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Os$wiadczenie promotora pracy

Os$wiadczam, ze niniejsza praca zostata przygotowana pod moim kierunkiem i stwierdzam, ze

spelnia ona warunki do przedstawienia jej w postgpowaniu o nadanie stopnia naukowego.

Data..........ooovvvinnnnn. Potipis promiOtor Bracy s e s s s sy

Os$wiadczenie autora pracy

Swiadom odpowiedzialnosci prawnej oswiadczam, Ze niniejsza praca doktorska zostala
napisana przeze mnie samodzielnie i nie zawiera tresci uzyskanych w sposob niezgodny

z obowigzujacymi przepisami.

Oswiadczam réwniez, ze przedstawiona praca nie byta wezesniej przedmiotem procedur

zwigzanych z uzyskaniem stopnia naukowego w wyzszej uczelni.

Oswiadczam ponadto, Ze niniejsza wersja pracy jest identyczna z zalaczona wersja

elektroniczna.






Streszczenie

Praca doktorska sktada si¢ z trzech monotematycznych artykutéw naukowych — dwéch prac
badawczych i jednej przegladowej. Badania dotyczyly procesu powstawania twardzieli i
zwigzanymi z tym procesem, modyfikacjami budowy anatomicznej drewna istotnych
gatunkdw lasotwdrczych o znaczaco rozniacych sie od siebie cechach biologicznych — sosny
zwyczajnej (Pinus sylvestris L.) i jesionu wynioslego (Fraxinus excelsior L.). Praca o
charakterze przegladowym przybliza badania prowadzone nad twardziely na réznych
poziomach organizacji zycia drzew.

W pracach nad drewnem wymienionych gatunkéw podjeto proby wyznaczenia twardzieli na
podstawie badan anatomicznych polegajacych na identyfikacji zywych komorek
miekiszowych drewna w kolejnych stojach rocznych. Okreslono dhugosé zycia komorek
migkiszowych, ktéra u sosny wynosi 42 lata, a u jesionu nawet 90 lat. Nie stwierdzono
twardzieli na podstawie analizy mikroskopowej drewna jesionu, pomimo widocznego
zabarwienia wynikajacego z obecnosci substancji twardzielowych. Ponadto. juz w biezacym
przyroscie rocznym zaobserwowano zlignifikowane sciany komorkowe komérek migkiszu
drewna jesionu. Badania te wskazuja na wyrazne rozdzielenie czasowe 1 przestrzenne
proceséw rozwojowych, zarowno u drzew zdrowych jak i z symptomami zamierania.
Natomiast u sosny procesy te zachodza zwykle w tym samym czasie. Wyniki uzyskanych
prac wskazuja na role informacji pozycyjnej w realizacji programowanej $mierci komorek
miekiszowych drewna.

Slowa kluczowe: drzewa lesne, komorki migkiszowe, programowana $mieré komorki,
twardziel

Abstract

The following dissertation consists of three scientific papers — two research articles and one
review paper. Investigations concern the heartwood formation process and related anatomical
structure modifications in crucial forest-forming domestic tree species, that perform
biological features distinct from each other: Scotch pine (Pinus sylvestris L.) and European
ash (Fraxinus excelsior L.) The review paper presents research on heartwood formation at
different levels of life organization.

Aforementioned wood species investigation was focused on heartwood identification
consisting of the detection of living nuclei in xylem parenchyma cells. The longevity of these
cells was determined and they reached the age of 42 at pine and even 90 at ash. While
microscopic analysis, heartwood was not found in the ash wood, although a specific colour of
the wood was visible, due to the presence of heartwood substances. Furthermore, the lignified
xylem parenchyma cell walls were observed in the current tree increment of the ash wood.
Thus, developmental processes are remote in time and space both in healthy and dying trees.
The results obtained in both works indicate the role of positional information at programmed
cell death of xylem parenchyma cells.

Keywords: forest trees, parenchyma cells, programmed cell death, heartwood
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1. Autoprezentacja z opisem dorobku naukowego

Ponizej przedstawiam mdj dorobek naukowy osiagnigty w czasie trwania studiow
doktoranckich, ktore realizowatam przy Wydziale Lesnym SGGW.

Wykaz publikacji bez uwzglednienia prac bedacych podstawa pracy doktorskiej napisanych
w ramach wspdtpracy krajowej i miedzynarodowej:

'Bieniasz A.. Lachowicz H., Buraczyk W., Moskalik T. 2017. Jakos¢ techniczna drewna
35-letnich swierkow (Picea abies L. H. Karst) rosnacych na powierzchni proweniencyjnej w
LZD Rogéw, Sylwan 161 (10): 851-860. DOI: 10.26202/sylwan.2017084

IF czasopisma: 0,623, punkty MNiSW: 15

*Lachowicz H., Bieniasz A., Wojtan R. 2019. Variability in the basic density of silver birch
wood in Poland, Silva Fennica, 53(1), ID 9968, DOI:10.14214/s£.9968

IF czasopisma: 1,82, punkty MNiSW: 70

*Accastello C., Bieniasz A., Blasko R, Lula M., Pszenny D., Sallustio L., Simunovic N.,
Vosvrdova N., Speelman M. 2019. Conflicting demands on the natural resources in Northern
Sweden: A participatory scenario development study. Journal of Environmental Assessment
Policy and Management 21(03):1950017, DOI: 10.1142/S1464333219500170

IF dla roku 2019: 0.52, punkty MEIN: 40

*Vacek Z., Vacek S., Cukor J., Bulusek D., Slavik M., Lukacik I., Stefancik 1., Sitkova Z.,
Esen D.. Ripullone F.. Yildiz O., Sarginci M.. D’Andrea G., weatherall A.. Simunek V.,
Hajek V., Kralicek 1., Prausova R., Bieniasz A., Prokupkova A., Putalova T. 2022.
Dendrochronological data from twelve countries proved definite growth response of black
alder (Alnus glutinosa [L.] Gaertn.) to climate courses across its distribution range. Central
European Forestry Journal 68 (3): 139-153, DOI: 10.2478/forj-2022-0003

[F dla roku 2022: 1.6, punkty MEIN 20
Liczby punktow podano dla roku publikacji kazdego z artykutow.

Jestem takze autorem korespondencyjnym dwdch pierwszych wyzej wymienionych
artykutow.

Laczna liczba punktéow: 145

Sumaryczny IF czasopism: 4,563

Staze i szkolenia:

- LIFEGENMON Summer School on scientific writing and Forest genetic monitoring
knowledge transfer into practice & CAPABAL TRAINING SCHOOL organizowanej przez
Slovenian Forestry Institute we wspotpracy z EVOLTREE network — udziat w dwoch
edycjach w 2017 1 2018 roku,



- Szkota Letnia ELLS Summer school: Conflicting demands in European forests: a wicked
problem? Gillivare, Sweden, 2018,

- Staz w Mendel University w Brnie, w Republice Czeskiej, zrealizowany w ramach
Wiasnego Funduszu Stypendialnego SGGW, 2020,

- Staz w Mendel University w Brnie w Republice Czeskiej, w ramach projektu NAWA
#PROMY, 2021 .

Czlonkostwo w organizacjach naukowvch:

- Polskie Towarzystwo Botaniczne, Sekcja Struktury i Rozwoju Roslin,

- Q-NET — exchanging on Quantitative Wood Anatomy.

- Association for Tree-Ring Research.

Pozostate:

zlozenie wniosku badawczego o grant NCN w ramach konkursu ,.Preludium 16 —
zakwalifikowanie do | etapu oceny merytoryczne;j.
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2. Forma rozprawy doktorskiej i dane bibliometryczne

Rozprawe doktorskg stanowi cykl trzech artykuléw monotematycznych, opublikowanych
w czasopismach naukowych przypisanych do dyscypliny nauki lesne. Trzeci artykut ukazat
si¢ poczatkiem biezacego roku ze wzgledu na cykl wydawniczy przyjety przez wydawceg.
Jego problematyka przyczynita si¢ do sformutowania tytutu przewodniego pracy doktorskiej.

D

2)

3)

Tulik M., Jura-Morawiec J., Bieniasz A., Marciszewska K. 2019. How long do wood
parenchyma cells live in the stem of a Scots pine (Pinus sylvestris 1..)? Studies on cell
nuclei status along the radial and longitudinal stem axes. Forests 10(11), 977;
DOI:10.3390/f10110977

Impact Factor: 2,36 (podano dla roku 2019)

Punkty 100 (punktacja MNiSW dla roku 2019)

Bieniasz A., Tulik M. 2020. Strefa twardzieli w drewnie i proces jej powstawania.
Heartwood =zone and its formation process. Sylwan 164(6): 474-481,
DOI:10.26202/sylwan.2020065

Impact Factor: 0,624 (podano dla roku 2019)

Punkty 40 (punktacja MNiSW zgodnie z rokiem opublikowania)

Bieniasz A., Tulik M. 2022. The longest living xylem cells locked in lignified cell
walls - the case of xylem parenchyma in European ash (Fraxinus excelsior L.) stems.
Acta  Biologica  Cracoviensia  Series  Botanica 64(2): 65-74, DOL
10.24425/abcsb.2022.143383

Impact Factor 1,3 (podano dla roku 2022)

Punkty 70 (punktacja MEIN z 2023)

Eaczna liczba punktéow: 210

Sumaryczny IF czasopism: 4,284

11



3. Wstep

Drewno powstaje w wyniku podziatéw komoérek merystematycznych kambium waskularnego,
ktorego pochodne réznicujg sic na cewki, czlony naczyniowe, wlokna drzewne oraz komorki
migkiszowe. Wszystkie z wymienionych komorek drewna realizujg genetycznie
zaprogramowany proces, okreslany jako programowana s$mieré komorki w typie autofagii,
z ang. vacuolar programmed cell death, w skrécie PCD (Kurivama, Fukuda 2002, 1 in. 2014).
Drewno w organizmie roslin drzewiastych pelni istotne role, przede wszystkim to tkanka
odpowiedzialna za transport wody, zapewniajaca mechaniczng wytrzymalos¢, czy tez

stanowigca rezerwuar wysokoenergetycznych zwigzkow.

Wiele nowych informacji istotnych dla zrozumienia struktury i funkcji drewna - a tym samym
ewolucji tej tkanki - pojawito si¢ w ciggu ostatnich 40 lat. Powstawanie twardzieli (zwane tez
twardzielowaniem) w kontekscie anatomii drewna oraz zachodzacych w drzewie procesow
fizjologicznych, takich jak starzenie si¢ drewna, jest w ostatnim czasie czg¢sto poruszanym
zagadnieniem w biologii drzew (Ren i in. 2023, Yin i in. 2022, Tulik i in. 2019). Uznawane
jest ono za wtdrny proces roznicowania si¢ drewna u gatunkow wytwarzajacych twardziel
(Kampe, Magel 2013, Zheng—Hua, Zhong 2015). W rodzimej florze przedstawicielami tej
grupy drzew sg sosny, modrzewie, cisy, deby, jesiony, wiazy i wierzby, posiadajace

zabarwiona twardziel oraz swierki i jodly z niezabarwiong twardziela.

U tych drzew obwodowa czes¢ drewna pnia zajmuje biel i tej czesci (strefie) przypisana jest
funkcja przewodzenia wody (IAWA 1964). Twardziel uznaje si¢ za wewngtrzna warstwa
drewna, ktéra w rosngcym drzewie nie zawiera juz zywych komoérek migkiszowych i jest
pozbawiona materiatu zapasowego (np. skrobi) bgdz zostal on zamieniony na substancje
twardzielowe (IAWA 1964). Oznacza to, ze komoérki migkiszowe obumierajac inicjuja proces
twardzielowania, ktory postepuje wraz z kolejnymi przyrostami rocznymi, czyli
centryfugalnie (uwzgledniajac kierunek wzgledem srodka) oraz bazypetalnie (uwzgledniajac
kierunek wzgledem szczytu) (Nagai i in. 2022). Strefa bielu, w ktorej obserwuje si¢
stopniowe obumieranie komoérek migkiszowych, nazywana jest strefg przejsciowa (z ang.
transition zone, intermediate wood) i wlasnie w niej zachodzi transformacja bielu w twardziel
(Nobuchi i1 in. 1984, Magel 2000). W strefie tej obserwuje si¢ zwigkszong aktywnos¢

enzymoOw katalizujacych reakcje powstawania metabolitow wtornych (ekstraktow), co

12



Swiadczy o genetycznych mechanizmach regulujacych proces twardzielowania (Beritognolo
i in. 2002). Ponadto, formowanie twardzieli uznawane jest za mechanizm obronny przeciwko
inwazji mikroorganizmdéw czy insektow, ze wzgledu na toksyczne whasciwoscei ekstraktow

twardzielowych uwalnianych w tym procesie, takich jak np. polifenole (Bamber 1976).

Zwykle biel i twardziel identyfikowana jest makroskopowo - na podstawie zabarwienia
drewna, ktére wynika z obecnosci substancji twardzielowych (Jakubowski, Koszewski 2004,
Jakubowski i in. 2015, Arisandi i in. 2023). Rzadko uwzglednia si¢ jednak poziom
anatomiczny, a dokladniej zywotno$¢ komérek migkiszowych, na co wskazuje wspomniana
wezesniej definicja IAWA. Zastosowanie badan mikroskopowych dla wyrdznienia twardzieli
jest metodg skomplikowana, ze wzgledu na koniecznos$¢ przygotowania skrawkow drewna do
obserwacji mikroskopowych, a takze doboru odpowiedniej techniki barwienia, ktora
zapewnilaby penetracje barwnika cytochemicznego przez sciany komorkowe. Jest to jednak
metoda niezwykle precyzyjna pozwalajaca okresli¢ dlugosé¢ zycia komoérek migkiszowych.
Makroskopowa identyfikacja twardzieli jest stosunkowo szybka i fatwa metodg i ma ona duze
znaczenie dla przemystu drzewnego, gdyz drewno w czgéci twardzielowej wykazuje inne
wlasciwosci niz w czesci bielastej. Twardziel cechuje sie wieksza wytrzymaloscia, a takze
mniejszg zdolno$cig do nasycania. Obecnos$¢ twardzieli nie jest jednak pozadana w przemysle
celulozowym i papierniczym.

Jak wspomniano, do funkcji komodrek miekiszu drzewnego zalicza si¢g magazynowanie
substancji zapasowych, a takze transport oraz magazynowanie wody. Komdrki te sg tez
elementem mechanizmu zwigzanego z naprawg zapowietrzonych elementoéw przewodzacych
(Hillis 1987, Magel 2000, Nakaba i in. 2012, Tulik, Myskow 2015). Ponadto, zywe komorki
miekiszowe tkanki drzewnej mogag uczestniczy¢ w procesie fotosyntezy pnia (Pfanz i in.
2002), w reakcjach obronnych, zaréwno jako element obrony konstytutywnej oraz
indukowanej (Morris 2016), czy tez uczestnicza w syntezie prekursorow ligniny
wykorzystywanych przez elementy przewodzace do lignifikacji Scian (hipoteza dobrego
sgsiada, Smith i in. 2013). Daja tez wyraz uplywajacego czasu zycia drzewa. Na podstawie
danych literaturowych wnioskujemy, ze dlugos¢ zycia komorek migkiszowych u roznych
gatunkow drzew jest bardzo zréznicowana. W drewnie Robinia pseudoaccacia komorki
migkiszowe zyjg 4 lata (Nakaba i in. 2011). u Populus sieboldii x P. Grandidentata - 5 lat
(Nakaba i in. 2012), 13 lat u Cunninghamia lanceolata (Song i in. 2011), 20 lat u Pinus
strobus (Spicer, Holbrook 2007), 34,4 lata u Pinus canariensis (Climent i in. 1993), 42 lata
u Pinus sylvestris (Tulik i in. 2019), 48 lat u Fraxinus americana (Spicer, Holbrook 2007).
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Najdtuzsza dlugos¢ zycia komoérek miekiszowych odnotowano u Rhododendron laponicum

(L.) Wahlenb., tj. 200 lat (Spicer, Holbrook 2007; Morris 2016).

4. Prezentacja publikacji skladajgcych sie na rozprawe doktorska
Prace dotyczace formowania twardzieli w pniach prowadzone byly na drewnie istotnych,
rodzimych gatunkow lasotworczych, cho¢ o zupetnie odmiennych cechach biologicznych.
Zglebianie wiedzy nad tym procesem rozpoczetam od badan nad drewnem sosny. ktérego
struktura jest dos¢ prosta, tzn. zbudowane jest ono z cewek, ktorych udziat sigga ok. 90% oraz
z komorek miekiszowych. Migkisz systemu osiowego jest nieliczny, komorki migkiszowe
wystepujg gléwnie w systemie radialnym tj. promieniach drzewnych. Wyniki tych badan

zawiera praca:

Tulik M., Jura-Morawiec J., Bieniasz A., Marciszewska K. 2019. How long do wood
parenchyma cells live in the stem of a Scots pine (Pinus sylvestris L.)? Studies on cell nuclei
status along the radial and longitudinal stem axes. Forests [10(11), 977;
DOI:10.3390/£10110977

Celem badan bylo opisanie przestrzennego rozmieszczenia twardzieli w pniu sosny na
podstawie zywotnosci komorek migkiszowych, okreslonych obecnoscia jader komdrkowych.
Ta cecha réwniez, po raz pierwszy, okreslono czas zycia komdrek migkiszowych. Za pomoca
klasycznych metod barwienia jader komérkowych stwierdzono, ze dlugosé zycia komoérek
migkiszowych pnia sosny wynosi 16 - 42 lata; najdiuzej zyty komorki u podstawy pnia, a
najkrocej u podstawy korony. Najwigcej stojow zawierajacych twardziel stwierdzono na
wysokosci 1,3-3,3 m, co swiadczy o nieréwnomiernym rozmieszczeniu twardzieli w organie.
Ponadto wykazano. ze strefa przejSciowa, w ktorej obserwowano obumierajacy protoplast
komoérek miekiszowych obejmowata tylko jeden stoj roczny. Smieré komérek miekiszowych
poprzedzona byla wytworzeniem wtornej $ciany komorkowej i lignifikacja. W czgsci
twardzielowej, w ktorej wszystkie komorki migkiszowe byly obumarle, obserwowano
ekstrakty nadajgce charakterystyczne zabarwienie tej czesci drewna. Otrzymane wyniki
zgadzaja si¢ z postulatem istnieniem pola morfogenetycznego, w ktérym komorki rozpoznaja
swoje potozenie w tkance. Postawiono zatem hipotezg, ze taka informacja o potozeniu moze
by¢ dostarczona do komorek w postaci gradientu stgzenia morfogenu, zwlaszcza auksyny, co

pozwala komoérkom na dokonczenie programu rozwojowego.
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Szczegdlowy przeglad literatury dotyczgcy procesu twardzielowania przedstawiony zostal w

artykule:

Bieniasz A., Tulik M. 2020. Strefa twardzieli w drewnie i proces jej powstawania. Heartwood
zone and its formation process. Sylwan 164(6): 474-481, DOI: 10.26202/sylwan.2020065

Praca ta podsumowuje dostgpne w literaturze informacje dotyczace:

a.
b.

biologicznego sensu funkcjonowania twardzieli,

czynnikow wplywajacych na formowanie si¢ twardzieli — wewnetrznych. ktore
uruchamiane sg na wszystkich poziomach organizacji drzewa, od molekularnego do
organizmalnego. Opisano w nim hipotezy dotyczace odkladania si¢ toksycznych,
ubocznych produktow metabolizmu komorek czy wptywu wysokiej koncentracji CO:
na powstawanie twardzieli. Zwrocono takze uwage na: regulacje odpowiedniej ilosci
bielu, koniecznos¢ redukeji zawartosci wody w centralnej czesci pnia, aktywnosé
fitohormondw, wyksztalcenie mechanizmu obronnego, a takze geny kodujace enzymy
katalizujgce reakcje biochemiczne oraz ekspresje gendow strukturalnych. Sposrod
czynnikéw zewnetrznych wyszczegdlniono elementy klimatu, zyznos¢ siedliska i
zabiegi hodowlane,

morfologicznych  zmian, jakim podlegaja elementy drewna w  procesie
twardzielowania, m.in. blokowanie $wiatla naczyn u liSciastych, zamykanie wlotu do
jamek u iglastych i ich inkrustacj¢ substancjami twardzielowymi,

mozliwych, dalszych kierunkéw badawczych, w tym przede wszystkim badan
molekularnych, ktore pozwolityby ..sterowac™ procesem tworzenia tkanki drzewnej o

pozadanych wiasciwosciach mechanicznych.

Wiadomo, ze $ciana komoérek miekiszowych, w procesie PCD, ulega lignifikacji i trawiona

jest tres¢ cytoplazmatyczna. Przebieg tych procesow ze wzgledu na zroéznicowana dtugosé

zycia komorek miekiszowych wydaje si¢ by¢ odmienny u réznych gatunkéw drzew. To

zalozenie stalo sie przestanka do podjecia kolejnych badan nad procesem twardzielowania u

jesionu wyniostego. Wyniki badan opublikowano w:

Bieniasz A.., Tulik M. 2022. The longest living xylem cells locked in lignified cell walls - the
case of xylem parenchyma in European ash (Fraxinus excelsior L.) stems. Acta Biologica
Cracoviensia Series Botanica 64(2): 65—74. DOI: 10.24425/abcsb.2022.143383
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U jesionu udzial komérek migkiszowych w drewnie jest wyjatkowo duzy w poréwnaniu do
innych rodzimych gatunkow drzew (Kokocinski 2005). Wedtug klasyfikacji Carlquista (1988),
drewno jesionu zaliczane jest do typu 8, dla ktorego charakterystyczny jest wiekszy wymiar
naczyn drewna wczesnego i ich mniej liczne wystepowanie, w porownaniu do naczyn drewna
péznego, ktére charakteryzuja si¢ mniejszym $wiatlem, gruba s$ciana komérkowa i
tworzeniem grup zorientowanych w kierunku radialnym. Ta cecha naczyn okre$lana jest
mianem ich dymorfizmu i jest podstawa klasyfikacji typu morfologicznego drewna jako
pierscieniowo-naczyniowe. W drewnie jesionu plyty perforacyjne sa proste, co oznacza, ze
sciana komodrkowa pomiedzy nadleglymi czlonami naczyniowymi podczas ich powstawania
ulegta catkowitej hydrolizie, tworzac otwor. Podaje sie, ze sredni styczny wymiar $wiatla
naczynia wynosi minimum 100 pm, a $rednia dlugo$¢ elementu naczyniowego — do 800 um
(Carlquist 1988). Widkna drzewne moga byc¢ cienko- lub gruboscienne i sg nieprzegrodzone,

a ich diugos¢ waha sie w granicach 900-1600 um.

W drewnie jesionu migkisz systemu osiowego klasyfikowany jest jako przynaczyniowy oraz
pozanaczyniowy, a ten w systemie radialnym, czyli ktérego komorki tworza promienie
drzewne jest zwykle wydtuzony w kierunku promieniowym, co oznacza, ze promienie s3
glownie jednako-komorkowe. Wystepuje w nich zwykle od 1 do 10 rzedéw komorek, a na 1
mm drewna przypada od 4 do 12 promieni. Czasami wystepuje zroznicowanie morfologiczne
komorek systemu radialnego na komorki wydluzone osiowo i promieniowo, co daje podstawe

sklasyfikowania promienia drzewnego jako rézno-komorkowy.

Jesion wyniosty nalezy do rodziny oliwkowatych (Oleaceae), wystepuje w Europie, z
wylaczeniem  regionu  $rodziemnomorskiego, 1 umiarkowanym  klimacie = Azji
(https://insidewood.lib.ncsu.edu/, 5.04.2023). Wytwarza jedynie forme¢ drzewiasta. Jest
gatunkiem twardzielowym o twardzieli zabarwionej na brazowo (a takze na rézne odcienie
brazu), badz na kolory od bialego do szarego. Jego drewno ma srednia gestos¢ wzgledna —
0,40-0,70 g/cm? i jest cenione w przemysle drzewnym, zwlaszcza wykorzystywane jest do
wyrobu parkietow, a takze sprzgtu sportowego czy przedmiotdw codziennego uzytku.
Ponadto, gatunek ten wyrdznia si¢ relatywnie péznym wiekiem, w ktérym formowana jest
twardziel. Wedtug danych literaturowych jesion formuje twardziel w wieku 60-70 lat (Bugata

1995).
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Od poczgtku lat 90-tych na calym obszarze zasi¢gu wystgpowania tego gatunku obserwuje sig
proces chorobotwdrczego zamierania jesionu. Podaje sie, ze jego gldéwnym sprawca jest nowo
opisany grzyb Chalara fraxinea (Kowalski 2006), a za czynniki wtémego oddziatywania
uwaza si¢ obnizenie poziomu wod gruntowych, jako przejaw zmian klimatycznych, i pdzne
przymrozki w okresic wiosennym. Zamieranie jesionu traktuje si¢ zatem jako chorobe
kompleksows. Z rejestru prowadzonego przez Lasy Panstwowe wiadomo, ze w 2005 r. w
polskich lasach bylo 119 drzew matecznych, 175 zrédel nasion i 266 drzewostandw
nasiennych (wylaczonych i gospodarczych) jesionu wyniostego, a w 2019 juz jedynie 25
drzew matecznych, 118 Zrodet nasion i 74 drzewostany (https://www.lbg.lasy.gov.pl/, z dn.
22.04.2023r. W 2019 roku liczba drzew matecznych zmniejszyta si¢ zatem o prawie 80% w
poréwnaniu do stanu z roku 2005. Przedstawione dane przedstawiaja ogromna skale zjawiska
zamierania jesiondw. Najbardziej podatne na zamieranie okazaly si¢ by¢ przede wszystkim
miode drzewostany pochodzenia sztucznego (ale takze naturalnego), zlokalizowane w
centralnej i pétnocno-wschodniej Polsce. W starszych drzewostanach oraz tych polozonych w
poludniowej Polsce obserwowano mniej uszkodzen.

Zamieranie jesionOw objawia si¢ przebarwieniem lisci, przerzedzeniem korony, nekrozami na
pedach gtownych i galeziach oraz zamieraniem korzeni (Kowalski, Lukomska 2005). W
kolejnych etapach choroby obserwuje sig¢ wiednigcie lisci, zamieranie pgddw, galezi, calych

drzew i drzewostanow (Stocki, Stocka 1999).
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Ryec. 1. Drzewostan jesionowy w Nadle$nictwie Lochow, z dn. 01.07.2019. W centralnej czesci zdjecia

widoczne jesiony z symptomami zamierania (znaczna defoliacja aparatu asymilacyjnego).

Jako 7ze w strukturze drewna zapisana jest historia zdarzen srodowiskowych, w literaturze
znajdujemy prace opisujace modyfikacje struktury drewna jesionu w kontekscie
przewodnictwa hydraulicznego pni drzew charakteryzujgcych si¢ réznym stopniem nasilenia
zamierania (Tulik 2009), jednak anatomiczne podstawy tworzenia twardzieli u jesionow, jak
dotad nie zostaly zbadane. Ze wzgledu na znaczny udzial komorek migkiszowych w drewnie
jesionu, prowadzenie obserwacji ich zmian morfologicznych i anatomicznych daje mozliwos¢

opisania modelu twardzielowania w drzewach o réznym statusie zdrowotnym.

Postawiono zatem nastgpujaca hipoteze robocza: z uwagi na fakt, ze proces tworzenia drewna
Jest regulowany czynnikami srodowiskowymi i wewngtrz-organizmalnymi, twardzielowanie w
pniu jesionu z widocznymi oznakami zamierania jJest iniciowane wczeSniej niz w pniu

zdrowego jesionu.
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Do badan pozyskano krazki drewna z jesionéw zdrowych i ze znacznym ubytkiem aparatu
asymilacyjnego, ktore okreslono jako zamierajace (Ryc. 1). Wiek jesionow wyrazony liczba
stojow rocznych wynosit §rednio 90 lat. Krazki pozyskano z pnia z wysokosci piersnicy, ktore
po przewiezieniu do laboratorium poddano skrawaniu. Pozyskano zarowno przekroje
poprzeczne, jak i podtuzne promieniowe. Weryfikacja hipotezy nastapita z wykorzystaniem
metod identyfikacji jader komorkowych i skrobi w komorkach migkiszowych przy uzyciu
barwnika cytochemicznego. Nalezy zaznaczy¢, ze w przypadku badan nad drewnem jesionu
konieczne bylo dopracowanie metody barwienia, by odczynnik chemiczny penetrowat Sciany
komérkowe elementdw drewna. Jakosciowe badania nad $cianami komoérkowymi
(celulozowe/zlignifikowane) przeprowadzono z uzyciem barwnika cytochemicznego oraz
wykorzystujac autofluorescencje ligniny. Przeanalizowano lacznie 540 stojow rocznych, a w
nich ponad 1600 promieni drzewnych. Analizowano rowniez wszystkie komorki migkiszowe
systemu osiowego, ktore zawierat pozyskany przekrdj promieniowy przez drewno. W toku

badan uzyskano nastgpujgce wyniki:

a. na podstawie badan anatomicznych zidentyfikowano jedynie biel (strefa z zywymi
komérkami miekiszowymi) oraz strefe przejsciows (strefa, w ktorej obserwowano
poczatek obumierania komdrek migkiszowych). Typowej twardzieli nie stwierdzono,

b. zardwno u jesiondw zdrowych, jak i z symptomami zamierania realizacja PCD w
przypadku komorek miekiszowych obejmuje m. in. lignifikacje Sciany komorkowej i
trawienie cytoplazmy, jednak procesy te sg wyraznie rozdzielone czasowo i
przestrzennie. Lignifikacja scian komoérkowych nastepuje w biezacym przyroscie
rocznym, a wiec blisko kambium, natomiast $mieré komorek migkiszowych po
kilkudziesigciu latach. Oznacza to, ze informacja pozycyjna, rozumiana jako odleglos¢
od kambium, ma zasadnicze znaczenie w realizacji genetycznie zaprogramowanej
$mierci komoérek miekiszowych, co znajduje potwierdzenie w danych literaturowych,

c. u jesionow z oznakami zamierania, obumieranie komodrek migkiszowych rozpoczyna
sie w fizjologicznie mtodszych stojach rocznych,

d. zarébwno u jesionéw zdrowych, jak i z symptomami zamierania dlugo$¢ zycia
wiekszosci obserwowanych komorek migkiszowych wynosi blisko 90 lat, co na
podstawie danych literaturowych, daje podstawe do okreslenia ich jako dtugowieczne,

e. u jesiondw pojawienie sie substancji twardzielowych w komdrkach migkiszowych,
przyczyniajace si¢ do zmiany zabarwienia drewna, nie jest skorelowane ze $miercig

tych komorek,
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f. jedynie badania na poziomie anatomicznym tkanki drzewnej dajg mozliwos¢

identyfikacji typowej twardzieli stosownie do definicji IAWA.

Na podstawie otrzymanych wynikow i w zestawieniu z rezultatami badan nad Zywotnoscia
komorek migkiszowych u innych gatunkéw drzew zaproponowano schemat zmian morfo-

anatomicznych komorek migkiszowych towarzyszacych twardzielowaniu (Ryc. 2).
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Ryc. 2. Schematy lignifikacji $cian komorek migkiszu promieniowego (widok przekroju promieniowego), w
biezacym przyroscie rocznym oraz dane dot. dtugosdci zycia komoérek migkiszowych. Pogrubiona linia oznacza
zlignifikowang sciane komérkowa komoérek miekiszowych,V — czlon naczyniowy, przerywana linia — Sciana
naczynia, wypeltnione kotka - jamki pétproste, cambium—kambium.

a) migkisz promieniowy w biezacym przyroscie rocznym u
Populus sieboldii x P. grandidentata. Dtugos¢ zycia komérek max. 5 lat (na podst.
Nakaba i in. 2012)

b) migkisz promieniowy w biezacym przyroscie rocznym u Abies sachalinensis. Dtugosé
zycia komorek max.10 lat (na podst. Nakaba i in. 2006)

¢) migkisz promieniowy w biezacym przyroscie rocznym u Fraxinus excelsior. Diugos¢

zycia komorek liczona w dziesigtkach lat.

Uzyskane wyniki badan pozwalajg przyja¢ hipoteze robocza i postawi¢ tezg, ze stan
zdrowotny drzew ma wplyw na inicjacje twardzielowania. Jesion wyniosly wydaje si¢ by¢
jednym z nielicznych przedstawicieli drzewiastych z dlugo zyjacym protoplastem komorek
miekiszowych o zlignifikowanych $cianach komoérkowych. Wnioskuje si¢, ze lignifikacja
sciany komdrek migkiszowych juz w biezgcym stoju rocznym przyczynia si¢ do zwiekszenia
wytrzymatosci drewna, a aktywne metabolicznie komoérki migkiszowe stanowia rezerwuar
energetyczny, rowniez w starszych slojach rocznych drewna. Kondycja zdrowotna drzew
ksztaltowana m.in. oddzialywaniem mikroorganizméw, zmianami klimatycznymi, w tym
dlugotrwatymi suszami, czy obnizeniem poziomu wody gruntowej, wptywa na uruchomienie

mechanizméw  obronnych obserwowanych na poziomie tkanki drzewnej. Wyniki
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omawianych badan niewatpliwie wypelniaja braki literaturowe dotyczace biologii jesionu i

reakcji drzew na niekorzystne warunki zewngtrzne.

5. Perspektywy dalszych badan

Uzyskane wyniki obserwacji anatomicznych dotyczgce formowania si¢ twardzieli u drzew
lesnych, ktore charakteryzuje odmienny scenariusz realizacji programu rozwojowego przez
komorki migkiszowe, wskazuja na potrzebe dalszych badan w tym obszarze. Majac na
uwadze wyniki badan nad dlugoscia zycia komoérek migkiszu drzewnego u robinii akacjowej,
ktora wynosi zaledwie kilka lat, odpowiednim kierunkiem badan wydaje si¢ by¢ porownanie
tej cechy u innych gatunkéw drzew z drewnem pier§cieniowo-naczyniowym, a nastepnie
poréwnanie z drewnem rozpierzchto-naczyniowych gatunkow. Wartym réwniez badan bytby
proces formowania twardzieli u wigzow dotknigtych holenderska choroba zwiazang z
okluzjami $wiatla naczyn przez wecistki i substancje gumowe. Kontynuacja przedstawionych
badan moze by¢ tez ukierunkowana na poznanie molekularnych mechanizméw formowania
sie twardzieli u drzew lesnych. Optymistycznym dla osiggniecia tej wiedzy jest niewatpliwie
zsekwencjonowanie pierwszego genomu drzewa Populus trichocarpa, ktére posiada ponad 45
mlin par zasad (~500 Mb, 2n=38, Tuskan i in. 2006). Wiedza w tym zakresie przyczynifaby
si¢ do lepszego zrozumienia kondycji zdrowotnej drzew i laséw w naturalnych i zarzadzanych

ekosystemach lesnych przy jednoczesnym prowadzeniu zrownowazonej gospodarki lesnej.
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