu jagdrowego skutecznos¢ procedury
genotypowania wynosita srednio 96,39%. Natomiast, w przypadku markeréw genomu
chloroplastowego efektywnos$¢ genotypowania wyniosta 99,6%. Wszystkie loci genomu
jadrowego byty polimorficzne, natomiast jeden locus genomu chloroplastowego okazat
sie monomorficzny (nie stwierdzono polimorfizmu). Uzyskane genotypy stanowity pod-
stawe do przeprowadzenia dalszych analiz statystycznych.

Zmiennos¢ genetyczna wewngqtrz populacji

Ogotem we wszystkich 10 loci genomu jagdrowego stwierdzono 434 alleli. W pojedyn-
czych populacjach liczba alleli w locus miescita sie w zakresie od 2 do 36. Najwyzszy
poziom polimorfizmu stwierdzono w populacji Ptock (190 alleli), oraz Lubsko i Pniewy
(188 alleli) (Tabela 1). Najnizszym poziomem polimorfizmu charakteryzowaty sie popu-
lacje Pinczéw (116 alleli) oraz Spychowo (117 alleli). Populacja Ptock charakteryzowata
sie najwyzszym poziomem zmiennosci réwniez pod wzgledem efektywnej liczby alleli.
Tym niemniej, najnizszg efektywna liczbe alleli stwierdzono dla populacji Browsk i Wista.
Najwiecej alleli prywatnych zanotowano w populacji Przytok (15 alleli). Z kolei najmniej
alleli prywatnych stwierdzono w populacji Wejherowo (1 allel) oraz Spychowo (2 allele).
Populacje wykazaty znaczng zmiennos¢ pod wzgledem heterozygotycznosci oczekiwa-
nej (Ho) i obserwowanej (He). Nalezy podkresli¢, ze wszystkie populacje charakteryzo-
waly sie istotnym statystycznie nadmiarem homozygot w stosunku do populacji bedacej
w stanie rownowagi Hardy’ego-Weinberga.

Tabela 1. Zmiennos¢ genetyczna dla loci genomu jadrowego: A — liczba alleli, Ae — efektywna liczba
alleli, Au — liczba alleli prywatnych, Pu — suma czestosci alleli prywatnych, Ho — heterozygo-
tycznosc obserwowana, He — heterozygotycznos¢ oczekiwana.

Populacja A Ae Au Pu Ho He
Gotdap 13,7 4,479 5 0,010 0,545 0,777
Jamy 15,0 4,162 7 0,027 0,538 0,760
Wejherowo 14,4 3,791 1 0,002 0,483 0,729
Browsk 12,7 3,616 6 0,016 0,519 0,723
Wista 12,2 3,569 8 0,022 0,501 0,720
Pinczow 11,6 3,723 7 0,014 0,610 0,731
Tomaszow 15,1 4,063 7 0,012 0,496 0,754
Ptock 19,0 6,006 5 0,006 0,634 0,834
Ptonsk 16,1 4,994 4 0,006 0,605 0,800
Strzyzéw 17,9 3,848 9 0,010 0,531 0,740
Spychowo 11,7 4,350 2 0,002 0,589 0,770
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Populacja A Ae Au Pu Ho He
Lubsko 18,8 4,997 4 0,008 0,566 0,800
Pniewy 18,8 4,770 9 0,019 0,592 0,790
Sulecin 14,4 3,654 6 0,011 0,489 0,726
Przytok 18,1 5,310 15 0,044 0,519 0,812

Niepotomice 14,4 5,059 3 0,012 0,513 0,802
Srednia 15,244 4,393 6,188 0,014 0,545 0,767

Analizy polimorficznych markeréow mikrosatelitarnych genomu chloroplastowego wyka-
zaty obecnos¢ od 2 do 3 alleli w locus, ktérych wzajemna kombinacja data 6 haplotypéw
cpDNA. W pojedynczych populacjach liczba haplotypdéw miescita sie w zakresie od 1
(Wista, Spychowo, Lubsko, Pniewy) do 4 (Ptonisk), ze srednig 2,2 (Tabela 2). Z kolei pod
wzgledem efektywnej liczby haplotypdw, najwyzszy poziom zmiennosci coDNA wykaza-
ta populacja Browsk (Ae=2,5).

Tabela. 2. Zmiennos¢ genetyczna dla genomu chloroplastowego: A — liczba haplotypow, Ae — efektyw-
na liczba haplotypdéw, He — heterozygotycznos¢ oczekiwana.

Populacja A Ae He

Gotdap 2 1,314 0,239
Jamy 2 1,161 0,139
Wejherowo 3 1,185 0,190
Browsk 3 2,545 0,607
Wista 1 1,000 0

Pinczéow 2 1,960 0,490
Tomaszow 3 1,669 0,401
Ptock 2 1,225 0,184
Ptonisk 4 2,195 0,544
Strzyzow 3 1,132 0,117
Spychowo 1 1,000 0

Lubsko 1 1,000 0

Pniewy 1 1,000 0

Sulecin 2 1,888 0,470
Przytok 3 1,232 0,189
Niepotomice 2 1,378 0,274
Srednia 2,188 1,430 0,238

Rdznice w poziomie zmiennosci genetycznej miedzy populacjami

Analiza zmiennosci genetycznej pomiedzy populacjami wykazata, ze badane populacje
réznig sie istotnie statystycznie pod wzgledem obserwowanej liczby alleli (Chi®>=76,47,
df=15, p-wartos¢ <0.001), efektywnej liczby alleli (Chi*=43,92, df=15, p-warto$¢<0,001),
heterozygotycznosci oczekiwanej (Chi*=44,04, df=15, p-warto$¢<0,001) oraz heterozy-
gotycznosci obserwowanej (Chi?=25,13, df=15, p-warto$¢<0,05). Na tle badanych popu-
lacji Ptock charakteryzuje sie odstajgcymi w kierunku dodatnim wskaznikami zmienno-
Sci genetycznej, tj. A, Ae oraz He (Ryc. 3A, B, D). Pod wzgledem liczby alleli za populacje
odstajgce w kierunku dodatnim nalezy uznac takze Lubsko oraz Pniewy (Ryc. 3A). Z ko-

lei w kierunku ujemnym od przecietnej (mediany) pod wzgledem liczby alleli odstajg
populacje Browsk, Wista, Pinczéw oraz Spychowo. Browsk nalezy uznac¢ za odstajaca
w kierunku ujemnym rowniez ze wzgledu na efektywng liczbe alleli oraz poziom hete-
rozygotycznosci.
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Ryc. 3. Analiza heterogennosci populacji pod wzgledem: liczby alleli (A), efektyw-
nej liczby alleli (B), heterozygotycznosci obserwowanej (C) oraz heterozy-
gotycznosci oczekiwanej (D). Stupki pokazujg transformowang wartosé
obserwowang dla poszczegdlnych populacji, natomiast liniami poziomymi
zaznaczono przedziaty ufnosci (dla réznych poziomdw istotnosci) wokét hi-
potezy zerowej (o braku odchylenia od wartosci przecietnej).

Roznice w poziomie zmiennosci genetycznej miedzy drzewami
o dobrym i ztym stanie zdrowotnym

Sposrod wszystkich drzew, 520 zostato sklasyfikowanych jako wykazujgce dobry stan
zdrowotny, 168 zostato sklasyfikowanych jako wykazujgce zty stan zdrowotny, natomiast
w przypadku 83 brak byto informacji o stanie zdrowotnym osobnika. W analizach mar-
keréw genomu jadrowego wieksza liczbe alleli stwierdzono wsréd drzew o dobrym sta-
nie zdrowotnym. Réwniez w tej grupie stwierdzono wiecej alleli prywatnych (Au) oraz
wiekszg sumaryczng czestos¢ alleli prywatnych (Pu). Sposréd wymienionych wskazni-
kéw zmiennosci genetycznej jedynie Pu wykazat istotng réznice miedzy grupami drzew
o réznym stanie zdrowia (Tabela 3).
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Tabela 3. Poréwnanie poziomu zmiennosci genetycznej miedzy drzewami o dobrym i ztym stanie zdro-
wotnym w markerach genomu jgdrowego (oznaczenia symboli parametrow jak w tabeli 1).

Parametr | ::Z:It:t':‘y ':‘;’r';’x :::; Réznica E[Rl"l_zlgica' Q2.5/H0 | Q97.5|HO
A 293 39,7 10,4 29,08 10,9 7,2
Ae 5,018 5,321 20,303 -0,004 20,399 0,373
Au 31 135 104 90,5 110 71
Pu 0,020 0,060 0,040% | -0,023 20,032 -0,015
Ho 0,565 0,547 0,018 0,000 20,026 0,025
He 0,801 0,812 0,011 0,000 0,016 0,014

*rdznica istotna statystycznie na poziomie a = 0,05.

Zréznicowanie genetyczne miedzy populacjami

Zréznicowanie genetyczne miedzy populacjami (Gst) mierzone na poziomie genomu
jadrowego wyniosto srednio 0,054 i byto istotne statystycznie. Oznacza to, ze jedynie
5,4% zmiennosci genetycznej wynika z réznic miedzy populacjami. Nie stwierdzono przy
tym wiekszych réznic miedzy badanymi loci. Udziat catkowitej zmiennosci metapopula-
cji w pojedynczej populacji wynidst przecietnie 94,6%. W przypadku genomu chloropla-
stowego stwierdzono znacznie wyzsze zréznicowanie genetyczne miedzy populacjami
(65,4%). Zréznicowanie genetyczne na poziomie haplotypdw chloroplastowych wynio-
sto 0,627. Zatem srednio jedynie ok. 37% catkowitej zmiennosci znajduje sie w pojedyn-
czej populacji, a ok. 63% zmiennosci badanej metapopulacji wynika z réznic miedzypo-
pulacyjnych.

Zrdznicowanie genetyczne miedzy parami populacji jesionu na poziomie genomu jg-
drowego nie wykazato statystycznie istotnego zwigzku z odlegtoscia geograficzng
(Ryc. 4) (test Mantela: r = 0,106; p-wartos¢ = 0,224). W przypadku genomu chloropla-
stowego dodatnia korelacja miedzy zréznicowaniem genetycznym a odlegtoscig geogra-
ficzng byta istotna statystycznie (r = 0,221; p-wartos¢ = 0,029).
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Ryc. 4. Zwigzek miedzy dystansem (zréznicowaniem) genetycznym a odlegtoscig geograficzng miedzy
populacjami obserwowany na podstawie jgdrowych markeréw mikrosatelitarnych.

Przestrzenna struktura genetyczna

Sposrdod badanych populacji jedynie w trzech przypadkach nie stwierdzono istotnego
ujemnego zwigzku miedzy pokrewienstwem a odlegtoscia miedzy osobnikami, tj. Pin-
czéw, Przytok i Niepotomice. Najintensywniejszg przestrzenng strukture genetyczng
stwierdzono w populacjach Gotdap, Jamy, Tomaszéw, Spychowo i Sulecin. W przypadku
wymienionych populacji wartos$¢ indeksu Sp byta istotnie wieksza niz wartos¢ srednia
dla gatunku (Sp=0,01). Istotnie nizsze od Sredniej wartosci wskaznika Sp stwierdzono
jedynie dla populacji Pinczéw oraz Strzyzéw.

Korelogram obliczony dla wszystkich populacji jednoczesnie wykazat, ze osobniki znaj-
dujace sie przecietnie w odlegtosci mniejszej niz ok. 30 metréw wykazujg istotne pokre-
wienstwo (Ryc. 5). Z kolei osobniki zlokalizowane w odlegtosci powyzej 100 metrow sg
niespokrewnione.

0.03 - Ryc. 5. Zwigzek miedzy odlegtoscig
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Distance (m)
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Efektywna wielkos¢ populacji

Efektywna wielko$¢ populacji (LDNe), oszacowana dla poszczegdlnych populacji, mie-
Scita sie w zakresie od 15,9 (Browsk) do nieskonczonosci (Strzyzow), ze Srednig har-
moniczng réwng 57,6. Poza populacjami Browsk i Spychoéw, dla ktérych odnotowano
stosunkowo niskie wartosci efektywnej wielkosci populacji, kilka populacji wykazywato
wartosci posrednie w granicach 40-60 (Gotdap, Piriczéw, Sulecin, Tomaszéw). Pozostate
populacje prezentowaty wysokie oceny efektywnej wielkosci populacji.

Ocena ryzyka zawezZenia zmiennosci genetycznej tworzonego zasobu genowego

Symulacje komputerowe redukcji wielkosci populacji wykazaty, ze w przypadku gdy licz-
ba osobnikdow maleje do 20 na populacje, wéwczas istotnie statystycznie maleje liczba
alleli w markerach genomu jagdrowego. Innym waznym efektem redukcji wielkoSci popu-
lacji jest wzrost liczby i frekwencji alleli prywatnych, jednakze nie jest on spodziewany
dla wszystkich badanych populacji. Statystycznie istotny wzrost czestosci alleli prywatnych
stwierdzono jedynie w przypadku populacji Ptock, Ptorisk, Spychowo oraz Lubsko. Analo-
giczny wptyw redukcji wielkosci populacji na zmiennos¢ genetyczng stwierdzono réwniez
w przypadku zatozenia, ze liczba osobnikéw na populacje bedzie wynosi¢ 10. W przypadku
genomu chloroplastowego, redukcja wielkosci populacji miata niewielki wptyw na zmien-
nos¢ genetyczng w ramach populacji. Nie stwierdzono przy tym statystycznie istotnych
efektéw genetycznych redukcji wielkosSci populacji do poziomu 20 lub 10 osobnikéw.
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DYSKUSJA

Stopien zmiennosci genetycznej determinuje zdolnosé danej populacji do przystoso-
wania sie w drodze doboru naturalnego do zmiennych warunkéw srodowiska. Ocena
zmiennosci genetycznej populacji i okreslenie relacji pomiedzy populacjami odgrywa
kluczowg role dla programéw ochrony i zarzadzania zasobami naturalnymi. Genetyka
konserwatorska koncentruje sie na identyfikacji i ochronie genetycznie odmiennych
populacji, poniewaz ochrona genetycznie zréznicowanych populacji pozwala utrzymadé
potencjat ewolucyjny gatunku. Markery molekularne w potaczeniu z narzedziami sta-
tystycznymi umozliwiajg okreslenie podstawowych parametréw i cech waznych dla
ochrony gatunku, takich jak struktura genetyczna czy efektywna wielko$¢ populacji. Ta-
kie badania genetyczne mogg by¢ pomoce w monitorowaniu réznorodnosci genetycz-
nej populacji, co pozwala na priorytetyzacje dziatan ochronnych.

Analizowane populacje jesionu wyniostego w Polsce charakteryzujg sie stosunkowo wy-
sokim poziomem zmiennosci genetycznej, wyrazonej poprzez liczbe alleli, efektywng
liczbe alleli, a takze heterozygotycznos¢ oczekiwang. Populacje Ptock, Ptonsk, Strzyzéw,
Lubsko, Pniewy, Przytok charakteryzujg sie ponadprzecietnymi parametrami zmien-
nosci genetycznej, ktére mogg stanowié¢ podstawe do tworzenia zasobdéw genowych.
Zaktada sie, ze im bardziej zréznicowana jest pula genowa gatunku, tym wieksze istnie-
je prawdopodobienstwo wystgpienia korzystnych alleli lub kombinacji alleli, ktére za-
gwarantujg przezywalnosé¢ i przystosowanie do zmieniajacych sie warunkéw otoczenia.
Zachowanie mozliwie szerokiej zmiennosci genetycznej jesionu wyniostego ma zatem
fundamentalne znaczenie dla stabilnos$ci drzewostandw i catych ekosystemoéw lesnych,
szczegodlnie istotne w kontekscie wystepowania choréb wywotanych przez grzyb Hyme-
noscyphus fraxineus.

Poréwnanie zrdznicowania genetycznego pomiedzy drzewami zdrowymi i chorymi
moze wyjasni¢ czy podatnosé jesionu wyniostego na patogen moze by¢ uwarunkowa-
na genetycznie. W niniejszym opracowaniu, wiekszo$¢ parametrédw opisujacych poziom
zmiennosci genetycznej przyjmowata wyzsze wartosci dla osobnikéw zdrowych, jednak-
ze wykazane rdznice byly nieistotne statystycznie. W zwigzku z tym, podatnosé drzew
jesionu na czynnik patogenny nie wptywa na poziom zmiennosci genetycznej mierzony
za pomocg neutralnych markeréw genetycznych. Wiekszos¢ cech adaptacyjnych takich
jak odpornos¢ na patogeny jest kodowana przez wiele gendw, ktdre dziataja na zasadzie
addytywnej i sg regulowane przez czynniki biotyczne i abiotyczne.

Zrdznicowanie genetyczne stanowi te cze$é zrdznicowania genotypowego, ktora jest
spowodowana zmiennoscia sktadu genetycznego osobnikéw danej populacji. Jesion
wyniosty charakteryzuje sie niewielkim zréznicowaniem genetycznym miedzy popula-
cjami, wynoszgcym przecietnie 5,4%. Uzyskany wynik jest charakterystyczny dla drzew
klimatu umiarkowanego i wigze sie z typowymi dla drzew cechami biologicznymi, taki-
mi jak znaczne rozmiary, duza ptodnos¢, dtugowiecznosé, wystepowanie na duzych ob-
szarach geograficznych, a tym samym globalnie duza liczebnosc gatunku. Jednoczes$nie
wykazano, ze podobienstwo genetyczne miedzy populacjami jest w niewielkim stopniu
zalezne od odlegtosci geograficznej miedzy populacjami. Sugeruje to, ze gatunek cha-
rakteryzuje sie stosunkowo intensywnym przeptywem gendw, ktory sprawia, ze popula-

cje odlegte od siebie nie réznig sie znaczaco pod wzgledem genetycznym. Wynik ten su-
geruje, ze w procesie pozyskiwania nasion dla potrzeb zachowania zasobéw genowych
gatunku nie jest konieczne, aby materiat genetyczny pochodzit z duzej liczby populacji.
Niemniej, ze wzgledu na istnienie potencjalnych réznic miedzy populacjami we frag-
mentach genomu zwigzanych z adaptacjg do okreslonych warunkéw srodowiska uzy-
skane wyniki nalezy interpretowaé ostroznie, dgzgc do mozliwie szerokiej, jednak uza-
sadnionej ekonomicznie, reprezentacji populacji w tworzonych zasobach genowych..

W naturalnych populacjach jesionu wyniostego istnieje tendencja do tworzenia prze-
strzennej struktury genetycznej, ktéra moze byé wynikiem ograniczonego przeptywu
genow na skutek izolacji, zréznicowanego zageszczenia osobnikéw czy systemu rozmna-
zania. Wsréd tych czynnikdéw najprawdopodobniej najwiekszy wptyw na przestrzenng
strukture genetyczng ma dyspersja nasion. Wyniki badan w Butgarii wskazuja, ze roz-
siewanie nasion wystepuje generalnie w promieniu 14 metréw od drzewa (Heuertz i in.
2001). Bezposrednig konsekwencjg istnienia pokrewienstwa miedzy wystepujacymi
blisko siebie osobnikami jest mozliwos¢ wzrostu wsobnosci w pokoleniu potomnym,
co z kolei moze prowadzi¢ do obnizenia dostosowania potomstwa na skutek depresji
wsobnej.

Dla utrzymania ewolucyjnej zmiennosci niezbednej do tego, aby populacje trwaty w cza-
sie i w przestrzeni, niezbedna jest wysoka efektywna wielko$¢ populacji pozwalajgca
na zachowanie istniejgcej zmiennosci genetycznej. Dla wiekszosci badanych populacji
odnotowano stosunkowo wysokie wartosci efektywnej wielkosci populacji. Oznacza to,
ze przebieg proceséw reprodukcyjnych zachodzi przy udziale znacznej liczby osobnikéw
zwiekszajgc szanse na przekazanie mozliwie szerokiego zakresu zmiennosci genetyczne;j
pokoleniu potomnemu. Populacje o duzej efektywnej wielkosci charakteryzujg sie duza
zmiennoscig genetyczng i s3 w mniejszym stopniu narazone na losowe zmiany czestosci
alleli. W zwigzku z tym rzadko dochodzi do utraty alleli w wyniku dziatania dryfu gene-
tycznego.

Przeprowadzone badania symulacyjne wykazaty, ze zmniejszenie liczby osobnikéw do
poziomu 20 lub nawet 10 osobnikdéw na populacje, powoduje powazny spadek zmien-
nosci genetycznej populacji. Jednoczesnie, redukcja liczby osobnikdéw prowadzi do istot-
nego wzrostu liczby alleli prywatnych w poszczegdlnych populacjach. Stopier zmian nie
jest jednorodny i zalezy od wyjsciowego poziomu zmiennosci genetycznej obserwowa-
nej w danej populacji. Nalezy jednak uzna¢, ze utrata zmiennosci genetycznej bedzie
proporcjonalna do wyjsciowej zmiennosci genetycznej oraz bedzie zalezata od skali re-
dukcji liczby osobnikdw wykorzystywanych do tworzenia zasobu genowego. W przypad-
ku populacji o niedostatecznej liczebnosci utrata zmiennosci genetycznej odpowiada
za pogorszenie zdolnosci adaptacyjnych populacji w przypadku zmian w srodowisku,
wzrasta specjalizacja i wrazliwos¢ na zdarzenia losowe, maleje zdolnos¢ do rekolonizacji
przywréconych siedlisk. W niewielkich populacjach utrata réznorodnosci genetyczne;j
moze prowadzi¢ do spadku dostosowania i ostatecznie do wymarcia.

Drzewa lesne ze swymi znacznymi zasobami genowymi stanowig najwazniejszy sktadnik
ekosystemow lesnych, ksztattujgcy nisze ekologiczne dla innych gatunkéw roslin, a takze
zwierzat, grzybdéw i innych organizmdw Srodowiska lesnego. W zwigzku z tym zachowa-
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nie jak najbardziej zréznicowanych pul genetycznych poszczegdélnych gatunkéw drzew
lesnych jest jednym z najistotniejszych zadan wspdtczesnego lesnictwa. Dla prawidtowej
ochrony i zrébwnowazonego zarzadzania leSnymi zasobami genetycznymi, istotne jest
dobre zrozumienie procesow ksztattujgcych zmiennos$¢ genetyczng drzew lesnych.
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WPROWADZENIE

W celu oszacowania mozliwosci eliminacji patogenu A. fraxineus ze skrzydlakéw jesio-
nu wyniostego przeprowadzono procesy krioterapii i termoterapii skrzydlakéw pozy-
skanych z osobnikéw o symptomach chorobowych w wytypowanych stanowiskach. Po
terapii wykonano oceny zywotnosci nasion oraz ocene eliminacji patogenu.

Ze wzgledu na stabe owocowanie jesionu wyniostego, konieczne byto wtgczenie do puli
badanego materiatu skrzydlakéw pozyskanych w czasie dwaéch kolejnych sezondéw (zbidr
2014/2015 oraz 2015/2016). Tabele 1 i 2 zawierajg informacje o stanowiskach, z ktérych

materiat wykorzystany zostat przy realizacji zadania.

Tabela 1. Zestawienie stanowisk na obszarach Natura 2000, z ktérych pozyskano nasiona do pierw-
szego etapu. Pogrubiong czcionkg wskazano stanowiska, dla ktérych wykonano petny profil

badawczy.
Nr / llosé
~ -~ Lesnictwo, oddziat, Kategoria préb Oznaczenie
sta.no RDLP Nadlesnictwo nazwa rezerwatu obiektu w ho- | mikologiczne
-wiska dowli
owli
. . . Rezerwat
1 Poznan Pniewy Wielki Las przyrody 60 T1
2 Szczecin Miedzychod Muchocin, oddz. 449d Drzewostan 100 T1
. . . Rezerwat
3 Szczecin Choszczno Skalisty Jar Libberta przyrody 400 T1,T2,T3,LN
4 Szczecin Gtusko Wotogoszcz oddz. 234h | Zrédto nasion 100 T1
. Strzelce . . s .
5 Szczecin Krajeriskie Buszdw, Oddz. 96j Zrédto nasion 100 T1
. . Zrédliskowa Buczyna im. Rezerwat
6 Szczecin Gryfino Jerzego Jackowskiego przyrody 100 T
7 Szczecin tobez Winniki, oddz. 331i Zrédto nasion 400 T1,T2,T3,LN
. 5 Rezerwat
8 Pita Tuczno Lesne Zrodta przyrody 100 T1
. . L Rezerwat
9 Szczecinek Czarnobor Bagno Ciemino przyrody 100 T1
. . . Rezerwat
10 Gdansk Kwidzyn Las Matawski przyrody 400 T1,T2,T3,LN
11 Gdansk Wejherowo Darzlubie, oddz.224t Drzewostan 400 T1,72,T3,LN
12 Torun Jamy Rogdino Zamek Rezerwat 400 T1,T2,T3,LN
przyrody
13 Torun Zamrzenica Lnianek, oddz. 166d Zrédto nasion 400 T1,T2,T3,LN
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Koniecznos¢ zabezpieczenia odpowiedniej ilosci materiatu z zaktadanej ilosci drzew
(170) byta istotnym czynnikiem branym pod uwage przy planowaniu pozyskania w ko-

lejnym sezonie (2015/2016).

Tabela 2. Zestawienie stanowisk na obszarach Natura 2000, z ktérych pozyskano nasiona do drugiego

etapu. Dla wszystkich stanowisk zabezpieczong zaktadang ilos¢ materiatu.

Nr e Zastosowany
stano- RDLP SRl EEDE oddzlat/ Kategoria obiektu — prob. wariant

. two nazwa w hodowli ..
-wiska terapii

rezerwatu

14 Torun Torun Ptutowo Rezerwat przyrody 400 T1,72,T3,LN

15 Torun Zotedowo | Kruszyn 475a Zrédto nasion 400 T1,72,T3,LN

16 Radom Pinczow Tereséw 356f Drzewostan 400 T1,72,T3,LN

17 Katowice Brzeg Barucice Rezerwat przyrody 400 T1,72,T3,LN

18 Krakow | Niepotomice | Ispina 421c Drzewostan 400 T1,T2,T3,LN

OCENA SKUTECZNOSCI KRIOTERAPII )
| TERMOTERAPII W ZWALCZANIU PATOGENOW

Celem badan byto sprawdzenie, czy poprzez krioterapie i termoterapie nasion jesionu
wyniostego pochodzgcych z drzew wykazujgcych objawy chorobowe charakterystyczne
dla obserwowanego od 1992 r. procesu zamierania jesionu, mozna spowodowac dezak-
tywacje gtéwnego sprawcy tej choroby, grzyba Hymenoscyphus fraxineus (T. Kowalski)
Baral, Queloz, Hosoya, comb. nov. oraz innych grzybéw zasiedlajacych nasiona.

METODYKA BADAN

Na podstawie danych z literatury opracowano warianty krioterapii i termoterapii tj. od-
dziatywania okreslonej temperatury w konkretnym przedziale czasowym. Wariant T1
termoterapii postuzyt jako kontrola doswiadczenia. Skrzydlaki umieszczono w tempe-
raturze optymalnej dla patogenu (20°C w czasie 0,5h). Ramowy opis procedury zostat
przedstawiony w Tabeli nr 3.

Tabela 3. Opis metodyki badan (LN — z ang. liquid nitrogen — ciekty azot)

Krioterapia LN Termoterapia T1 (kontrola) Termoterapia T2 Termoterapia T3

Krioterapie
w temp. -150°C

Termoterapie T1 przeprowadzono | Termoterapie w temp. T2 i T3 przeprowa-
w temp. okoto 20°C dzono w tazni wodnej

Sterylizacja powierzchniowa (Kowalski, Bartnik, 2010)

Pasaz na pozywke (Kowalski, Bartnik, 2010)

Fot. 1. Termoterapia skrzydlakéw Fot. 2. Krioterapia
jesionu wyniostego (P. Hrydziusz-
(U. Wasilenczyk). ko).

Fot. 3. Pasaz na pozywke (M. Patucka).

Do czasu opracowania testu materiat biologiczny ze skrzydlakéw jesionu zostat zabez-
pieczony w -20°C (Fot. 4).

Kontrola molekularna

W ramach zadania opracowano metodyke kontroli molekularnej. Wybrane stadia izola-
cji DNA przedstawiono na zdjeciach nr5i 6.

Fot. 5. Izolacja DNA
ze skrzydlaka
jesionu wynio-
stego (M. Chu-
dzinska).

Fot. 4. Materiat biologiczny ze
skrzydlakéw jesionu wynio-
stego do analiz molekular-
nych (M. Patucka).

Fot. 6. Inkubacja materiatu roslinnego
w termo mikserze
(M. Chudzinska)

W kolejnych etapach realizacji zadania opracowano test molekularny, ktéry pozwolit na
ocene eliminacji patogenu po procesie termoterapii (3 warianty temperaturowe) oraz
krioterapii.

W zwigzku z dotychczasowym profilem zadan realizowanych w Pracowni Analizy DNA
zdecydowano o przygotowaniu testu w oparciu o DNA mikrosatelitarne.

Uzyskane dane pozwolity na wytypowanie czterech markeréw (na podstawie Gherghel
et all, 2014). Prezentacje ostatecznej wersji testu molekularnego przedstawiono na ry-
cinie nr 1.
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ad 8 Cladosporium herbarum 9 3 3 18 33 3,16
roca 9 Colletotrichum x gloeosporioides 72 1 15 88 8,44
x 11 Cytospora sp. 1 1 0,10
- 12 Drozdzaki 4 6 4 5 19 1,82
e 13 Epicoccum nigrum 6 2 3 11 1,05
La i B A Na X S A S " YWY, 14 Fusarium spp. 85 44 129 12,37
Ryc. 1. Wzorcowy elektroforogram — uzyskana w programie GeneMapper wizualizacja rozdziatu frag- 15 Mycosphaerella sp. 8 4 12 L15
mentow DNA w analizatorze genetycznym. Kazdy kolorowy pik reprezentuje jeden marker 16 Niezarodnikujqce 8 3 5 16 1,53
genetyczny.
17 Penicillium sp. 2 1 3 0,29
Wyniki 18 Periconia sp. 1 2 3 0,29
Dla kazdego z etapdw zastosowano odmienny profil analiz. W pierwszym okreslono 19 Phoma spp. >4 17 71 6,81
panel mikroorganizmoéw zasiedlajgcych skrzydlaki jesionu, w drugim skupiono sie na 20 Phomopsis spp. 55 5 11 53 124 11,89
oznaczono tych patogendw, ktolre przezywajg testowane warianty T2 i T3 termoterapii. 271 Ulocladium botryosum 26 2 8 36 3,45
Niezaleznie, w obydwu, szczegdlna uwage skoncentrowano na wyizolowaniu czynnika
. L . Razem 579 19 94 351 1043 100,00
sprawczego zamierania jesionu, patogenu Hymenoscyphus fraxineus.

Hodowla mikroorganizméw — wyniki dla etapu | (2014/2015)

Po przeprowadzeniu krioterapii i termoterapii wedtug przyjetego schematu postepowa-
nia, sprawdzono skutecznos¢ tych proceséw poprzez hodowle mikrobiologiczng, a takze
poréwnano uzyskane wyniki z hodowlg mikroorganizméw z nasion niepoddanych tym
procesom (wariant kontrolny — T1).

Fot. 7. Acremonium Fot. 8. Alternaria Fot. 9. Aureobasidium  Fot. 10. Cladosporium
Analize prowadzono etéwni katem noéci H. fraxineus. Bran w (K. Nowik). alternata pullulans cladosporioides
e prowadzono gtéwnie pod katem obecnosc fraxineus. Brano pod uwage (K. Nowik). (K. Nowik). (K. Nowik).

cechy kolonii wyrastajacych z nasion, jak i obecnos¢ na powierzchni struktur charak-
terystycznych dla tego gatunku. W celu identyfikacji innych organizmow grzybowych
porastajgcych skrzydlaki hodowle przekazano do Zespotu Ochrony Lasu we Wroctawiu
(ZOL). Fotografie 7 — 14 przedstawiajg wybrane mikroorganizmy oznaczone w ZOL. Wy-
niki analiz zestawiono w Tabeli nr 4.
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Tabela. 4. Grzyby wyrastajgce z nasion poddanych krioterapii i termoterapii — | etap. Fot. 11. Colletotrichum  Fot. 12. Fusarium Fot. 13. Phoma Fot. 14. Phomopsis e

(K. Nowik). (K. Nowik). (K. Nowik). (K. Nowik). §
llos¢ kolonii grzybéw =
Lp. Rodzaj/ gatunek grzyba St Razem % 2
T | T2 | T3 LN ) _ ) _ ) _ g
] W pierwszym etapie badan (skrzydlaki pozyskane na przetomie lat 2014/2015) analiza N
1 Acremoniella sp. 2 2 0,19 . . . . =
mikroskopowa zostata wykonana dla kazdego wariantu temperaturowego, aby moz- g
2 Acremonium sp. 6 2 3 11 1,05 liwe byto dokonanie oceny ilosciowej grzybdw zasiedlajgcych nasiona. Hodowle po E
3 Alternaria alternata 131 5 45 78 259 24,83 krio- i termoterapii przeprowadzono dla pieciu stanowisk, po wariancie kontrolnym dla é
4 Aureobasidium pullulans 6 b 18 173 wszystkich ujetych w etapie | proweniencji, tj. trzynastu. E
5 Botrytis cinerea 2 ) 0,19 W zadnym wariancie nie vyylzolowano gr%yba H fm.x/neus, ktgry Jle'st gtéwnym sprawca z
- — . obserwowanego w Europie procesu zamierania jesionu. Zaleznos¢ wystepowania kon- =

6 Niezarodnikujqce ciemne 18 3 21 2,01 kretnych gatunkdéw grzybow po zastosowaniu poszczegdlnych wariantéw przedstawio-

7 Cladosporium cladosporioides 95 10 79 184 17,64 no na Wykresie 2.
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Analiza mikroskopowa
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Wykres 2. Analiza mikroskopowa dokonana dla kazdego wariantu temperaturowego. Kolor niebieski
— kontrola, kolor czerwony — termoterapia w temp. T2, kolor zielony — termoterapia w T3,
kolor fioletowy — krioterapia — LN.

Analiza iloSciowa

W ramach przeprowadzonych analiz zidentyfikowano 1043 kolonie grzybéw. Analiza iloScio-
wa wykazata, ze najliczniej kolonia grzybéw wzrastata na fragmentach nasion jesionu w wa-
riantach T1 (kontrola) — 579 kolonii i po krioterapii w -150°C (LN) — 351 kolonii grzybéw. Naj-
mniej licznie zainfekowane byty nasiona po termoterapii T2 (18 kolonii). Uzyskane wyniki
przedstawia Wykres 3.

Préby dodatnie
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Wykres 3. Wyniki hodowli na podfozach mikrobiologicznych. Kolor niebieski — kontrola, kolor czerwo-
ny — termoterapia w temp. T2, kolor zielony — termoterapia w T3, kolor fioletowy — nasiona
poddane krioterapii.

Analiza jakosciowa

Podczas analiz stwierdzono wystepowanie okoto 20 rodzajéw grzybdw. Najliczniej wy-
stepowaty grzyby rodzaju Alternaria wraz z Ulocladium, Cladosporium, Fusarium i Pho-
mopsis. Licznie wystepowaty grzyby rodzajéw Phoma i Colletotrichum. Najmniej zrdzni-
cowane byty hodowle w wariancie T2 (4 rodzaje), najbardziej w wariantach T1i LN (po
18 rodzajow). W wariancie T2 nie wystepowaty grzyby Fusarium, stwierdzono obecnosé
nielicznych Alternaria sp., Phomopsis spp. i Cladosporium spp.

Hodowla mikroorganizméw — wyniki dla etapu 1l (2015/2016)

W drugim etapie badan przeprowadzono krioterapie i termoterapie wedtug tego same-
go schematu jak w etapie | (Tabela 3).

W celu uscidlenia informacji na temat wrazliwos$ci patogendw grzybowych na zastoso-
wane temperatury, dokonano analizy ilosciowej wystepowania grzybow po zastosowa-
niu czterech wariantéw temperaturowych oraz analize mikroskopowa dla tych, ktére
wykazaty wzrost po procesie termoterapii.

LN TR 7S ¥
S -rh\ﬁ
PYUE-PEY v
&L NS B

@ W f-.;ﬂs\‘b
-5 * o b 8
SBRa®h N
& B DA 1 =
o ¢ A g
W -y

Bew e e b
SWSEHSSD 289D P&
Eeewewe'w i (B
7T 5 4 & 4 ek P Y o @B
_‘“\“Q’%"a B 9 W cm.g @8 aOM“?‘\'

DOOBOT60 7 SEBHGLH O SOBSES

M=y PONEL R
Fot. 15. Hodowla patogendw zasiedlajgcych
nasiona po termoterapii, wariant T1.
(U. Wasilenczyk).

Fot. 16. Hodowla patogendw, zasiedlajgcych
nasiona po termoterapii, wariant T2.
(U. Wasilenczyk).

TJ@p03@¢a

Fot. 17. Hodowla patogendw zasiedlajgcych
nasiona po termoterapii, wariant T3.
(U. Wasilenczyk).

Fot. 18. Hodowla patogendw, zasiedlajacych
nasiona po Krioterapii, wariant LN.
(U. Wasilenczyk).

Okreslono, jakie rodzaje grzybéw podejmujg wzrost na nasionach po zastosowaniu wa-
riantéw T2 i T3 termoterapii. Sg to gtdwnie Alternaria alternata oraz Phomopsis spp.
stanowigce prawie 80% grzybow wystepujacych po zastosowaniu termoterapii. Dla T1
w obydwu wariantach stwierdzono réwniez kilkuprocentowy udziat trzech innych grup
— dla T2: szczepdw niezarodnikujacych jasnych (7%), Colletotrichum x gleosporoides
(7%) oraz drozdzakdéw (7%); dla T3: niezarodnikujgcych jasnych (7%), Ulocladium botry-
osum (8%), Phoma spp. (8%).

Réwniez w tym etapie badania byty prowadzone gtéwnie pod katem wystepowa-
nia Hymenoscyphus fraxineus oraz jego dezaktywacji po zastosowaniu termote-
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rapii i krioterapii. Obecnos¢ patogenu w hodowlach stwierdzono w trzech prowe-
niencjach, jedynie w kontroli (T1) oraz po zastosowaniu krioterapii (LN). Analize
mikroskopowag potwierdzity rowniez badania molekularne przeprowadzone dla wszystkich
5-ciu stanowisk oraz dla kazdego wariantu temperaturowego —w sumie 2 000 prébek.

i
oA
AR T
.
el LR
|- [ A
Fot. 19. Zdjecie skrzydlaka jesio-  Fot. 20. Hymenoscyphus fra- Fot. 21. Hymenoscyphus fra-
nu wyniostego, poro- xineus. Zdjecie spod xineus. Zdjecie spod
Snietego grzybem Hy- mikroskopu mikroskopu

menoscyphus fraxineus
(U. Wasilenczyk).

(U. Wasilenczyk). (U. Wasilenczyk).

Analiza molekularna

W celu weryfikacji wynikéw hodowlanych z fragmentéw tych samych nasion, ktére zo-
staty wytozone na pozywke dokonano réwniez analizy molekularne. tacznie, w Il eta-
pach, przeanalizowano 4 400 sztuk skrzydlakéw jesionu wyniostego, pochodzacych z 11
stanowisk. Szczegdtowe zestawienie zaprezentowano w Tabeli nr 5.

Tabela 5. Zestawienie ilosci prob dodatnich dla poszczegdlnych partii nasion. Kursywg oznaczono sta-
nowiska, dla ktérych w skrzydlakach nie stwierdzono obecnosci materiatu genetycznego pa-

togenu.
p. | ROP | Nadienictwo| TR | SNURREE | odetmeh | dodatmien
1 Szczecin Choszczno 436/7P/14 400 1 0,25%
2 Szczecin tobez 447/2P/14 400 8 2,00%
3 Gdansk Kwidzyn 450/ZP/14 400 3 0,75%
4 Gdansk Wejherowo 451/7P/14 400 1 0,25%
5 Torun Jamy 425/7P/14 400 0 0,00%
6 Torun Zamrzenica 134/ZP/15 400 0 0,00%
7 Toruri Toruri 436/ZP/15 400 0 0,00%
8 Toruni Zotedowo 439/7P/15 400 0 0,00%
9 Radom Piriczéw 440/ZP/15 400 2 0,50%
10 Katowice Brzeg 444/7P/15 400 63 15,75%
11 Krakéw Niepotomice | 445/ZP/15 400 40 10,00%
Suma 4 400 118 2,68%

Dodatni wynik testu molekularnego uzyskano dla 118 z 4 400 skrzydlakéw (2,68%),
pochodzacych z siedmiu z badanych jedenastu stanowisk. Biorgc pod uwage jedy-
nie stanowiska, w ktérych stwierdzono wystepowanie patogenu (7, co daje 2 800

préb), odsetek dodatnich wynosi 4,21%. Wiekszos¢ préb dodatnich (103, co sta-
nowi 87,29% wszystkich préb dodatnich) stwierdzono w partiach pochodzacych
z nadlesnictw Brzeg i Niepotomice. W przypadku czterech stanowisk nie stwier-
dzono obecnosci materiatu genetycznego patogenu w badanych skrzydlakach.
Wszystkie one sg zlokalizowane na terenie Regionalnej Dyrekcji Laséw Panstwo-
wych w Toruniu (rezerwaty przyrody: Rogdino Zamek w Nadlesnictwie Jamy
i Ptutowo w Nadlesnictwie Torun oraz dwa zrddta nasion: w nadlesnictwach Zamrzenica
i Zotedowo).

Ocena eliminacji patogenu

Skrzydlaki zebrano z 233 drzew, a wiec zaktadany w projekcie FraxUmLBG wskaznik 170
osobnikdw — zostat osiggniety. Kazdy skrzydlak, po sterylizacji powierzchniowej i pod-
daniu wariantowi krio- lub termoterapii, podzielono w aseptycznych warunkach komo-
ry laminarnej na dwie czesci. Jedng wytozono na specjalistyczng pozywke hodowlang
celem namnozenia organizmdw grzybowych zasiedlajgcych materiat roslinny, z drugiej
wyizolowano DNA totalne i wykonywano molekularny test diagnostyczny na obecnos¢
materiatu genetycznego H. fraxineus. Analize wynikdéw pod katem stwierdzenia wyste-
powania patogenu opisuje Tabela 6.

Tabela 6. Zestawienie wynikdow pod katem stwierdzenia wystepowania Hymenoscyphus fraxineus na
poszczegdlnych stanowiskach. Stanowiska 3, 7, 10, 11, 12, 13 — opracowane w | etapie, 14 —
18 — w Il etapie doswiadczenia. Kursywa oznaczono stanowiska, dla ktérych w skrzydlakach
nie stwierdzono obecnosci materiatu genetycznego patogenu.

Nr L. Hodowla (+) | Test mol.
sta— RDLP Nadlesnic- o dlfzsigll‘/:tngg\'lva Kategoria llosé ) (+)
nowi- two t obiektu prob » L.
-ska (e llosé| % [llosé| %
. Skalisty Jar Rezerwat
3 Szczecin | Choszczno Libberta przyrody 400 0 0,00 1 (0,25
7 | Szczecin tobez Winniki, . Zrédto nasion | 400 0 0,00 8 |[2,00
oddz. 331i
. . . Rezerwat
10 | Gdansk Kwidzyn Las Matawski przyrody 400 0 0,00 3 [0,75
. . Darzlubie,
11 | Gdansk | Wejherowo oddz.224t Drzewostan 400 0 0,00 1 10,25
. » Rezerwat
12 Torun Jamy Rogé6zno Zamek przyrody 400 0 0,00 0 |0,00
13 Torun | Zamrzenica Lnianek, Zrédto nasion | 400 0 0,00 0 |000
oddz. 166d ’ ’
p P Rezerwat
14 Torun Torun Ptutowo przyrody 400 0 0,00 0 |0,00
15 Toruri | Zotedowo Kruszyn 475a | Zrédto nasion | 400 0 0,00 0 |0,00
A Tereséw
16 Radom Pinczéw o0ddz.356f Drzewostan 400 1 0,25 2 [0,50
17 |Katowice Brzeg Barucice Rezerwat 400 9 2,25 63 [15,75
przyrody
18 | Krakéw [Niepotomice| 'SP °99Z | priewostan | 400 | 3 | 0,75 | 40 |10,00
tacznie 4400 | 13 | 0,30 | 118 | 2,68
Dla stanowisk, dla ktorych stwierdzono obecno$¢ materiatu
genetycznego patogenu 2800 | 13 | 0,46 | 118 | 4,21

~
i
o
~
=
!
(S
O
=
<
.
<
o
>
N
[-3
=
8
X
3
©
z
i}
(G}
x
2
<
-]
>
2
k7]
[}
-




52

Za pomoca testow hodowlanych wykryto obecnosé patogenu w trzech proweniencjach
(nadlesnictwa: Pinczéw, Brzeg i Niepotomice). Wynik zostat pozytywnie zweryfikowa-
ne na drodze analiz molekularnych. Dla czterech stanowisk dodatnie wyniki uzyskano
jedynie w testach DNA (nadlesnictwa: Choszczno, tobez, Kwidzyn, Wejherowo). Dla
pozostatych czterech (nadleénictwa: Jamy, Zamrzenica, Torun, Zotedowo) obydwa testy
wypadty negatywnie, tj. ani na drodze hodowli, ani analiz DNA nie stwierdzono obecno-
Sci H. fraxineus w badanej puli préb. Nalezy zwrdci¢ uwage na znacznie wyzszy poziom
wykrywalnosci patogenu przy zastosowaniu metody molekularnej. Wynika to miedzy
innymi z biologii organizmu — wykazuje sie on bardzo powolnym wzrostem, w zwigzku
z czym czesto przegrywa konkurencje z szybciej rozwijajgcymi sie mikroorganizmami
towarzyszgcymi. Detekcja mikro— a zwtaszcza makroskopowa jest w takich przypadkach
bardzo utrudniona, czasem wrecz niemozliwa.

Wyniki oceny skutecznosci krioterapii i termoterapii w zwalczaniu patogenéw zawarto
w Tabeli 7. Zestawia ona préby z siedmiu stanowisk, dla ktérych analizy molekularne
wykryty obecnos$¢ materiatu genetycznego patogenu w skrzydlakach jesionu wynioste-
go, ale w rozbiciu na poszczegdlne warianty doswiadczenia (krioterapie — LN, kontrole
—T1, dwa warianty termoterapii — T2 i T3). Wykazano, ze ilo$¢ préb zawierajgcych DNA
H. fraxineus jest w kazdej puli podobna (od 24 w T2, do 36 w T1; w ujeciu procentowym
odpowiednio: od 3,43% do 5,15%), ze srednig wartoscig 29,5, co stanowi 4,21% analizo-
wanych 2 800 préb. Nalezy zaznaczyé, ze zastosowany test molekularny, oparty o detek-
cje mikrosatelitarnego DNA daje wynik dodatni nawet w przypadku braku aktywnosci
biologicznej tkanek analizowanego gatunku, czyli pozwala na wykrycie $ladu obecnosci
organizmu juz martwego. Oznacza to, iz w przypadku wykonywanej oceny skutecznosci
krioterapii i termoterapii, dodatni test molekularny przy ujemnym tescie hodowlanym
wskazuje, iz patogen byt obecny w tkance gospodarza, ale zostat dezaktywowany. Taka
sytuacja ma miejsce w przypadku dwdch wariantéw: T2 i T3.

Tabela 7. Analiza wynikéw pod katem stwierdzenia wystepowania H. fraxineus w poszczegdlnych wa-
riantach terapii. Tabela zestawia dane dla stanowisk, na ktérych potwierdzono obecnos¢
patogenu (3,7 10, 11, 16, 17, 18). LN — krioterapia, T1 — wariant kontrolny, T2, T3 — warianty

termoterapii.
llos¢ préb w poszczegélnych wariantach
Hodowla (+) Test mol. (+)
Wariant llos¢ prob
llos¢ Odsetek llos¢ 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 %
Whioski

Badania przeprowadzone w Zespole Pracowni Badawczo-Wdrozeniowych LBG Kostrzy-
ca oraz w ZOL we Wroctawiu potwierdzity obecnosé H. fraxineus w skrzydlakach jesionu

wyniostego, a co za tym idzie ugruntowaty teze, teze, ze skrzydlaki mogg by¢ wektorem
przenoszgcym patogen. Wykazano réwniez korelacje obecnosci grzyba ze stanowiskiem,
z ktorego pozyskano nasiona. Wystepowanie patogenu stwierdzono w Nadles$nictwach:
Choszczno (rezerwat Skalisty Jar Libberta), tobez (Lesnictwo Winniki), Kwidzyn (rez. Las
Matawski), Wejherowo (Lesnictwo Darzlubie), Pinczéw (Lesnictwo Tereséw), Brzeg (rez.
Barucice), Niepotomice (Lesnictwo Ispina). Nalezy zaznaczy¢, iz brak patogenu w sa-
mych prébach doswiadczalnych z pozostatych proweniencji nie oznacza, ze stanowiska
te sg wolne od sprawcy zamierania jesionu.

Dezaktywacja H. fraxineus

W ramach oceny skutecznosci krioterapii i termoterapii opracowano szybki test diagno-
styczny na obecnos¢ H. fraxineus w tkankach jesionu wyniostego (skrzydlaki, nasiona,
pedy, liscie). Dzieki potaczeniu metody molekularnej i klasycznej (hodowlanej) wyka-
zano skutecznos¢ termoterapii w zwalczaniu patogenu. Brak wzrostu w hodowlach ze
skrzydlakdw poddanych termoterapiom przy jednoczesnym stwierdzeniu w prébach
$ladéw materiatu genetycznego patogenu wskazuje na skutecznos¢ opracowanych me-
tod termoterapii w zwalczaniu H. fraxineus. Wyniki analiz jakosciowych i ilo$ciowych
wykonanych w ZOL we Wroctawiu wskazujg réwniez na znaczne ograniczenie wzrostu
innych patogendéw grzybowych poddanych dziataniu T2 i T3. Wyniki dla etapu | (petny
panel mikologiczny) wskazuja, iz wariant T2 jest bardziej efektywny w stosunku do naj-
czesciej wystepujgcych mikroorganizmow, tj. grzybow z rodzajow: Alternaria, Cladospo-
rium oraz Phomopsis. Zastosowanie wariantu LN (krioterapia) nie pozwala na eliminacje
zaréwno H. fraxineus, jak i towarzyszacych grzybow.

Skutecznos¢ krioterapii i termoterapii

WSszystkie oceny wykonane na podstawie ilosciowej i jakoSciowe] analizy fitopatolo-
gicznej nasion jesionu poddanych krioterapii i termoterapii wskazuja, ze zastosowane
w wariancie T2 parametry termoterapii skutecznie eliminujg wiekszos¢ rodzajow grzy-
béw zwigzanych ze skrzydlakami jesionu wyniostego (w tym H. fraxineus) lub w istotny
sposOb ograniczajg ich ilos¢.

Ocena zywotnosci nasion po procesie krioterapii i termoterapii

Celem badan byto sprawdzenie zywotnosci nasion po zastosowaniu krioterapii i termo-
terapii nasion jesionu wyniostego (£ excel/sior L.) pochodzacych z drzew wykazujgcych
objawy chorobowe.

Metodyka badan
Zarys metodyki badan przedstawiono w Tabeli 8.

Tabela 8. Schemat metodyki badan

Termoterapia T1

Terte ) Termoterapia T2

Krioterapia Termoterapia T3

Stratyfikacja nasion (Suszka et all., 2000)

Ocena zywotnosci nasion metodg barwienia TTC — Test Tetrazolinowy (ISTA, 2003)
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Wyniki
Ocene zywotnosci przeprowadzono w drugim etapie badan dla nasion pozyskanych z pieciu
stanowisk w sezonie 2015/2016.

Tabela 9. Zestawienie stanowisk, z ktérych pozyskano nasiona do drugiego etapu.

Nr stano- Nadle$nic- [T lloé¢ préb
. RDLP oddziat/nazwa Kategoria obiektu P .
-wiska two w hodowli
rezerwatu
14 Torun Torun Ptutowo Rezerwat 400
przyrody

15 Torun Zotedowo Kruszyn 475a Zrédto nasion 400

16 Radom Pinczéw Teresow 356f Drzewostan 400

17 Katowice Brzeg Barucice Rezerwat przyrody 400

18 Krakéow | Niepotomice Ispina 421 ¢ Drzewostan 400

Wrazliwos$¢ nasion na temperature par ciektego azotu -150°C.

Zdolnos¢ kietkowania skrzydlakéw jesionu wyniostego przemrozonych w parach ciekte-
go azotu (LN) przy wilgotnosci okoto 10% nie réznita sie istotnie od zdolnosci kietkowa-
nia skrzydlakow nie traktowanych LN. Wschody uzyskane ze skrzydlakéw przemrozo-
nych w LN przy wilgotnosci okoto 10% byty wyraznie nizsze. Zréznicowanie pomiedzy
préba kietkowania a wschodami jest Scisle zwigzane z pochodzeniem nasion. Najstabsze
wyniki uzyskano dla stanowiska nr 14 — Nadlesnictwo Torun (rezerwat Ptutowo) oraz
stanowiska nr 16 — Nadlesnictwo Pinczow (Lesnictwo Teresdéw). Po zakonczeniu préb
kietkowania i wschodéw stwierdzono dla tych stanowisk duzy udziat nasion pustych
oraz uszkodzonych przez owady.

Wrazliwos$¢ nasion na podwyziszong temperature zastosowang w wariantach T2i T3
Zdolnos¢ kietkowania skrzydlakdw jesionu wyniostego po termoterapiach T2 i T3 nie
réznita sie istotnie od nasion niepoddanych podwyzszonej temperaturze (T1/Kontro-
la). Wieksze zréznicowanie uzyskano dla wschodéw. W przypadku dwéch partii (nad-
lesnictwa: Brzeg i Niepotomice) lepsze wyniki uzyskano po zastosowaniu termoterapii
T2 w odniesieniu do kontroli (T1). Najstabiej wzrosty siewki pochodzace z Nadlesnictwa
Torun oraz Pinczéw, podobnie jak w probie kietkowania, co potwierdza Scistg zaleznosc
z pochodzeniem nasion. Wynik przedstawiajg Wykresy 4 i 5.

Zaréwno skrzydlaki przemrozone w -150°C jak i poddane termoterapii T2 i T3, nie wy-
kazujg duzego zréznicowania.

Jedynie dla nasion pozyskanych z Nadlesnictwa Pinczéw obserwuje sie znaczny spadek
zywotnosci po przemrozeniu.

Bardziej rownomierne wyniki uzyskane w tescie tetrazolinowym zwigzane sg gtéwnie
z metodyka wyboru nasion do badan (do stratyfikacji uzyto catych, oskrzydlonych na-
sion, natomiast do testu tetrazolinowego nasiona wczesniej wytuskano) co znacznie
wptyneto na koncowy rezultat. Wyniki przedstawia Wykres 6.

2Zywotnos¢ po TTC
«
g

Préba kietkowania Préba wschodzenia

=71

Kietkowanie %
Wschody %
s
5

72
T3 30
=N

N-ctwo Toruri, N-ctwo Zotedowo, N-ctwo Piriczéw,  N-ctwo Brzeg, N-ctwo N-ctwo Torun, _N-ctwo N-ctwo Pificzéw, N-ctwo Brzeg, N-ctwo
Rez. Plutowo Kruszyn 4752 Teresow 356f Rez. Barucice Niepotomice, Rez. Plutowo Zotedowo, Tereséw 356f  Rez.Barucice  Niepotomice,
Ispina 421c Kruszyn 475a Ispina 421c

Wykres 4. Préba kietkowania.

Wykres 5. Préba wschodzenia.

Zywotnosé nasion TTC

Tl
T2
CRE]
LN

N-ctwo Torur, N-ctwo  N-ctwo Pificzow, N-ctwo Brzeg, N-ctwo
Rez.Plutowo  Zoledowo,  Teresow 356f  Rez.Barucice  Niepotomice,
Kruszyn 475a Ispina 421c

Numery zapasu

Woykres 6. Préba barwienia TTC.

Fot. 22. Fraxinus excelsior L. — wschody
(U. Wasilenczyk).

Fot. 24. Ulmus glabra Huds. — wschody
(U. Wasilenczyk).

Fot. 23. Ulmus laevis Pall. — wschody
(U. Wasilerczyk).
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PODSUMOWANIE

Zaréwno nasiona po procesie krioterapii jak termoterapii nie wykazujg znacznego spad-
ku zywotnosci, wszelkie odchylenia zwigzane sg najprawdopodobniej z pochodzeniem
nasion i kondycja zdrowotng osobnikéw rodzicielskich. Wskazuje to, iz zastosowane do
eliminacji patogenu warianty temperaturowe sg bezpieczne dla skrzydlakow jesionu
wyniostego. Ich wykorzystanie do ochrony materiatu nasiennego nie spowoduje nega-
tywnych zmian w jego jakosci.
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