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Interakcje pomiêdzy kalusem trzech genotypów Abies alba

a grzybami o ró¿nym statusie ekologicznym

Interactions among three genotypes of Abies alba callus and fungi
with different ecological status

Abstract. Callus cultures derived from three Abies alba genotypes were co-cultivated with several fungi of different
ecological status. Growth of Heterabasidion parviporum, Ophiostoma piceae and Pesotum sp. was stimulated, whilst
Heterobasidon abietinum and Geosmithia sp. were unaffected by the presence of callus (statistical analyses for these
2 fungi gave no difference and a marginally-significant different respectively).

Fir callus inhibited the growth of Pesotum fragrans and Rizosphaera macrospora. Otherwise, there were significant
differences between the callus genotypes with respect to the growth of fungi and colonization of fir callus. Fungi H.

abietinum, O. piceae, R. macrospora and Geosmithia sp. first colonized callus belonging to genotype G6. In contrast,
fungal species: P. fragrans, Pesotum sp., Geosmithia sp. and H. parviporum quickly colonized callus derived from the
genotype G5. Across all genotypes, callus was colonized in the shortest period of time by the fungus H. parviporum

(causing callus necrosis after 6-9 days), the slowest was Pesotum sp. (causing callus necrosis after 60-81 days). The
importance of these results regarding pathogenicity and behaviour in vivo of these fungi is discussed.
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1. Wstêp

Wiele czynników abiotycznych, biotycznych i antro-
pogenicznych zagra¿a jodle pospolitej (Abies alba Mill.)
w Polsce. Spoœród czynników biotycznych szczególnie
du¿e szkody w lasach jod³owych wyrz¹dzaj¹ owady oraz
grzyby patogeniczne. Wiêkszoœæ grzybów zwi¹zanych z
jod³¹ to saprotrofy, które rozk³adaj¹ martwe tkanki, lub
endofity ¿yj¹ce wewn¹trz zdrowych tkanek drzew
(Kowalski, Butin 1989; Sieber 1989; Sieber-Canavesi,
Sieber 1993). Jednak¿e niektóre grzyby, takie jak np.
Heterobasidion abietinum Niemelä & Korhonen i H.

parviporum Niemelä & Korhonen mog¹ tak¿e powodo-
waæ groŸne choroby jode³. Wymienione podstawczaki
powoduj¹ bia³¹ zgniliznê korzeni m³odych i starszych
drzew (Mañka 2005) i nale¿¹ do najpowa¿niejszych
patogenów jod³y w Polsce (£akomy 1996; Munda 1996;
£akomy et al. 2000).

Innym potencjalnym zagro¿eniem dla jod³y mog¹
byæ grzyby przenoszone przez korniki, Cryphalus

piceae (Ratz.) oraz Pityokteines spp. Owady te s¹
zwi¹zane z ró¿nymi grzybami siniznowymi oraz grzy-
bami z rodzaju Geosmithia (Jankowiak, Kolaøík 2010;
Perenek et al. 2008). Wyniki doœwiadczenia infekcyj-
nego przeprowadzonego w Polsce wskazuj¹, ¿e grzyby
te s¹ saprotrofami lub s³abymi patogenami jod³y (Janko-
wiak, Kolaøík 2010).

Endofity zwi¹zane z jod³¹ pospolit¹ uwa¿ane s¹
najczêœciej za nieszkodliwych kolonizatorów ¿ywych
tkanek drzew (Sieber 2007). Wiele gatunków z tej grupy
grzybów, np. Rhizosphaera macrospora Gourb. & M.
Morelet nale¿y do tzw. transient fungi. Grzyby z tej
grupy pocz¹tkowo wystêpuj¹ jako endofity, a póŸniej
zasiedlaj¹ zamieraj¹ce tkanki swojego ¿ywiciela (Sie-
ber-Canavesi, Sieber 1993).
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W badaniach nad interakcjami pomiêdzy drzewami
iglastymi a grzybami patogenicznymi w ostatnim czasie
coraz czêœciej stosuje siê hodowle tkankowe (Hàib et
Rypáèek 1978, 1981, 1983; Diner et al. 1984; Abdul
Rahman et al. 1987; Woodward, Pearce 1988; Hàib et al.
1995; Ragazzi et al. 1995; Spanos, Woodword 1997;
Kvaalen, Solheim 2000; Vookova et al. 2006). W kilku
pracach badano tak¿e zachowanie siê kalusa w obecnoœ-
ci grzybów endofitycznych (Sieber et al. 1990, Hendry et
al. 1993, Peters et al. 1998). Metoda kultur tkankowych
dostarcza cennych informacji na temat wzrostu grzybni i
reakcji kalusa w kulturach tkankowych i pozwala
oszacowaæ mechanizmy obronne drzew na poziomie
embrionalnym. Relacje roœlina – patogen s¹ zazwyczaj
opisywane poprzez porównanie wzrostu grzybni w kie-
runku do kalusa i przeciwnym, zmian cech fenotypo-
wych kalusa oraz wydzielanie przez kalus specyficznych
bia³ek.

W badaniach nad drzewami leœnymi, kalus by³
otrzymywany zazwyczaj z jednego genotypu drzewa.
Jedynie w doœwiadczeniu Kvallena i Solheima (2000)
oraz Spanosa i Woodwarda (1997) wzrost grzybów pato-
genicznych by³ obserwowany w obecnoœci kalusa uzys-
kanego z kilku genotypów Picea abies (L.) H. Karst. i
Cupressus sempervirens L. Najczêœciej ró¿ne genotypy
tego samego gatunku stosuje siê w odniesieniu do innych
gatunków roœlin (Gretenkort, Helsper 1993, Dai et al.
2003; Nyange et al. 1995). Przypuszczamy, ¿e ró¿ne
genotypy jod³y u¿yte w kulturach dualnych mog¹ ró¿nie
wp³ywaæ na wzrost grzybów.

W niniejszej pracy badano interakcje pomiêdzy
grzybami o ró¿nym stopniu patogenicznoœci a kalusem
jod³y pospolitej. Dodatkowo oszacowano wp³yw geno-
typu jod³y na wzrost grzybów w kulturach dualnych.

2. Materia³y i metody

Materia³ roœliny

Do kultur in vitro jako eksplantaty pierwotne u¿yto
zarodki zygotyczne izolowane z dojrza³ych nasion jod³y
pospolitej, pozyskane w paŸdzierniku 2005 r., pocho-
dz¹ce z wy³¹czonych drzewostanów nasiennych, zloka-
lizowanych na trzech powierzchniach: Nadleœnictwo
Nowy Targ, oddzia³ 21b; Nadleœnictwo Skar¿ysko-Ka-
mienna, oddzia³ 109a; Nadleœnictwo Janów Lubelski,
oddzia³ 72c. Ka¿de pochodzenie reprezentowane by³o
przez 100 eksplantatów (o odrêbnych genotypach),
spoœród których do badañ kultur dwuorganizmowych
wybrano 3 genotypy kalusa embriogennego jod³y pos-
politej: G4 – pochodz¹cy z Nowego Targu; G5 – pocho-
dz¹cy ze Skar¿yska Kamiennej; G6 – pochodz¹cy z
Janowa Lubelskiego.

Izolaty grzybów

W doœwiadczeniu u¿yto nastêpuj¹cych gatunków
izolatów grzybów: Heterobasidion abietinum (nr
17076), Heterobasidion parviporum (nr 18307a),
Geosmithia sp. (nr 0373), Ophiostoma piceae (Münch)
Syd. & P. Syd. (nr 0358), Pesotum fragrans (Math.-
Käärik) G. Okada & Seifert (nr 01206), Pesotum sp. (nr
0705), Rhizosphaera macrospora (nr 0390). Kultury
zosta³y uzyskane z kolekcji kultur grzybów Katedry
Fitopatologii Leœnej Uniwersytetu Rolniczego w Kra-
kowie. Grzyby ros³y w p³ytkach Petriego na po¿ywce
agarowo-maltozowej (2% maltoza, 2% agar) przez 7 dni.
PóŸniej inokulum w postaci kr¹¿ka by³o przeszczepiane
na po¿ywkê SH (Schenk et Hildebrandt 1972) celem
przystosowania grzybni do po¿ywki, na której
prowadzono dalsze badania w kulturach dualnych.

Kalus jod³y

Dojrza³e nasiona jod³y pospolitej dezynfekowano w
10% podchlorynie sodu (15 minut), po czym nasiona
poddano pêcznieniu (12 godzin), w temp. 4°C. Z nasion,
pod lup¹ binokularn¹, izolowano dojrza³e zarodki zygo-
tyczne, które wyk³adano, po 5 sztuk, do szalek Petriego
na po¿ywkê SH uzupe³nion¹ regulatorami wzrostu (BA
– 6-benzylo-aminopuryna, KIN – kinetyna, 2,4-D –
kwas dichlorofenoksyoctowy), witaminami (tiamina,
pirydoksyna, kwas nikotynowy), 2,0 % sacharoz¹ i 0,4%
phytogelem (Nawrot-Chorabik 2008, 2009). Hodowlê
kalusa prowadzono w inkubatorze, w temperaturze
25°C, w ciemnoœci. Po zainicjowaniu kultur embrio-
gennych, co dwa tygodnie pasa¿owano kalus na œwie¿¹
po¿ywkê SH z podwojonym stê¿eniem regulatorów
wzrostu w celu jego proliferacji. Kalus barwiono ace-
tokarminem i przy u¿yciu mikroskopu interferencyjnego
sprawdzano stopieñ jego embriogennoœci (acetokarmin
barwi na czerwono j¹dra komórek strefy embriogennej
prazarodków) (Gupta, Durzan 1987).

Interakcje pomiêdzy grzybami a kalusem

Z kultur grzybów hodowanych na po¿ywce SH, po
10 dniach pobierano inokula o wymiarach 1×1 cm i
umieszczono na œrodku szalki Petriego, w której umiesz-
czano kalus embriogenny jod³y pospolitej o œrednicy
1 cm (0,5 mg) na brzegu szalki, w odleg³oœci 2,5 cm od
centrum inokulum grzyba i 5 mm od krawêdzi szalki.
Tak za³o¿ona kultura dwuorganizmowa umo¿liwia³a
wykonywanie pomiarów grzybni w kierunku kalusa i w
kierunku przeciwnym. Te same pomiary wykonywano
dla kontrolnych genotypów kalusa i kontrolnych izo-
latów grzybów. Kultury dwuorganizmowe hodowano w
sterylnych warunkach w 15 szalkach Petriego o œrednicy
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10 cm, w inkubatorze, w temperaturze 25°C, w ciem-
noœci, na po¿ywce SH. Obserwacje makroskopowe, tzn.
pomiar wzrostu grzybni w stosunku do kalusa, zmiany
fenotypowe kalusa i grzybni, prowadzono od do³u szalki
Petriego co 24 godziny (w przypadku grzybów szybko
rosn¹cych) lub co 48 godzin (w przypadku grzybów
wolniej rosn¹cych) (tab. 1). Makro- i mikroskopowo
oceniano zmiany w wygl¹dzie kalusa, które zosta³y
uznane za wyznacznik jego reakcji obronnych.

Analiza statystyczna

W celu wykrycia inhibicji b¹dŸ stymulacji wzrostu
izolatów grzybni porównano tempo wzrostu badanej
grzybni w kulturze dwuorganizmowej (w kierunku kalu-
sa i przeciwnie do niego) z tempem wzrostu grzybni kon-
trolnej, stosuj¹c test t-Studenta dla zmiennych zale¿-
nych. Ró¿nice statystycznie istotne (przy prawdopodo-
bieñstwie p = 0,05) zosta³y wyszczególnione w rozdziale
„Wyniki”.

Dla porównania wielkoœci promienia grzybni w ko-
lejnych dniach obserwacji w przypadku wielu œrednich
(kontrola – G6, kontrola – G5, kontrola – G4) zastoso-
wano nieparametryczn¹ analizê wariancji ANOVA
Friedmana. Metoda ta jest najlepszym odpowiednikiem
jednoczynnikowej analizy wariancji dla pomiarów
powtarzalnych.

Ponadto wykonano test HSD Tukey’a, który wyka-
za³, które genotypy ró¿ni¹ siê, lub nie ró¿ni¹, w stosunku
do grzybni kontrolnej (tab. 1 – symbole a, b, c). W celu
stwierdzenia, które genotypy kalusa hamowa³y wzrost
grzybni, przeprowadzono test t-Studenta dla zmiennych
po³¹czonych (tab. 1).

Wszystkie analizy wykonano za pomoc¹ programu
komputerowego STATISTICA wersja 8.0.

3. Wyniki

W kulturach dwuorganizmowych badane grzyby
mia³y ró¿ny wzrost w kierunku kalusa A. alba (ryc. 1).
Kalus uzyskany z trzech genotypów jod³y stymulowa³
wzrost grzybni H. parviporum, O. piceae i Pesotum sp.
Wœród nich tylko wzrost H. parviporum by³ istotnie
stymulowany przez wszystkie genotypy jod³y (tab. 1).
Najbardziej na wzrost tego grzyba wp³ywa³y genotypy
G4 i G6, zw³aszcza pomiêdzy czwartym i ósmym dniem
hodowli (ryc. 1). Dla O. piceae i Pesotum sp. wyraŸny
efekt stymuluj¹cy wywiera³y genotypy G6 i G5 (tab. 1).
Genotypy te najsilniej stymulowa³y wzrost tych grzy-
bów w pi¹tym dniu po inokulacji (ryc. 1). Kalus otrzy-
many z genotypów G6 i G4 wykaza³ wyraŸny negatyw-
ny wp³yw na wzrost grzybni P. fragrans. Inhibicja
wzrostu tego grzyba by³a najbardziej widoczna w 28
dniu po inokulacji (ryc. 1). Wzrost grzybni H. abietinum

by³ istotnie ograniczany przez genotyp G5, natomiast
inne genotypy nie mia³y ¿adnego wp³ywu na wzrost
grzybni tego gatunku. Podobne wyniki uzyskano w
przypadku grzyba R. macrospora, z t¹ tylko ró¿nic¹, ¿e
jego wzrost by³ inhibitowany przez genotyp G6. W przy-
padku Geosmithia sp. nie stwierdzono ¿adnego wp³ywu
kalusa na wzrost grzybni (tab. 1).

Po 81 dniach hodowli kultur dwuorganizmowych
z kalusem A. alba grzyby mia³y tak¿e ró¿ny wzrost
w kierunku przeciwnym do kalusa. Wzrost grzybów
w kierunku przeciwnym do kalusa na ogó³ by³ bardzo
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Tabela 1. Œrednie tempo wzrostu grzybów w kulturach dualnych z kalusem trzech genotypów i bez kalusa [mm/T].
Wartoœci oznaczone t¹ sam¹ liter¹ nie by³y istotnie ró¿ne w odniesieniu do testu HSD, p=0.005.
Table 1. Mean growth speed of fungi in dual culture with callus of three genotypes and without callus of Abies alba [mm/T].
Mean radial growth values with the same letter were not significantly different according to HSD test (p=0.05).

Gatunek grzyba
Fungus species

T (h)

Œredni wzrost grzyba (mm)
w obecnoœci i bez kalusa (kontrola)

Mean fungus growth (mm)
with and without callus (control)

Wynik analizy statystycznej
Statistical analysis result

control
Callus genotype Friedman’s

ANOVA*
p**

t-Student
testG6 G5 G4

Heterobasidion abietinum 24 23,41a 25,55a 21,68b 25,14a 11,846* 0,0079 G5
Heterobasidion parviporum 24 21,82a 26,91b 24,41c 26,41bc 22,773* 0,0001
Geosmithia sp. 24 21,64 24,93 25,79 24,29 7,500 0,0576
Ophiostoma piceae 48 24,58a 25,64b 26,46c 24,66a 28,658* 0,0000
Pesotum fragrans 48 26,25a 22,75b 26,82a 19,80c 41,371* 0,0000 G6, G4
Pesotum sp. 48 25,73a 29,13b 29,26b 26,29a 35,822* 0,0000
Rhizosphaera macrospora 48 25,84a 13,30b 28,93a 29,13a 28,188* 0,0000 G6

* ró¿nice istotne statystycznie na poziomie ufnoœci � = 0,05; ** p – prawdopodobieñstwo hipotezy testowej; a, b, c – grupy jednorodne
(œrednie w grupie nie ró¿ni¹ siê) (test HSD Tukey’a)
statistically significant differences at the confidence level � = 0.05; ** p – probability of test hypothesis; a, b, c – uniform groups (mean values
in a group do not differ) (HSD Tukey’s test).



384 K. Nawrot-Chorabik et R. Jankowiak / Leœne Prace Badawcze, 2010, Vol. 71 (4): 381–389.

�

�

��

��

��

��

��

��

��

��

� � � � � � � 	 
 �� ��

�

�

��

��

��

��

��

��

��

��

� � � � � � � 	 
 �� ��

�

�

��

��

��

��

��

��

��

��

� � � � � � � 	 
 �� ��

�

�

��

��

��

��

��

��

��

��

� � � � � � � 	 
 �� ��

�

�

��

��

��

��

��

��

��

��

� � � 	 �� �� ��

�

�

��

��

��

��

��

��

��

��

� � � 	 �� �� ��

�

�

��

��

��

��

��

��

��

��

� � � 	 �� �� ��

�

�

��

��

��

��

��

��

��

��

� � � 	 �� �� �� �� �	 �� �� �� �� �	 �� �� �� ��

�

�

��

��

��

��

��

��

��

��

� � � 	 �� �� �� �� �	 �� �� �� �� �	 �� �� �� ��

�

�

��

��

��

��

��

��

��

��

� � � 	 �� �� �� �� �	 �� �� �� �� �	 �� �� �� ��

�

�

��

��

��

��

��

��

��

��

� � � 	 �� �� �� �� �	 �� �� �� �� �	 �� �� �� �� �	 ��

�

�

��

��

��

��

��

��

��

��

� � � 	 �� �� �� �� �	 �� �� �� �� �	 �� �� �� �� �	 ��

�

�

��

��

��

��

��

��

��

��

� � � 	 �� �� �� �� �	 �� �� �� �� �	 �� �� �� �� �	 ��

�

�

��

��

��

��

��

��

��

� � � 	 �� �� �� �� �	 �� �� �� �� �	 �� �� �� �� �	

�

�

��

��

��

��

��

��

��

� � � 	 �� �� �� �� �	 �� �� �� �� �	 �� �� �� �� �	

�

�

��

��

��

��

��

��

��

� � � 	 �� �� �� �� �	 �� �� �� �� �	 �� �� �� �� �	

����� �����	�
����	
�����������	
 ��

�

�

��

��

��

��

��

��

��

��

� � � 	 �� �� �� �� �	 �� �� �� �� �	 �� ��

�

�

��

��

��

��

��

��

��

��

� � � 	 �� �� �� �� �	 �� �� �� �� �	 �� ��

�

�

��

��

��

��

��

��

��

��

� � � 	 �� �� �� �� �	 �� �� �� �� �	 �� ��

����� ������� � �������� �	��	
����� �� �
������ ���	��� ��� �	����

����� ������� � �������� ����
����� �� �	��	
����� �� �
������ ��� �	����	�	
 ����

�������	
�������

����� �����	�
����	
�����������	
 ��

����� �����	�
����	
�����������	
 ��

�� ���� ��
��

H
e

te
ro

b
a

s
id

io
n

a
b

ie
ti

n
u

m

��

H
e

te
ro

b
a

s
id

io
n

p
a

rv
ip

o
ru

m
G

e
o

s
m

it
h

ia
s

p
.

O
p

h
io

s
to

m
a

p
ic

e
a
e

P
e

s
o

tu
m

fr
a

g
ra

n
s

P
e

s
o

tu
m

s
p

.
R

h
iz

o
s

p
h

a
e

ra
m

a
c

ro
s

p
o

ra

Rycina 1. Wzrost grzybów w kierunku i przeciwnie do kalusa trzech genotypów Abies alba (w kombinacji kontrolnej
badano wzrost grzybni bez obecnoœci kalusa)
Figure 1. Growth of fungi towards and away from the callus of the three Abies alba genotypes (the control is fungus inoculated in
dishes without callus)



podobny do wzrostu grzybów w kierunku kalusa.
Zale¿noœæ ta nie odnosi³a siê jedynie do grzybni Pesotum

sp. (genotyp G6) i R. macrospora (genotyp G5 i G6).
W tych przypadkach wynik wielkoœci wzrostu prze-
ciwny do kalusa odbiega³ od wyniku wielkoœci wzrostu
grzybni w kierunku kalusa (ryc. 1).

W prezentowanych badaniach, wszystkie gatunki
grzybów skolonizowa³y kalus jod³y i spowodowa³y jego
zamieranie. Najszybciej kalus by³ kolonizowany przez
grzyb H. parviporum, najwolniej zaœ przez Pesotum sp.
Heterobasidion parviporum spowodowa³ zamarcie
kalusa ju¿ po 6–9 dniach, a Pesotum sp. po 60–81 dniach
od pocz¹tku kolonizacji. W przypadku tych, jak i pozos-
ta³ych gatunków grzybów tempo kolonizacji kalusa by³o
ró¿ne w zale¿noœci od genotypu jod³y. Grzyby H.

abietinum, O. piceae, R. macrospora i Geosmithia sp.
najszybciej kolonizowa³y kalus nale¿¹cy do genotypu
G6. Grzyby te spowodowa³y zamarcie kalusa odpowied-

nio po 16, 33, 27 i 17 dniach. Grzyb rodzaju Geosmithia

w podobnym tempie zasiedla³ tak¿e kalus nale¿¹cy do
genotypu G5. W przeciwieñstwie do nich, gatunki P.

fragrans, Pesotum, Geosmithia sp. i H. parviporum

najszybciej kolonizowa³y kalus uzyskany z genotypu
G5. Kalus poddany dzia³aniu tych grzybów zamiera³
odpowiednio przez 36, 60 i 17 dni. Heterobasidion

parviporum w podobnym tempie zasiedla³ tak¿e kalus
nale¿¹cy do genotypu G4 (tab. 2).

Wœród badanych grzybów jedynie H. abietinum nie
spowodowa³ zmian w wygl¹dzie kalusa trzech genoty-
pów jod³y (tab. 2, ryc. 2B). Podobne reakcje obserwowa-
no tak¿e dla O. piceae i P. fragrans hodowanych w
obecnoœci kalusa uzyskanego z genotypu G4. Kalus
inokulowany grzybem H. parviporum i Geosmithia sp.
charakteryzowa³ siê bardzo szybkim br¹zowieniem, a w
kulturach z grzybem O. piceae odnotowano jego punk-
towe zamieranie (tab. 2, ryc. 2A, C, D). Po 16 dniach od
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Tabela 2. Czas zamarcia kalusa Abies alba w kulturach dwuorganizmowych oraz cechy fenotypowe takich kultur
Table 2. Time of Abies alba callus dieback in dual cultures and phenotype features of such structures

Gatunek
grzyba

Fungus species

Genotyp
kalusa
Callus

genotype

Obumieranie
kalusa (dni)
Callus dying

(days)

Cechy fenotypowe kultur dwuorganizmowych
Phenotype features of biorganism structures

Heterbasidion

abietinum
G6 16 Grzybnia szybko porasta kalus (wyj¹tek stanowi G5). Kalus d³ugo utrzymuje dobr¹

¿ywotnoœæ i charakterystyczne bia³e zabarwienie.
The mycelium quickly overgrows the callus (with the exception of G5). The callus keeps
its good vitality and characteristic white colour for a long time.

G5 27

G4 56

Heterbasidion

parviporum
G6 9 Kalus silnie ciemnieje i szybko obumiera, pomimo ¿e strzêpki grzyba porastaj¹ go w

niewielkim stopniu.
The callus becomes intensely dark and dies soon despite the fact that hyphae overgrow the
callus only to a small degree.

G5 6

G4 6

Geosmithia sp. G6 17 Grzybnia szybko rozrasta siê, szybko kolonizuje kalus. Kalus ciemnieje (wyj¹tek
stanowi G4).
The mycelium expands quickly and soon colonizes the callus. The callus becomes dark
(with the exception of G4).

G5 17

G4 31

Ophiostoma

piceae
G6 33 Grzybnia ciemniejsza po stronie kalusa, wyraŸnie zagêszczona. Tylko kalus G4 d³ugo

utrzymuje charakterystyczny bia³y kolor.
The mycelium is darker on the side of the callus, and it is clearly thicker. Only the G4
callus genotype preserves its characteristic white colour for a long time.

G5 35

G4 38

Pesotum

fragrans
G6 40 Grzybnia ciemniejsza od strony kalusa, gdzie strzêpki grzybni zagêszczaj¹ siê. Tylko

kalus G4 utrzymuje charakterystyczne bia³e zabarwienie.
The mycelium is darker on the side of the callus, where the hyphae become thicker. Only
the G4 callus preserves its characteristic white colour.

G5 36

G4 42

Pesotum sp. G6 68 Strzêpki grzyba zbite. Od strony kalusa grzybnia hamuje wzrost i tworzy cha-
rakterystyczn¹ ³ukowat¹ strefê inhibicyjn¹. Kalus ciemnieje od strony grzyba.
The hyphae are compact. On the side of the callus the mycelium ceases to grow and forms
a characteristic curved inhibitory zone. The callus becomes dark on the side of the fungus.

G5 60

G4 81

Rhizosphaera

macrospora
G6 27 Zahamowany wzrost grzybni w odleg³oœci 10 mm od kalusa. Kalus ciemnieje.

Strzêpki grzyba nie porastaj¹ kalusa (G6). Grzybnia i kalus silnie uwodnione.
Ceased growth of the mycelium at the distance of 10 mm from the callus. The callus becomes
dark. The hyphae do not overgrow the callus (G6). The mycelium and the callus are intensely
hydrated.

G5 33

G4 35



rozpoczêcia doœwiadczenia w pobli¿u kalusa jod³y
grzybnia Pesotum sp. i R. macrospora tworzy³a ciemne
strefy inhibicyjne. PóŸniej grzyby te powodowa³y tak¿e
silne uwodnienie i maceracjê tkanek kalusa (tab. 2, ryc.
2E, F).

4. Dyskusja

Do tej pory jedynie kilka prac poœwiêconych jest
interakcjom pomiêdzy grzybami i kalusem uzyskanym z
drzew iglastych (Hàib, Rypáèek 1978; Woodword,
Pearce 1988; Ragaz 1995; Kvaalen, Solheim 2000; Kva-
alen et al. 2001; Vookova et al. 2006). Wyniki uzyskane
w tych badaniach s¹ rozbie¿ne. Hàib i Rypáèek (1978)
oraz Kvaalen i Solheim (2000) wykazali wyraŸny wp³yw
kalusa œwierkowego na wzrost grzybni H. annosum (Fr.)
Bref., szczególnie w pocz¹tkowych fazach wzrostu
grzybni. Podobne reakcje zosta³y zaobserwowane dla
Ceratocystis polonica (Siemaszko) C. Moreau (Kvaalen
et Solheim 2000) i Phaeolus schweinitzii (Fr.) Pat.
(Vookova et al. 2006). Badania te pokaza³y, ¿e silnie
wirulentne patogeny lub grzyby, uznawane za pierw-
szych kolonizatorów bielu drzew, s¹ w kulturach dwu-
organizmowych stymulowane przez kalus, natomiast
grzyby saprotroficzne lub grzyby, które s¹ póŸniejszymi

kolonizatorami s¹ inhibowane przez kalus (Hendry et al.
1993). Jednak¿e, w przeciwieñstwie do tych badañ,
Sirrenberg i in. (1995) oraz Woodward i Pearce (1988)
nie wykazali ¿adnego wp³ywu kalusa œwierka na wzrost
grzybni H. annosum.

W prezentowanych badaniach stwierdzono istotne
ró¿nice we wzroœcie siedmiu gatunków grzybów w
obecnoœci kalusa jod³y pospolitej. Stymulacja wzrostu
H. parviporum przez kalus oraz s³aba inhibicja lub brak
wp³ywu kalusa na wzrost H. abietinum dobrze korespon-
duje z ich funkcjonowaniem w warunkach naturalnych.
Heterobasidion parviporum powoduje du¿e szkody w
drzewostanach œwierkowych na ca³ym œwiecie, a H.

abietinum, który wystêpuje w œrodkowej Europie,
Pirenejach i pó³nocno-wschodniej Turcji jest uwa¿any
za saprotrofa lub paso¿yta s³aboœci, ¿yj¹cego g³ównie na
pniakach i martwych k³odach jod³owych (Munda 1994;
£akomy 1996; Dogmus-Lehtijarvi et al. 2007).

Niniejsze badania pokaza³y tak¿e, ¿e w stosunku do
jod³y pospolitej H. parviporum mo¿e byæ bardziej
wirulentny ni¿ H. abietinum, pomimo ¿e A. alba jest
g³ówn¹ roœlin¹ gospodarzem tego ostatniego gatunku
grzyba. Jednak¿e obecne doœwiadczenia nale¿y trakto-
waæ jako pierwszy etap w badaniach nad patogenicz-
noœci¹ grzybów Heterobasidion s. lato w stosunku do
jod³y pospolitej. Wydaje siê, ¿e jedynie badania in vivo
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Rycina 2. Reakcje obronne kalusa jod³y w kulturach dwuorganizmowych, 25 dni po inkubacji. A) Heterobasidion parviporum,
br¹zowy i zamar³y kalus; B) Heterobasidion abietinum, “zdrowo” wygl¹daj¹cy kalus; C) Geosmithia sp., kalus bez zmian w
wygl¹dzie; D) Ophiostoma piceae, widoczne punktowe przebarwienia i masowe wytwarzanie koremiów w obrêbie nekrotycz-
nych przebarwieñ; E) Pesotum sp., widoczne silne uwodnienie kalusa prowadz¹ce do maceracji tkanek i br¹zowienia w miej-
scach tworzenia siê koremiów; F) Rhizosphaera macrospora, widoczna inhibicja grzybni w pobli¿u kalusa.
Figure 2. Defence reactions of developing silver fir embryos in dual cultures 25 days after incubation. A) Heterobasidion parvi-

porum, brown and dead callus; B) Heterobasidion abietinum, healthy-look callus; C) Geosmithia sp., appearance of the callus
without change; D) Ophiostoma piceae, visible spot discolouration and mass formation of synnemata within the range of necrotic
changes of the callus; E) Pesotum sp., visible high hydration of the callus leading to tissue maceration and clear browning of the
callus around the synnemata formed; F) Rhizosphaera macrospora, visible inhibition of mycelium growth near callus.



mog¹ w pe³ni okreœliæ stopieñ patogenicznoœci tych
grzybów stosunku do jod³y pospolitej.

W przeprowadzonym doœwiadczeniu, oprócz H. par-

viporum, tak¿e wzrost Pesotum sp. i O. piceae by³ sty-
mulowany przez kalus jod³owy. Jednak¿e, w
przeciwieñstwie do H. parviporum, Pesotum sp.
powodowa³ o wiele wolniejsze zamieranie kalusa.
Dodatkowo, obecnoœæ kalusa wywo³a³a wyraŸn¹ reakcjê
grzybni tego gatunku grzyba, gdy¿ w kulturach dualnych
pojawia³a siê wyraŸna strefa inhibicyjna. Uzyskane
rezultaty mog¹ wskazywaæ, ¿e Pesotum sp. jest raczej
patogenem s³aboœci w odniesieniu do jod³y. Podobne
wyniki otrzymali Jankowiak i Kolaøik (2010), którzy w
doœwiadczeniu infekcyjnym u¿yli te same izolaty
grzyba. W przypadku O. piceae stymuluj¹cy efekt kalu-
sa na wzrost grzybni tak¿e znalaz³ odzwierciedlenie w
doœwiadczeniach in vivo. Ophiostoma piceae jest
uznawany za saprotrofa lub patogena s³aboœci drzew
rodzaju Picea i Pinus (Kirisits 2004).

W przypadku grzyba rodzaju Geosmithia jego
wzrost – podobny w obecnoœci i w braku kalusa – mo¿e
sugerowaæ bardzo ma³y wp³yw kalusa na wzrost grzyba.
Wyniki te s¹ dobrze skorelowane z doœwiadczeniem
infekcyjnym przeprowadzonym przez Jankowiaka i Ko-
laøika (2010). W eksperymencie tym nekrozy genero-
wane na 2-letnich sadzonkach jod³y przez ten sam izolat
grzyba w niewielkim stopniu ró¿ni³y siê od nekroz
powsta³ych na sadzonkach kontrolnych. W zwi¹zku z
tym autorzy ci uwa¿aj¹, ¿e grzyb ten jest saprotrofem,
który nie jest zdolny wywo³aæ ¿adnych objawów
chorobowych na jodle. Jednak¿e ostatnie badania nad
grzybami rodzaju Geosmithia sugeruj¹ potencjaln¹
patogenicznoœæ tych grzybów na drzewach liœciastych.
Èi�ková i in. (2005) donosz¹, ¿e Geosmithia langdonii

M. Kolaøík, Kubátová i Pa�outová i G. pallida (G. Sm.)
M. Kolaøík, Kubátová i Pa�outová wyizolowane z
¿erowisk Scolytus intricatus (Ratz.) ograniczaj¹ wzrost
korzeni Lepidium sativum L. var. capitatum. Z kolei
Scala i in. (2005, 2007) udokumentowali, ¿e niektóre
szczepy grzybów z rodzaju Geosmithia uzyskane z za-
mieraj¹cych wi¹zów we W³oszech mog¹ wytwarzaæ
cerato-ulminy, które s¹ odpowiedzialne za holendersk¹
chorobê wi¹zów. Ostatnio wykryto tak¿e, ¿e za groŸn¹
chorobê Juglans nigra L. w Ameryce Pó³nocnej mo¿e
byæ odpowiedzialny nieopisany gatunek rodzaju Geo-

smithia przenoszony przez Pityophthorus juglandis

Blackman (Tisserat et al. 2009).
Kalus jod³y pospolitej by³ obojêtny lub inhibowa³

wzrost R. makrospora. Dodatkowo w kulturach dwu-
organizmowych z tym gatunkiem zaobserwowano tak¿e
bardzo silne ograniczenie wzrostu grzybni w pobli¿u
kalusa.

Badania nad wzrostem endofitów w obecnoœci kalu-
sa-gopodarza by³y podejmowane przez kilku badaczy

(Sieber et al. 1990; Hendry et al. 1993; Peters et al.
1998). Wyniki tych badañ by³y doœæ rozbie¿ne. Peters i
in. (1998) wskazuj¹, ¿e niektóre endofity, takie np. jak
Coniothyrium palmarum Corda, Geniculosporium sp. i
Phomopsis sp. by³y stymulowane przez kalus ¿ywiciela,
podczas gdy Hendry i in. (1993) zaobserwowali, ¿e
Hypoxylon fragiforme (Pers.) J. Kickx f. i H. purpureum

Nitschke by³y ograniczane przez kalus. Doœwiadczenia
Hendry’ego i in. potwierdzaj¹ specyficzne cechy bio-
logiczne grzyba R. macrospora wystêpuj¹ce w naturze.
Gatunek ten w tkankach jod³y wystêpuje pocz¹tkowo
jako endofit, póŸniej zaœ zasiedla tkanki zamieraj¹ce
(Sieber-Canavesi et Sieber 1993). Uzyskane in vitro

wyniki znalaz³y potwierdzenie tak¿e w badaniach nad
patogenicznoœci¹ tego grzyba in vivo (Jankowiak,
niepublikowane), w których ten sam izolat grzyba
spowodowa³ nekrozy na sadzonkach jod³y podobne jak
w przypadku kombinacji kontrolnej.

Podobnie jak R. macrospora, tak¿e wzrost grzybni P.

fragrans by³ ograniczany przez kalus jod³y, co mo¿e
sugerowaæ, ¿e jest to gatunek saprotroficzny. Jednak¿e
do tej pory nie wykonano ¿adnego doœwiadczenia
infekcyjnego in vivo z u¿yciem tego grzyba.

W przeprowadzonych badaniach stwierdzono istot-
ne ró¿nice miêdzy wzrostem grzybów w kulturach z u¿y-
ciem kalusa jod³y ró¿nych genotypów. Podobne wyniki
uzyskali Kroon i in. (1991), Nyange i in. (1995), Spanos
i Woodword (1997), Kvaalen i Solheim (2000), którzy
wykorzystali w swych badaniach ró¿ne genotypy i klony
drzew iglastych oraz innych roœlin. Dziêki tej metodzie
mo¿liwe staje siê identyfikowanie genotypów drzew
odpornych i podatnych na grzyby patogeniczne.

5. Wnioski

1. Badane genotypy kalusa wp³ywaj¹ na zró¿nico-
wanie wzrostu badanych gatunków grzybów.

2. Badania wzrostu grzybów w kierunku prze-
ciwnym do kalusa A. alba wykaza³y, ¿e wzrost ten by³
bardzo podobny do wzrostu grzybów w kierunku kalusa,
z wyj¹tkiem grzybów Pesotum sp. i R. macrospora.

3. Kalus uzyskany z trzech genotypów jod³y pospo-
litej stymulowa³ wzrost grzybni silnie patogenicznego
H. parviporum oraz mniej wirulentnych O. piceae i
Pesotum sp.

4. Wszystkie gatunki grzybów skolonizowa³y i spo-
wodowa³y zamieracie kalusa jod³y. Spoœród badanych
grzybów jedynie H. abietinum nie spowodowa³ zmian w
wygl¹dzie kalusa trzech badanych genotypów jod³y.

5. Dziêki metodzie badañ patogenicznoœci na pozio-
mie embrionalnym w kulturach dualnych in vitro staje
siê mo¿liwe identyfikowanie genotypów drzew odpor-
nych i podatnych na patogeny grzybowe.
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