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Mozliwosci wykorzystania kultur dualnych
w praktyce lesnej

Possible use of dual cultures in the forestry practice

ABSTRACT

Nawrot-Chorabik K. 2013. Mozliwosci wykorzystania kultur dualnych w praktyce lesnej. Sylwan 157 (1):
54-62.

The paper provides the review of research on interaction in dual cultures iz vitro (fungus and plant tissue
culture of its host plant) with marking test results in this area in order to show usefulness of this method
in testing pathogenicity and the possibility of its use in forest practice.
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Wstep

Nasilajgcy si¢ w ostatnich dziesigcioleciach wptyw czynnikéw antropogenicznych powoduje
zmiany w §rodowisku przyrodniczym pewnych regionéw naszego kraju. Drzewa lesne jako
wazny element ekosystemu wykazujg podatnosé na zmiany klimatyczne i srodowiskowe. Fakt
ten przemawia za tym, by doglebniej poznaé przyczyny oraz wyjasnié problem zamierania drzew
na skutek abiotycznych i biotycznych czynnikéw srodowiska.

Zjawisko obumierania waznych gospodarczo gatunkéw drzew lesnych na skutek dziatalnosci
grzybéw chorobotwérezych jako biotycznych elementéw Srodowiska nie jest w pelni poznane.
Fakt ten mozna wytlumaczy¢ tym, iz proces chorobowy uzalezniony jest mi¢dzy innymi od
whasciwosci rosliny gospodarza oraz wilasciwosci grzybéw — potencjalnych sprawcéw choroby.
Na obydwie grupy organizméw oddziatujg czynniki srodowiska, ktére mogg wplywaé na zwigk-
szenie lub zmniejszenie predyspozycji chorobowej. W wickszosci przypadkéw oceng podatnosci
ro$liny gospodarza oraz wlasciwosci patogenicznych grzybéw dokonuje si¢ poprzez ocene czg-
stosci pojawu objawéw chorobowych w powigzaniu z obecnoscig danego gatunku grzyba oraz na
podstawie testéw na patogenicznos$é. Realizacja takich testéw jest niekiedy bardzo utrudniona,
gdyz w przypadku ekosysteméw lesnych mamy do czynienia z roslinami wieloletnimi.

W latach osiemdziesigtych XX wieku pojawila si¢ nowa metoda badari wykazujgca wza-
jemne relacje (interakcje) migdzy dwoma organizmami polegajace na stymulacji lub inhibicji
ich rozwoju. Sg to badania w kulturach dualnych (dwuoganizmowych), w ktérych jednym z orga-
nizméw jest kalus (tkanka przyranna rosliny w stadium embrionalnym badZ nieembrionalnym
wyhodowana w warunkach iz vitro), drugim za$ — badany gatunek grzyba. Hrib i Rypacek [1978]
oraz Johnson i Whitney [1988] jako jedni z pierwszych badali patogenicznosé na poziomie
embrionalnym w kulturach dualnych iz vitro. Tego typu badania prowadzono pézniej w Finlandii
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[Terho i in. 2000; Niemi, Higgman 2002], Niemczech [Sirrenberg i in. 1995; Peters i in. 1998],
Norwegii [Kvaalen, Solheim 2000; Kvaalen i in. 2001), na Stowacji [Hrib i in. 1995; Vookova
iin. 2006] i w Wielkiej Brytanii [Hendry i in. 1993]. Na podstawie dotychczasowych badari pro-
wadzonych w Polsce [Nawrot-Chorabik, Jankowiak 2010] mozna stwierdzié, ze sg one bardzo
obiecujace, gdyz wypracowanie wiarygodnych testéw w kulturach dualnych z udziatem grzyba
i stadium embrionalnego tkanki roslinnej jego gospodarza moze daé¢ podstawg do oceny pato-
geniczno$ci i stopnia zagrozenia ze strony grzyba. Moze réwniez umozliwi¢ wybér genotypu
ro$liny bardziej odpornego na dany patogen, co ma szczegélne znaczenie w odniesieniu do
grzybéw znanych z mozliwosci epifitozyjnego wystgpowania. Wyselekcjonowanie na poziomie
embrionalnym genotypéw drzew odpornych na porazenie mogloby wyloni¢ nowy kierunek
hodowli odpornosciowej [Minter, Millar 1980].

Celem niniejszej pracy jest przedstawienie dotychcezas podjetych badari z zakresu interakcji
migdzy grzybami a tkankg kalusa ro$liny zywicielskiej w kulturach dualnych dla zwrécenia
uwagi na przydatnos¢ tej metody do badaii patogenicznosci i jej mozliwosci zastosowania w prak-
tyce lesne;j.

Badania metodyczne w kulturach dualnych

Na podstawie dotychczas przeprowadzonych badani wlasnych w Katedrze Fitopatologii Lesnej
Uniwersytetu Rolniczego w Krakowie stwierdzono, ze podstawg ,,materialowy” do zalozenia
kultur dualych (kalus ro$linny — grzyb) jest umiejetnosé inicjacji i proliferacji w kuleurach in vitro
kalusa nieembriogennego (nieuorganizowanej masy dzielacych si¢ komérek, w naturze — tkanka
przyranna) lub embriogennego (nicuorganizowanej masy dzielacych si¢ komérek, zdolnej do
tworzenia zarodkéw somatycznych, a w dalszych etapach organogenezy do regeneracji w rosliny
w procesie mikrorozmnazania) w dostatecznie duzej ilosci (ryc. 1) oraz izolacja i identyfikacja
grzybéw, ktére potem poddawane sg testom. W przypadku ro$lin nagozalgzkowych w celu inicjacji
kalusa wykorzystuje si¢ metode¢ biotechnologiczng somatycznej embriogenezy, polegajacg na
indukcji na zdezynfekowanym eksplantacie pierwotnym (np. na zarodku zygotycznym wyizo-
lowanym z nasiona) kalusa. Opracowanie optymalnych metod dezynfekcji eksplantatéw oraz
dobér pozywki i zawartych w niej regulatoréw wzrostu, st¢zenia cukréw oraz wyselekcjonowanie
najlepszych genotypéw stanowi nicodzowng cz¢$¢ metody, ktdérg nalezy opracowac i przystoso-
waé do badanego gatunku ro$liny [Nawrot-Chorabik 2007, 2008, 2009]. W sterylnych szalkach

Rye. 1.

Klony kalusa embriogennego jodty pospolitej
(Abies alba Mill.) zainicjowane w roku 2005 na
genotypie nr 5 jodly pochodzacej z Nadle-
$nictwa Skarzysko (fot. K. Nawrot-Chorabik)

Clones of embriogennic callus of Abies alba
Mill. started in 2005 on genotype #5 from
Skarzysko Forest District (photo K. Nawrot-
-Chorabik)
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Petriego z zestalong pozywka do proliferacji zaktadamy hodowle dualne (ryc. 2). Na srodku szalki
znajduje si¢ inokulum grzyba o wymiarach 0,5x0,5 cm, a w odleglosci 5 mm od krawedzi szalki
nalezy umiescié¢ kalus rosliny gospodarza o srednicy 1 cm i masie okoto 0,5 g [Nawrot-Chorabik,
Jankowiak 2010]. Kultury w powtdrzeniach (ich ilos¢ zalezy od frekwencji embriogenezy i zdol-
nosci proliferacyjnych genotypéw kalusa) przetrzymuje si¢ w inkubatorach lub fitotronie w tempe-
raturze 25°C i wilgotnosci 40-50%. Obserwacje makro- i mikroskopowe dokonuje si¢ co 24 godziny
(w przypadku grzybéw szybko rosngcych) lub co 48 godzin. Dodatkowo nalezy mikroskopowo
analizowa¢ anomalia w komdérkach kalusa narazonych na stres oraz identyfikowaé biatka odpor-
nosciowe. Celem wyjasnienia podstaw molekularnych patogenicznosci grzybéw na poziomie
embrionalnym w kulturach dualnych i# vitro przeprowadza si¢ analizy genetyczne przy uzyciu
markeréw molekularnych.

b)

Rye. 1.

Kultury dualne, sktadajace si¢ z kalusa jodly pospolitej oraz grzybéw z rodzaju Heterobasidion (a), Pesotum sp. (b)
i Ophiostoma piceae (c) (fot. K. Nawrot-Chorabik)

Dual cultures consisting of silver fir callus and fungi from Heterobasidion (a), Pesotum sp. (b) i Ophiostoma
piceae (c) (photo K. Nawrot-Chorabik)
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Dotychczas zdobyta wiedza na temat kultur dualnych iz vitro poparta praktyka pozwolita
autorce niniejszej pracy zwréci¢ uwage na aspekty dotyczgce kierunku badan. Analizy mozna
bowiem skierowaé na poznanie rodzaju interakcji migdzy testowanymi organizmami oraz oceng
zachowania patogenu pod wptywem oddziatywania kalusa rosliny gospodarza i jego zachowania
pod wptywem dziatalnosci patogenu, a ponadto na selekcjonowanie roslin odpornych na dany
patogen. W zwigzku z powyzszym doswiadczenia w kulturach dualnych mozna prowadzi¢ na
wybranym genotypie kalusa lub na wielu genotypach — w zaleznosci, czy chcemy wyselekcjo-
nowaé genotypy odporne na patogena, czy raczej chcemy doglgbnie zbadaé dany genotyp pod
tym wzgledem.

Mozliwosci wykorzystania kultur dualnych

Prace badawcze w kulturach dualnych rozpoczeto w drugiej potowie lat osiemdziesigtych XX
wieku. Badania in vitro prowadzono wéwczas na grzybach endofitycznych i kalusie rosliny
zywicielskiej. W doswiadczeniach tych uwzgledniono zaréwno drzewa lesne, jak i rosliny zielne
[Johnson, Whitney 1988; Sieber i in. 1990]. Pézniejsze analizy dotyczyty wybranych gatunkéw
grzybéw o wlasciwosciach patogenicznych [Hendry i in. 1993; Spanos, Woodward 1997; Kvallen,
Solheim 2000; Deeks i in. 2002], endofitycznych [Peters i in. 1998] i ektomikoryzowych [Sirrenberg
i in. 1995; Niemi i in. 1998; Niemi, Higgman 2002]. Grzyby saprotroficzne poddawano testom
najczgsciej w celach poréwnawczych (negatywna kontrola) [Hendry i in. 1993]. W Polsce bada-
nia takie zainicjowano w roku 2006 w Katedrze Fitopatologii Lesnej Uniwersytetu Rolniczego
w Krakowie. Na wybranych genotypach wyhodowanego iz vifro kalusa jodly pospolitej badano
reakcje obronne tkanki embriogennej wzgledem réznych izolatéw grzyb6w z rodzaju Heterobasidion.
W nastgpnych latach analizy poszerzono o testy z grzybami o réznym statusie ekologicznym
[Nawrot-Chorabik, Jankowiak 2010; Nawrot-Chorabik i in. 2011].

Organizmy patogeniczne

W odniesieniu do patogenéw w kulturach dualnych uwzglgdniane byly rézne organizmy: bak-
terie, grzyby oraz organizmy grzybopodobne (Chromista), ktére testowano z réznymi roslinami:
uprawianymi w rolnictwie, drzewami owocowymi, drzewami lesnymi oraz pasozytniczymi rosli-
nami kwiatowymi [Deeks i in. 2002].

Uwzgledniajac chronologie badai w kulturach dualnych, mozna zauwazyé, ze sukcesywnie
nabierajg one znaczenia, czego przejawem jest stosowanie przez autoréw prac coraz bardziej
skomplikowanych analiz. Jedne z pierwszych prac w tym zakresie prowadzili Hrib i Rypacek
[1978, 1981, 1983], badajac in vitro Swierk, buk, brzozg¢ i topole. Podjeli oni prébe okreslenia roli
grzybéw podstawkowych (Basidiomycota) w zjawisku zamierania niektérych gatunkéw drzew
lesnych.

Zaobserwowanie pobudzenia wzrostu grzyba przez kalus bylo znaczacym momentem dla
celowosci prowadzenia badaii dwuorganizmowych kultur iz vifro. Zjawisko to zostato najw-
czesniej odnotowane przez Hriba i Rypacka [1981], kt6rzy zdecydowali si¢ na wprowadzenie
kultur dualnych do badai nad patogenicznoscig. Autorzy ci pokazali, ze grzyby powodujace
rozktad drewna, zdolne do infekowania Zywych tkanek drzew, byly stymulowane przez kalus,
za$ te grzyby, ktdre sg w stanie zasiedlaé tylko tkanki martwe, byly hamowane w rozwoju.
W oparciu o te wyniki nasungly si¢ konkluzje, ze stopied wzrostu stymulacji jest pozytywnie
skorelowany z wirulencjg grzybow.

Hendry i in. [1993], biorac pod uwagg zmiany, jakie nast¢pujg w srodowisku lesnym pod
wplywem dzialalnosci r6znych gatunkéw grzybéw patogenicznych i saprotroficznych w kulturach
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dwuorganizmowych iz vitro z bukiem, rozwazali implikacje szerszego stosowania tego rodzaju
metod dla wyjasniania zagadnieri zwigzanych z patologig lasu. Eksperymenty wykazaly, ze z uzy-
ciem systeméw dualnych mozna wykaza¢ w wigkszym stopniu niz innymi metodami specyficz-
nos$¢ danego gatunku grzyba wzgledem konkretnej tkanki roslinnej lub organu. Stwierdzono
przy tym, ze w przypadku grzybéw lesnych metoda kultur dwuorganizmowych moze by¢ wlasciwa,
gdyz dostarcza model dzielenia komdrek, analogiczny do podzialéw komérek kambium drzew
[Hendry i in. 1993].

W doswiadczeniu Spanosa i Woodwarda [1997] oraz Kvallena i Solheima [2000] wzrost grzy-
b6éw patogenicznych byl obserwowany w obecnosci kalusa uzyskanego z kilku genotypéw
$wierka pospolitego (Picea abies) i cyprysa wiecznie zielonego (Cupressus sempervirens). Kvaalen
i Solheim [2000] wykazali wyrazny wptyw kalusa $wierkowego na wzrost grzybni. Wynik ten
pokryt si¢ z konkluzjami wyciagnigtymi przez Hriba i Rypacka [1978]. W eksperymentach tych
dwa genotypy roslinnego kalusa réznily si¢ znacznie podatnoscig na grzyby patogeniczne.
Heterobasidion annosum w kulturze z kalusem $wierkowym jednego genotypu wykazat wyrazng
inhibicj¢ wzrostu po 60 godzinach, za$ na inny genotyp nie reagowat inhibicjg po tym samym
czasie.

W bedacych pod wptywem wirulentnego szczepu Cryphonectria parasitica kulturach tkan-
kowych kasztana jadalnego (Castanea sativa) obserwowano zmiany polegajgce na redukcji zywej
masy kalusa i zwigkszaniu udzialu obumarlej masy. Badania te potwierdzity catkowicie obserwacje
poczynione iz vive [Piagnani i in. 1997]. Z wielu analiz wynika, ze wirulentne patogeny w kul-
turach dwuorganizmowych sg stymulowane przez kalus, zas grzyby saprotroficzne lub grzyby,
ktére wtérnie zasiedlajg drewno, sg inhibowane [Hendry i in. 1993; Kvaalen, Solheim 2000;
Vookova i in. 2006]. Zjawisko to zostato juz weze$niej odnotowane przez Hriba i Rypacka [1981],
ktérzy zdecydowali si¢ na wprowadzenie kultur dualnych do badad nad patogenicznoscia,
wlaczajac do badan grzyby podstawkowe powodujace rozklad drewna drzew zywych.

Sposréd grzybéw wystepujacych na drzewach owocowych stosunkowo duzo uwagi poswie-
cono wykorzystaniu kultur dualnych do selekc;ji jabtoni odpornych na parcha jabtoni powodowa-
nego przez Venturia inaequalis. Natomiast sposréd bakterii w polaczeniu z drzewami owocowymi
najwiccej badari poswigcono Agrobacterium tumefaciens — sprawcy guzowatosci korzeni oraz Erwinia
amylovora — sprawcy zarazy ogniowej. Z kolei sposréd organizméw z gromady Chromista uwzgle-
dniano gléwnie rodzaj Phytophthora, obejmujacy sprawcéw fytoftoroz réznych drzew i krzewéw
lesnych oraz roslin ozdobnych [Ostry, Skilling 1992]. Przyktadem najwczesniejszego praktycz-
nego wykorzystania kultur tkankowych w ochronie roslin byta hodowla hybryd topoli wolnych
od wiruséw [Ostry, Skilling 1992].

Przydatnosé kultur dualnych do oceny patogenicznosci grzybéw potwierdzono takze w odnie-
sieniu do pasozytniczych roslin kwiatowych. Jemiota kartowata wystgpujaca na Arceuthobium
tsugense byta opanowana in vivo przez Cylindrocarpon cylindroides i Colletotrichum gloeosporioides.
Badania dwuorganizmowe wykazaly wysoka patogeniczno$¢ obu gatunkéw grzybéw. Kolonizo-
waly one mi¢dzy- oraz wewnatrzkomdrkowo tkanke rosliny, powodujac degradacije Scian komdr-
kowych [Deeks i in. 2002].

Grzyby endofityczne

Jedne z pierwszych prac nad grzybami endofitycznymi w kulturach dualnych poswig¢cono kul-
turom klonu wielkolistnego (Acer macrophyllum) [Sieber i in. 1990] oraz roslinom zielnym: jasno-
cie purpurowej (Lamium purpureum) i ozance nieréwnozabkowej (Teucrium scorodonia) [Peters
i in. 1998]. Efekty interakcji mi¢dzy endofitem Cryprodiaporthe hystrix i kalusem klonu badano



Mozliwosci wykorzystania kultur dualnych w praktyce lesnej 59

w kulturach dualnych jako wzajemne oddzialywania. Wszystkie izolaty C. /Zystrix hamowaty
wzrost kalusa (odwrotnie bylo ze wzrostem grzyba, ktéry zawsze silnie byt stymulowany przez
obecnos¢ kalusa). Autorzy pracy sugeruja, ze C. hystrix i gospodarz egzystujg w stanie zblizonej
réwnowagi do pewnego czasu. W warunkach naturalnych klon jest w stanie zapobiec rozlegtemu
wzrostowi C. fystrix w jego tkance. Jednak w koricowym efekcie C. Aystrix nie tylko zahamowat
wzrost kalusa, ale ostatecznie pordst go i zabit [Sieber i in. 1990]. Moze to oznaczad, ze C. hystrix
jest przedstawicielem tej grupy endofitéw, ktére w warunkach stresu rosliny mogg przejsé do
patogenicznej dziatalnosci. Doswiadczenia w kulturach dualnych potwierdzajg badania prowa-
dzone in vivo, podkreslajac wlasciwos¢ endofitéw, ktére w warunkach stresu (imisje przemy-
stowe, owady pasozytnicze, niekorzystne warunki pogodowe) oraz podczas starzenia organéw
mogg przejs$¢ do dziatalnosci choobotwérezej [Kowalski 1996, 1999; Kowalski, Sadtowski 1993].
Dzigki badaniom dualnym iz vitro mozna by uzyskaé bardziej szczegétowe wyniki, ktére datyby
podstawe do okreslenia, ktére gatunki grzybéw endofitycznych sg w stanie powodowac choroby
drzew w warunkach stresu [Sieber i in. 1990].

Sposrdd roslin zielnych w kulturach dualnych z endofitami uwzglgdniano migdzy innymi
rosling zywicielskg (gospodarza) i rosliny spoza krggu roslin zywicielskich (jasnot¢ purpurowsg
Lamium purpureum i ozanke nier6wnozabkowg Teucrium scorodonia) [Peters i in. 1998]. Grzyby
endofityczne: Coniothyrium palmarum, Geniculosporium sp. i Phomopsis sp. pod wpltywem kalusa
ro$liny zielnej cechowaly si¢ zwickszonym wzrostem, w przeciwieristwie do zachowania si¢ tych
grzybéw w kulturach dualnych z kalusem roslin spoza krggu roslin zywicielskich.

Grzyby ektomikoryzowe

Pierwsze prace nad grzybami ektomikoryzowymi w kulturach dualnych rozpoczgto w Niemczech
[Sirrenberg i in. 1995]. Badano kalus swierka pospolitego (Picea abies) i grzyby tworzace zwigzki
mikoryzowe: Amanita muscaria, Lactarius deterrimus, Hebeloma crustuliniforme oraz Suillus variegatus.
Jako kontroli uzyto Heterobasidion annosum — patogenicznego grzyba niepowodujgcego mikoryzcii.
Tylko dwa sposréd badanych grzybéw mikoryzowych (8. variegatus i L. deterrimus) spowodowaty
wyrazng reakcj¢ komdérek swierka, ktére oplecione siecig Hartiga charakteryzowaly si¢ lepsza
wymiang skladnikéw odzywczych szczegdlnie w strefie interakcji kultury dualnej. Ponadto
zaobserwowano nieregularnosci w strukturach komdrkowych kalusa, m.in. w cytoplazmie komér-
kowej, ktéra cofngla si¢ na rzecz strzgpek grzyba.

Podobne prace prowadzili Niemi i in. [1998], ktérzy badaniom poddali trzy genotypy
kalusa sosny zwyczajnej (Pinus sylvestris) i grzyby ektomikoryzowe: Laccaria bicolor, L. proxima,
Pisolithus tinctorius, Paxillus involutus oraz Suillus variegatus. Analizowano wplyw tych grzybéw na
inicjacje i proliferacje kalusa embriogennego. W zaleznosci od gatunku grzyba zaobserwowano
pozytywng (lepszy wzrost kalusa) lub negatywng (brazowienie, nekrozy kalusa) reakcje tkanki
embriogennej. Strzepki grzyba Laccaria bicolor spenetrowaly” komdrki embriogenne sosny
zwyczajnej, a oplatajac je, wywotaly ich pozytywng reakcje wzrostowg. Niemi i Higgman [2002]
powtdrnie podjeli badania w kulturach dualnych grzyba Pisolithus tinctorius i sosny zwyczajnej.
Tym razem wykazano, ze grzyb ten poprawia kietkowanie in vitro somatycznych zarodkéw
sosny. Mikoryzacji poddano zarodki somatyczne sosny zwyczajnej zaindukowane iz vitro na
embriogennym kalusie. Przy wykorzystaniu r6znych pozywek oraz zawartych w nich odmien-
nych st¢zeniach cukru i innych niezb¢dnych zabiegéw hodowlanych, uzyskano w kulturach
dualnych pozgdany efekt. Przy pomocy tej metody ulepszono jeden z trudniejszych etapéw
somatycznej embriogenezy sosny, tj. kietkowanie somatycznych zarodkéw w siewki.
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Bialka jako wykladnik wirulencji grzyba

Waznym czynnikiem, decydujgcym o tym, czy tkanki roslinne bedg bronily si¢ przed atakiem
patogena lub nie bedg wykazywaly wiasciwosci obronnych, sg wytwarzane przez komérki
ro$liny zywicielskiej metabolity wtérne oraz biatka. Takie analizy byty wykonywane w kulturach
dualnych przez Siebera i in. [1990]. Stwierdzono, ze metabolity rozpuszczalne w wodzie, wypro-
dukowane przez kalus klonu wielkolistnego mogty byé odpowiedzialne za stymulacj¢ wzrostu
grzybni. Podobne wyniki podaja Peters i in. [1998], kt6rzy twierdza, Ze metabolity wydzielone
przez badane przez nich trzy endofity w kulturze dwuorganizmowej zaréwno z kalusem zielnej
ro$liny zywicielskiej, jak i z kalusem ro$liny spoza krggu roslin zywicielskich prowadzily do
nekroz i $mierci jego komérek. Metabolity te byty niespecyficzne, bowiem hamowaly nie tylko
jednego z gospodarzy (Lamium purpureum), ale téwniez Lepidium satioum i Cantharis fusca.

Prowadzone obecnie analizy molekularne nad wspétpracg biatek i DNA sg jedng z najbar-
dziej obiecujgcych dziedzin. W procesach takich jak transkrypcja, replikacja oraz naprawa DNA
biorg udzial biatka petnigce funkcje aktywatoréw badz represoréw. Poniewaz wiele czynnikéw
transkrypcyjnych jest odpowiedzialnych za regulacj¢ okreslonych grup genéw (np. zwigzanych
z cyklem komdérkowym), aktywnos¢ tych biatek ma zasadniczy wplyw na przebieg podsta-
wowych proceséw komérkowych, takich jak proliferacja kalusa, réznicowanie, organogeneza
oraz odpowiedZ na czynniki stresowe (m.in. patogeny ros$lin). Ze wzgledu na to, ze rosliny
wykazujg duzy stopieri specyficznosci w zakresie rozpoznawania czynnika chorobotwdérezego,
jakim jest patogen, prowadzi to do réznego stopnia oporu, ktéry pocigga za sobg caly mechanizm
reakcji biochemicznych. Geny uruchamiajg odpowiednie biatka, ktére cheg wyeliminowac pato-
gen. W ostatnich latach badania ukierunkowano na tzw. biatka zwigzane z patogeneza, ktére
zostaly opisane dla réznych interakcji czynnika chorobotwérezego roslin. Méwimy wdéwczas
o biatkach PRs (ang. pathogenesis-related proteins), ktérych funkcje uczynity je potencjalnymi
biatkami antymikrobowymi. PRs zostalty wyznaczone i zidentyfikowane biochemicznie dla
14 r6znych rodzin ro$lin. Biochemicznie zidentyfikowano nast¢pujace biatka enzymatyczne:
o-1,3 — glukanaza (PR-2), chitynaza (PR-3, PR-4, PR-8, PR-11), proteinaza (PR-6) czy peroksy-
daza (PR-9) [Van Loon, Van Strien 1999]. Biatka te kodowane przez odpowiednie geny wyste-
powaty w tkankach zakazonych przez czynnik chorobotwérczy [Walters i in. 2007].
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SUMMARY

Possible use of dual cultures in the forestry practice

The phenomenon of dieback of economically important forest tree species as a result of the
activity of pathogenic fungi as biotic components of the environment has not been fully examined
yet. This can be explained by the fact that the disease process in trees depends inter alia on the
properties of the host plant and the fungi, the potential causes of the disease. In the 1980s,
researchers in Canada and Slovakia started to develop a new method of testing pathogenicity
on the level of embryos in dual cultures. In the following years, other countries also undertook
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this issue. Numerous experiments have been conducted with the participation of pathogenic,
endophytic, ectomycorrhizal and saprotrophic fungi as well as the embryonic stage of their host
plant tissue grown iz vitro; the results have shown the applicability of various dual cultures
in practical forest management. The development of reliable iz vitro tests may provide a basis
for the assessment of the pathogenicity and the degree of harmfulness of a given fungus. It may
also allow for the selection of a plant genotype that is more resistant to a given pathogen, which
is particularly important in relation to fungi known for the possibility of epiphytic occurrence.
Moreover, the dual iz vitro studies allow for obtaining more detailed results which provide the
basis for determining which species of endophytic fungi are able to cause tree diseases under
stress. In Poland, research on i vitro dual cultures started in 2006 in the Department of Forest
Pathology, University of Agriculture in Krakow for the purposes of development of research on
pathogenicity and the possible emergence of a new direction of resistance cultures.



