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Wstep

Na przestrzeni kilku ostatnich dekad, naukowcy dostrzegli ogromny potencjat
ro$lin jako skarbca niezliczonych ilo$ci organizméw zwanych endofitami.

Stowo endofit pochodzi od dwoch greckich stow: endon — oznacza wewnatrz,
a phyton —rosling. Przypuszcza sig, ze wszystkie rosliny wyzsze sg gospodarzami
dla jednego lub wigkszej liczby drobnoustrojow endofitycznych. Te drobnoustroje
obejmuja zarowno grzyby, bakterie jak i promieniowce (4, 14).

Po raz pierwszy o endofitach wspomniat De Bary w XIX wieku (11), okreslajac
tym mianem wszystkie organizmy wystepujace w tkankach roslinnych. Natomiast
Wilson (54), okreslit endofity jako grzyby, ktore zyja wewnatrz rosliny, nie
powodujac objawow przynajmniej przez czes¢ swojego cyklu zyciowego. Grzyby
endofityczne, ktore bezobjawowo kolonizuja tkanki roslinne, moga wywodzié
si¢ z gatunkoéw patogenicznych, ktore utrzymuja ciaglta rownowage miedzy
patogeniczno$cig w stosunku do rosliny zywicielskiej, a mechanizmami obronnymi
tejze rosliny (37, 26, 18).

Wiele roslin uprawnych zdolnych jest do nawigzania asocjacji z endofitami, dzigki
ktorym poprawia si¢ ich wzrost, zwigcksza plonowanie, a takze odporno$¢ na r6znego
rodzaju czynniki stresowe (25).

Wigkszo$¢ grzybow endofitycznych jest rozprzestrzenianych na sasiednie rosliny na
drodze tzw. transmisji poziomej, za pomocg zarodnikow. Niektore natomiast przenosza
si¢ na kolejne pokolenia roslin wraz z nasionami (transmisja pionowa), przy czym
grzyby te moga nie wykazywac zdolnosci do zycia poza rosling zywicielskg (21).

* Opracowanie wykonano w ramach zadania 1.4 w programie wieloletnim TUNG-PIB.
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Mimo, ze wzrost endofitow jest $cisle ograniczany przez rosliny, to wykorzystuja
one wiele mechanizmoéw, dzigki ktorym stopniowo dostosowujg si¢ do swojego
srodowiska zycia (13).

Grzyby endofityczne wplywaja bardzo korzystnie na rosline zywicielska indukujac
odporno$¢ na stres (28, 32), promujg jej wzrost (8) oraz chronig przed szkodnikami,
patogenami oraz nicieniami (24, 21, 25, 14).

Opracowanie najnowszych technologii ujawnito ogromny potencjat endofitéw jako
waznego zrodta biologicznie aktywnych zwigzkow oraz mozliwo$¢ ich zastosowania
w aspekcie biologicznej ochrony roslin (57, 2).

Wykazano bowiem, ze wigkszo$¢ produktow naturalnych wydzielanych przez
grzyby endofityczne posiada aktywnos¢ przeciwbakteryjng, a w wielu przypadkach
biorg one réwniez udziat w ochronie roslin gospodarzy przed fitopatogenami
grzybowymi (19).

Zakres roSlin gospodarzy

Badania ostatnich 20 lat, ktére dotyczyly przegladu grzybow zasiedlajacych rozne
rosliny zywicielskie, wykazaly wszechobecng kolonizacje¢ roslin ladowych przez
endofity. Izolowano je z roslin bytujacych w réznorodnych siedliskach, poczawszy
od arktycznych, gorskich czy pustynnych, a skonczywszy na tropikalnych lasach.
Grzyby endofityczne wyosobniono z mchéw i watrobowcow, paproci, licznych roslin
okrytonasiennych i nagonasiennych (57).

Wigkszos¢ grzybow endofitycznych uwaza si¢ za gatunkowo-specyficzne, to
znaczy kolonizujace okreslony gatunek rosliny gospodarza. Zjawisko to moze wynikaé
z wptywu danego mikroklimatu (3, 22, 37). Istnieja réwniez gatunki polifagiczne,
nalezace gtéwnie do rodzaju Phomopsis, Phoma, Colletotrichum i Phyllosticta, ktore
posiadajg szeroki zakres roslin gospodarzy, czesto niespokrewnionych taksonomicznie
(34,23, 33,42). Wskazuje to na wyksztatcone zdolno$ci adaptacyjne do pokonywania
zroznicowanych mechanizmdéw obronnych rosliny gospodarza (51).

Izolacja endofitéw

Grzyby endofityczne pozyskuje si¢ z roznych organdéw wielu gatunkéw roslin,
w zwigzku z tym kluczowe jest poznanie zasad dotyczacych wyboru odpowiedniej
rosliny i1 sposobu izolowania endofitow. Jako potencjalne Zrédto endofitéow
wybieramy gatunki roslin interesujace pod wzgledem swojej unikalnej biologii,
wieku, etnobotanicznej historii czy tez uwarunkowania srodowiskowego. Ponadto
dowiedziono réwniez, ze rosliny wieloletnie rosnace w tropikalnych i subtropikalnych
regionach $wiata sg zasiedlane przez wicksza roznorodnos¢ endofitow niz te rosnace
w suchych lub chtodniejszych rejonach o mniejszym zréznicowaniu pod wzgledem
ro$linnym. Jest to wazny krok w catym procesie pozyskiwania i studiowania endofitow,
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poniewaz stanowi biologiczne uzasadnienie w doborze roslin i eliminuje catkowicie
nadmiar pracy zwigzany z losowym sposobem przeszukiwania wszystkich roslin na
danym obszarze (48).

Do wykrywania i identyfikacji grzybdw w tkankach roslinnych stosuje si¢ obecnie
cztery metody:

(1) obserwacja morfologiczna w potgczeniu z metodami molekularnymi;

(2) wyktadanie materiatu roslinnego poddanego sterylizacji na selektywnych

pozywkach wzrostowych i identyfikacja wyrastajacych grzybow;

(3) identyfikacja na podstawie okreslonych testow biochemicznych, np. metody

immunologiczne;

(4) bezposrednia amplifikacja DNA pochodzacego z grzybow kolonizujacych

tkanki roslinne po uprzednim stwierdzeniu, ze na powierzchni badanych roslin nie

ma zadnych pozostatosci grzybow (38).

Najbardziej znang i standardowa procedure izolacji opisujag Strobel (48) oraz
Abdalla i Matasyoh (1). Powybraniu odpowiedniej rosliny pobierany jest jej
maty fragment, umieszczany jest w worku z tworzywa sztucznego i przechowywany
do dalszych badan w temperaturze 4 °C. Nastgpnie materiat roslinny poddawany
jest sterylizacji powierzchniowej w 70% etanolu, przemywany sterylng woda
destylowana i przetrzymywany az do wyschnigecia pod wyciagiem laminarnym.
Nastepnie, przy uzyciu sterylnego skalpela, usuwane sa z probek tkanki zewnetrzne
1 ostroznie wycinany fragment tkanki wewnetrznej, ktory nastepnie umieszcza si¢
w szalkach z pozywka agarowg. Po kilku dniach inkubacji wyroste strzepki grzyboéw
sg przeszczepiane do szalek z zestalong pozywka, np. glukozowo-ziemniaczang
(PDA); (48, 1).

Warto zauwazy¢, ze rézne metody izolacji, w tym dobor odpowiedniej pozywki,
wielko$¢ fragmentow tkanek rosliny zywicielskiej, czas jaki uptynat od pozyskania
materiatu roslinnego a nawet warunki uprawy, moga w znacznym stopniu wplywacé
na skuteczno$¢ izolacji oraz ré6znorodno$¢ uzyskanych endofitéw (3, 50).

Wykazano, ze liczba gatunkéw grzybow endofitycznych izolowanych z tkanki
lisciowej znacznie wzrosta, gdy 1i$¢ zostat pokrojony na mniejsze kawatki.

Najczesciej opisywane endofity grzybowe izolowane z roslin nalezg do typu
Ascomycota lub stanowig jego anamorfy (46, 25). Istnieje jedynie kilka doniesien
o grzybach endofitycznych typu Basidiomycota 1 s to najczesciej gatunki tworzace
mykoryze z ro$linami z rodziny Orchidiaceae (36). Rodriguez 1 in. (35)
podzielit grzyby endofityczne na dwie grupy: Clavicipitaceous (C), ktore zasiedlaja
trawy 1 Non-Clavicipitaceous (NC-endofity), ktore zyja bezobjawowo w tkankach
réznych roslin. NC-endofity reprezentuja trzy rdzne klasy funkcjonalne wydzielone na
podstawie sposobu kolonizacji i transmisji w roslinie zywicielskiej, biordznorodnosci
w roslinie oraz korzys$ci jakie oferujg swojemu gospodarzowi (35).
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Wplyw endofitéw na rosline gospodarza

Endofity moga wptywac na zasiedlang przez siebie ro§ling w sposob posredni
1 bezposredni. Posredni wptyw endofita na odpornos¢ rosliny zwigzany jest
z indukowaniem w ro$linie mechanizméw obronnych, takich jak indukcja odpornosci
lub synteza metabolitow wtoérnych. Wplyw ten moze by¢ rowniez zwigzany
z konkurencjga mi¢dzy endofitem a patogenem o nisze¢ ekologiczng. Z kolei
bezposrednie oddzialywanie grzybdw endofitycznych na rosling gospodarza polega na
syntezie przez endofita réznych zwigzkéw o dziataniu owadobdjczym, fungicydalnym
lub nicieniobdjczym. Sg to miedzy innymi terpenoidy, alkaloidy, zwigzki aromatyczne,
a takze enzymy lityczne, zdolne do rozktadu chityny, biatek, celulozy, hemicelulozy
lub DNA (16, 25).

Metabolity syntezowane przez grzyby endofityczne

Badania chemiczne ostatnich lat wykazaty, ze grzyby endofityczne stanowia
zrodto cennych metabolitéw wtérnych (tab.1). Niektore z tych zwigzkow wplywaja
na wzrost i rozwdj rosliny zywicielskiej, a inne wykazuja wtasciwosci owadobdjcze,
przeciwgrzybicze oraz przeciwbakteryjne (19, 21, 2, 14).

Tabela 1
Grzyby izolowane jako endofity z réznych roslin gospodarzy oraz wydzielane przez nie metabolity
wykazujace aktywnos¢ biologiczna

Endofit Roslina Metabolit Dzialanie Zrodto
gospodarz
Lotium toksyezna di
Neotyphodium perenne, . | SzKo . oW, Spiering i in., 2002
peramina jednoczesnie nie
spp. Festuca Wywiera whl ha (45)
pratensis ywie P
zwierzgta gospodarcze
Neo'typhodmm F estucq lolina owadobojcze Blankenship i in.,
uncinatum, pratensis 2001 (6)
C]Zf ;;9501”10]7 st antygrzybowe m.in.
4 ) Tripterigeum . N w stosunku do Strobel i in., 1999
(anamorfa: wilfordii rozne zwiazki Crvpiosporiopsis (47)
Pezicula Jordt TYPROSpOTIopSE
. albicans
cinamomea)
Talaromyces Sonnertia . Liiin., 2011
favus apetala talaroperoides AD antygrzybowe (30)
Pestalotiopsis Terminalia L . antydrobnoustrojowe, Harper i in., 2003
. pestacin, isopestacin .
microspora spp. antyoksydacyjne (20)
korzenie amylaza, Senthilmuruean
. powietrzne lakaza,alkaloidy, hamujaco na E. coli . &
Botrytis sp. . . . . . iin., 2013
Ficus flawonoidy, saponiny, i Klebsiella (40)
benghalensis steroidy, terpenoidy
Phomopsis Liscie drzew 3-hydroxypropionic nicieniobdicze Schwarz i in., 2004
phaseoli tropikalnych acid ) 39)
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Aspergillus
Acremonium zeae Zea maidis alkaloidy flavus, Fusarium Webl()g;,)l %81
verticillioides
antybakteryjne
Nodulisporium Juniperus flawonoidy. steroid B acill.us megaterium, Dai i in., 2006
sp. cedre Y, y Microbotryum ©)
violaceum, Septoria
tritici
antygrzybowe
(Phytophthora capsici,
Colletotrichum Artemisia . Rhizoctonia cerealis, Luiin., 2000
steroidy Gaeumanomyces
sp. annua Ly 31
graminis var. tritici,
Helminthosporium
sativum)
antygrzybowe
Phorprsis Cassic.t . terpenoidy (Cladosporium Silva i in., 2006
cassiae spectabilis sphaerospermum, (43)
C. cladosporioides)
antygrzybowe, .
Cytospora sp. Conocarpus cytosporon (A-E) antybakteryjne, Brady i in., 2000
erecta (7)
cytotoksyczne
Melanconium Betula 3-hydroxypropionic nicieniobéicze Schwarz i in., 2004
betulinium pendula acid ) (39)

Zrodto: opracowanie wilasne

Prawdopodobnie Webber (53) jako pierwszy podal przyktad endofitycznego
grzyba, Phomopsis oblonga, zasiedlajacego tkanki wiazow (Ulmus) 1 wykazal jego
ochronne dziatanie przed tzw. holenderska choroba wiazu, powodowana przez grzyba
Ceratocystis ulmi. P. oblonga poprzez produkcj¢ mykotoksyn i alkaloidow ograniczat
wystepowanie wektora patogenu, ktorym jest chrzaszcz (Physocnemum brevilineum).

Z kolei Daisy i in. (10) wyizolowali z rosliny Paullinia paullinioides
endofityczny szczep Muscodor vitigenus, wydzielajacy naftalen, ktory moze by¢
stosowany jako typowy S$rodek przeciw molom. Obiecujace okazaty si¢ rowniez
wstepne wyniki, ktore wykazaty repelentne dziatanie naftalenu w stosunku do
btonkowki Cephus cinctus na pszenicy (10).

Endofity zrodzaju Neotyphodium zasiedlajace kostrzewy i zycice trwala syntetyzuja
peramine, ktora jest toksyczna dla szkodnikow, jednoczesnie nie wywiera wptywu na
zwierzeta gospodarcze (25).

Grzyby endofityczne znane sg rowniez ze swoich wlasciwosci antygrzybowych.
Kumar i in. (27),zbadali aktywnosc¢ biologiczna endofitycznych grzybow, takich
jak Dothideomycetes sp., Alternaria tenuissima, Thielavia subthermophila, Alternaria
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sp., Nigrospora oryzae, Colletotrichum truncatum i Chaetomium sp., wyizolowanych
z leczniczej rosliny Tylophora indica, w stosunku do Sclerotinia sclerotiorum
i Fusarium oxysporum. Gatunki tych grzybow endofitycznych zdecydowanie
wykazywaly wtasciwosci antygrzybowe, hamujac wzrost i rozwoj grzybow
fitpatogeniczych.

Endofity kolonizujace tkanki roslinne produkuja enzymy hydrolizujace $ciany
komorkowe jak: B-1,3- glukanazy, chitynazy czy celulazy, dzigki ktorym dostaja si¢ do
wnetrza tkanek roslin. Enzymy te réwniez bezposrednio oddziatywaja na fitopatogeny
degradujac ich $ciany komorkowe (17). Wiele komercyjnie waznych enzymow
wytwarzanych jest przez mikroorganizmy glebowe. Poszukiwania alternatywnych
zrodet tych zwiazkdéw doprowadzity do odkrycia cennych enzyméw produkowanych
przez endofity (40, 5)

Senthilmurugan i in. (40) wyizolowali endofityczny Botrytis sp.
z korzeni powietrznych figowca bengalskiego w Indiach. Kultury tego grzyba
produkowaly enzymy: amylaze i lakaze., ktére wraz z innymi bioaktywnymi
substancjami wydzielanymi przez Botrytis sp. takimi jak: alkaloidy, flawonoidy,
saponiny, steroidy i terpeny, hamowaly E. coli i Klebsiella.

Grzyby endofityczne, takie jak: Acremonium terricola, Aspergillus japonicas,
Cladosporium cladosporioides, Cladosporium sphaerospermum, Fusarium lateritium,
Monodictys castaneae, Nigrospora sphaerica, Penicillium aurantiogriseum,
Penicillium glandicola, Pestalotiopsis guepinii, Phoma tropica, Phomopsis archeri,
Tetraploa aristata, Xylaria sp. 1 wiele innych niezidentyfikowanych gatunkow
izolowanych z Opuntia ficus-indica Mill. wykazaly obiecujacy potencjat wdrozeniowy
wytwarzania pektynazy, celulazy, ksylanazy i proteazy (5).

Wtoérne produkty metabolizmu mikroorganizmow, ktore dziatajac wybiorczo
w niskich stezeniach wplywaja na struktury komérkowe lub procesy metaboliczne
innych mikroorganizmoéw, hamujac ich wzrost i podziaty to antybiotyki (12).

Dwa nowe antybiotyki, pestalachloride A i B, pozyskane z endofitycznego grzyba
Pestalotiopsis adusta, wykazaly znaczaca bioaktywnos$¢ wobec trzech fitopatogenow
Fusarium culmorum, Gibberella zeae 1 Verticillium albo atrum); (rys. 1); (20).

OH

()

Pestalachloride A Pestalachloride B

Rys. 1. Struktura chemiczna pestalachloride A i B wyizolowanych z Pestalotiopsis adusta
Zrodto: Li i in., 2008 (29)
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Ponadto, antybiotyki pyrrocidine A i B wytwarzane przez endofit kukurydzy
Acremonium zeae wykazaly aktywno$¢ przeciwko groznym patogenom kukurydzy
Aspergillus flavus 1 Fusarium verticillioides (rys. 2).

NH

"'OH

Pyrrocidine A Pyrrocidine B

Rys. 2. Struktura chemiczna pyrrocidine A i B wyizolowanych z Acremonium zeae
Zrédto: Wicklow i in., 2005 (54)

Hypoxylon sp. jest endofitycznym grzybem wyizolowanym z Persea indica, ktory
wytwarza imponujace spektrum lotnych zwigzkéw organicznych, zwtaszeza 1,8-
cineole, 1-methyl-1,4-cyclohexadiene oraz wstepnie okre§lone alpha-methylene-alpha-
fenchocamphorone i wiele innych, jeszcze niezidentyfikowanych. Zwigzki te wykazuja
bardzo wysoka bioaktywnos$¢ wobec Botrytis cinerea, Phytophthora cinnamomi,
Cercospora beticola i Sclerotinia. Przypuszczalnie, moga odgrywaé pewna role
w biologii endofitu i mie¢ wptyw na jego przezycie w roslinie gospodarzu (rys. 3); (52).

O

1-methyl-1,4-cyclohexadiene 1,8-cineole

CH

O

(+)-.alpha.-methylene-.alpha.-fenchocamphorone

Rys. 3. Struktura chemiczna wybranych lotnych zwigzkéw organicznych wyizolowanych z Hypoxylon sp.
Zrédlo: Tomsheck i in., 2010 (52)
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Phomopsis sp. szczep (EC-4) wyizolowano jako endofit z Odontoglossum sp.
(f. Orchidaceae) w rezerwacie lesnym w Potnocnym Ekwadorze. Grzyb ten tworzy
unikalng mieszanke lotnych zwigzkow organicznych w tym sabinene (monoterpen
o zapachu pieprzu) notowany wczesniej tylko u roslin wyzszych (rys. 4); (44). Przy
pomocy chromatografii gazowej zarejestrowano, ze Phomopsis sp. (EC-4) wytwarza
oprocz sabinene jeszcze inne substancje, takie jak: 1-butanol, 3 methyl, 1-propanol,
2-methyl- i benzenethanol, 2-propanone, ktére moga by¢ wykorzystywane do
produkcji paliw (44). Badacze dowiedli, ze wspomniane zwigzki lotne posiadajg
rowniez wlasciwos$ci antygrzybowe wobec szerokiego zakresu fitopatogenow: m.in.:
Pythium, Phytophthora, Sclerotinia, Rhizoctonia, Fusarium, Botrytis, Verticillium
i Colletotrichum (44).

Y

Phenethylalcohol
Sabinene )
(o)
¢
1-Butanol, 3-methyl 2-Propanone

Rys. 4. Struktura chemiczna wybranych lotnych zwigzkoéw organicznych wyizolowanych z Phomopsis sp. (EC4)
Zrodto: Singh i in., 2011 (44)

Muscodor albus to endofityczny grzyb wyizolowany z matych konaréw drzewa
cynamonowego Cinnamomum zeylanicum (56). Nalezacy do rodziny Xylariaceae
(nie zarodnikujacy) grzyb wytwarza mieszaning zwigzkoéw lotnych, dzigki ktorym
skutecznie hamuje a nawet zabija niektore grzyby i bakterie (49). Wickszo$¢ z tych
zwigzkow zostata zidentyfikowana metoda chromatografii gazowej. Nastepnie
sporzadzono sztuczng mieszaning, imitujacg antybiotyczny efekt lotnych zwigzkow
wytwarzanych przez grzyba (49). Kazdy z pigciu klas zwiazkoéw lotnych wytwarzanych
przez grzyba wykazywal pewne dziatanie hamujace przeciw grzybom i bakteriom
testowym, ale zaden nie byt $miertelny. Jednak wspoélnie dziataly synergicznie,
przyczyniajac si¢ do $mierci szerokiego spektrum patogenow roslin i ludzi.

Najbardziej skutecznym, hamujacym zwigzkiem byt octan izoamylu, ktory wykazat
najwickszg bioaktywnos¢. Efekty ekologiczne i potencjalne praktyczne korzysci
z ,,mykofumigacji” M. albus sa bardzo obiecujagce w zastosowaniu rolniczym (48).



Pozytywny wplyw grzybow endofitycznych na rosling gospodarza 79

Oprocz patogendw i szkodnikdw atakujacych uprawy rolnicze, duzym problemem
sa rowniez nicienie. Ze wzgledu na swoje znaczne zroznicowanie i zakres roslin
zywicielskich, w stosunku do r6znych gatunkow nalezy stosowac réznorodng ochrong,
zarowno chemiczna, jak i biologiczng, co wymaga specjalistycznej wiedzy i naktadow
finansowych. Dlatego grzyby endofityczne moga stanowi¢ alternatywe w ochronie
ro$lin przed tymi organizmami (25).

Shahasi i in. (41) wyizolowali 9 endofitycznych szczepow F. oxysporum,
ktore nastgpnie przebadali pod katem produkcji drugorzednych metabolitow
antagonistycznych w stosunku do Radopholus similis w warunkach laboratoryjnych.
Wyniki potwierdzity mozliwos$¢ stosowania endofitycznych szczepow F. oxysporum
jako potencjalnego srodka nicieniobojczego (41).

Z kolei w badaniach Yan 1 in. (57) wykazano, ze sposrod 294 izolatow
grzybow endofitycznych pozyskanych z sadzonek ogorka, 23 odznaczato si¢
hamujacym dziataniem w stosunku do nicienia Meloidogyne incognita w warunkach
szklarniowych. Wsréd najskuteczniejszych znalazty sie: Fusarium, Trichoderma,
Chaetomium, Acremonium, Paecilomyces i Phyllosticta. Natomiast Chaetomium
Ch1001 wykazal najwigkszy potencjal jako srodek biologiczny do zaprawiania nasion
przeciwko M. incognita.

Podsumowanie

Z uwagi na korzysci jakie ptyna z symbiozy grzybow endofitycznych z ro§linami,
oraz fakt, iz sg one zrodtem cennych metabolitow wykazujacych aktywnos¢
biologiczng wobec réznych fitofagow, ciesza sie duzym zainteresowaniem w aspekcie
integrowanej ochrony roslin.

Obecnie szacuje sie, ze kazdy z prawie 300 000 istniejacych gatunkéw roslin
na §wiecie jest gospodarzem dla co najmniej jednego szczepu endofitycznego.
Wykorzystanie tych mikroorganizméw m.in. na potrzeby integrowanej ochrony
ro$lin wymaga jednak jeszcze wielu lat badan nad skomplikowanymi zalezno$ciami
pomiedzy rosling, endofitem a fitofagiem, ale obserwowany obecnie intensywny
rozwdj metod badawczych przyczyni si¢ by¢ moze do szybszego poznania tych
interakcji i oceny mozliwosci ich zastosowania w praktyce rolnicze;j.
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