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ABSTRACT
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The interaction of endophytic microorganisms with plants are a common occurrence that brings
mutual benefits to partners. Plants are the main habitat of bacteria that live inside their tissues
and do not cause disease symptoms, but affect the growth and development of plants by produc-
ing substances that promote their development. Research on the diversity of endophytic bacteria
associated with forest trees is insufficient — little is known about the diversity of endophytic bacteria,
and especially their function in tree tissues. Bacteria positively affecting the host tree, among
others, increase biomass growth by supporting tree health. The species diversity of endophytic
bacteria in plants is influenced by the plant genotype, tissue type, development phase and envi-
ronmental conditions. So far, bacteria that develop in root, stem, and leaf tissues have been best
known. Among the forest trees in which the occurrence and diversity of endophytic bacteria
have been studied, there are species such as pine, spruce, birch and oak. The presented paper
is a review of the latest literature on the subject.
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Wstep

Endofity s mikroorganizmami, ktére mozna wyizolowac z wysterylizowanych powierzchniowo
tkanek roslin. Rozwijajg si¢ tam one bezobjawowo, przynajmniej przez cz¢$¢ swojego cyklu zy-
ciowego. Zaliczane sg do nich bakterie oraz grzyby, ktére bytujac wewnatrz komdérek rosliny, nie
przyczyniaja si¢ do choroby gospodarza. Endofity mogg wptywac¢ pozytywnie na zasiedlong rosling,
poprawiajac jej funkcje fizjologiczne i zwickszajac odpornosé na czynniki stresowe. Ulatwiajg
takze roslinom adaptacj¢ do niekorzystnych warunkéw, tj. braku wody czy nadmiernego zasolenia.
Strzelczyk [2001] podaje, ze w swiecie zdrowych roslin nie wystgpujg gatunki, ktére bytyby po-
zbawione mikroorganizméw endofitycznych. Drobnoustroje te wskutek oddziatywania srodo-
wiska zewngtrznego wchodzg bezposrednio lub posrednio w rézne zwigzki z roslinami.
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Wigkszosé badaii dotyczacych réznorodnosci bakterii endofitycznych byta prowadzona na
roslinach rolniczych i ogrodniczych, dlatego wystepowanie mikroorganizméw endofitycznych zwig-
zanych z drzewami lesnymi jest weigz zagadnieniem mato poznanym. Drzewa lesne charakteryzujg
sic wigkszg biomasg oraz dtugowiecznoscig i tym samym mogg zapewnic unikalne, dtugotrwate
warunki dla rozwoju bakterii endofitycznych. Bakterie natomiast wptywaja na ogét pozytywnie
(poza bakteriami pasozytniczymi) na drzewo zywicielskie, stymulujgc rozwdj mykoryz (helpery),
uczestniczgc w procesach odpornosciowych gospodarza, a poprzez wspomaganie stanu zdrowot-
nego drzew wplywajac na wytwarzanie biomasy [Garbaye 1994; Anand i in. 2006; Berg 2009].
Ze wzgledu na pozytywny wplyw uzytecznych szczepéw bakterii na drzewa zywicielskie ich roz-
poznanie i wprowadzenie do praktyki lesnej moze mie¢ wplyw na promowanie wzrostu roslin
w niesprzyjajacych warunkach srodowiska.

7. przeprowadzonych dotychczas badari dotyczacych interakcji bakterii endofitycznych
z drzewami lesnymi wynika, ze rézne gatunki drzew-gospodarzy i rézne ich organy zasiedlane
sq przez bardzo zréznicowane zbiorowiska bakterii [Bal i in. 2012; Bal, Chanway 2012a, b; Anand,
Chanway 2013; Anand i in. 2013; Yang i in. 2016; Tang i in. 2017]. Wystepowanie i réznorodnos¢
bakterii endofitycznych badano mi¢dzy innymi u sosny [Pirttild i in. 2000; Pohjanen i in. 2014],
$wierka [Cankar i in. 2005], brzozy [Mesa i in. 2017] i dgbu [Brooks i in. 1994]. Najwigcej jednak
badan dotyczy topoli i eukaliptusa, w zwigzku z ich znaczeniem dla bioenergetyki i bioremediacji
[Lupo i in. 2001; Doty i in. 2005; Taghavi i in. 2005, 2009; Weyens i in. 2009, 2010, 2012; Fillat
i in. 2016].

Wystepowanie

Do bakterii endofitycznych zasiedlajgcych rosliny drzewiaste zalicza si¢ reprezentantéw gromad
o-, B- oraz y-: Proteobacteria, Actinobacteria i Firmicutes. Bakterie nalezace do rodzajow Bacillus,
Paenibacillus, Pseudomonas, Erwinia, Burkholderia, Azospirillum, Enterobacter, Pantoea i Flavobacterium
sq powszechnie spotykanymi endofitami, zasiedlajgcymi niemal wszystkie tkanki drzew lesnych.
Do bakterii rzadziej wystepujacych u drzew lesnych nalezg gatunki z rodzajéw Chryseobacterium,
Citrobacter i Duganella [Moore i in. 2006; Wang i in. 2006; Filteau i in. 2010]. Zazwyczaj w jednej
ro$linie wystgpuje kilka réznych rodzajéw i gatunkéw bakterii endofitycznych. Ich zréznico-
wanie w roslinach zalezy od genotypu rosliny, rodzaju tkanki, fazy rozwoju i warunkéw srodowi-
skowych.

KoORZENIE. Dla roslin to gleba jest gléwnym Zrédlem pochodzenia bakterii endofitycznych, stad
w tkankach korzeni stwierdzano najwicksza liczbg bakterii, wyrazang w jednostkach tworzacych
kolonig (jtk), wynoszacg okoto log 5 jtk/g swiezej masy roslin. Naturalnie powstajace peknigcia
epidermy korzenia gléwnego, miejsca powstawania korzeni bocznych (ryzosfera), jak i strefa wy-
dtuzania i réznicowania si¢ komdrek sg gtéwnymi drogami wnikania takich bakterii do rosliny.
System korzeniowy jest srodowiskiem z matymi wahaniami temperatury i zawartosci wody,
a wydzieliny korzeni stanowig bogate i state Zrédlo sktadnikéw pokarmowych dostgpnych dla
mikroorganizméw. Kolejnym czynnikiem odpowiedzialnym za dominacjg ilosciows endofit6w
ryzosfery nad endofitami strefy nadziemnej (fyllosfery) jest budowa tkanek. Grube $ciany komér-
kowe epidermy czy obecnos¢ kutikuli i woskéw na lisciach stanowig duze utrudnienie dla prze-
nikania bakterii w poréwnaniu z cienka, pozbawiong wloskéw ryzoderma. Dlatego tez duza liczba
obecnie znanych endofitéw to przedstawiciele ryzosfery, ryzoplany badZ wewngtrznych tkanek
korzenia. Mikroorganizmy endofityczne najczesciej kolonizujg przestrzenie migdzykomdérkowe
i ksylem, mogg tez by¢ transportowane przez system wigzek przewodzgcych badz sciany komér-
kowe apoplastu, a takze poruszaé si¢ aktywnic dzi¢ki rzgskom lub chemotaksiji.
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PEDY. Mimo Ze wigkszos¢ interakcji migdzy roslinami a pozytecznymi mikroorganizmami zacho-
dzi w korzeniach, pedy stanowig wyjatkowg nisz¢ ekologiczng. Tkanki roslinne pedéw sg zwykle
narazone na promieniowanic UV, wahania temperatury i wilgotnosci oraz zmienng zasobnos¢
w substancje odzywcze — wszystko, co wptywa na warunki rozwoju bakterii. W nadziemnych
czgsciach rosliny populacja bakterii wynosi okoto log 4 jtk/g w $wiezej masie todyg i log 3 jtk/g
w tkankach lisci [Hallmann i in. 1997]. Endofity bakteryjne drzew lesnych izolowano gtéwnie
7 wierzchotk6w pedéw, pytkéw lub nasion, ale takze z catych sadzonek. Rzadko natomiast ich
wystepowanie potwierdzono w kwiatach i owocach [Pirttild 2011].

NasIONA. Niewiele jest doniesieri o zwigzkach bakterii endofitycznych z kwiatami, owocami i na-
sionami [Klama 2004]. Z badari przeprowadzonych przez naukowcéw ze Stowenii [Cankar i in.
2005] wynika, ze do endofitéw bakteryjnych najczg¢sciej wystepujacych w nasionach w tym kraju
nalezg bakterie rodzajéw: Bacillus, Erwinia, Pseudomonas, Flavobacterium i Cytophaga. Sposréd
badanych bakterii endofitycznych az 80% wykazywato aktywnos¢ przeciwgrzybiczg, wsréd nich
Bacillus subtilis i Flavobacterium. Byty one silnymi antagonistami wszystkich badanych grzybéw pato-
genicznych, takich jak: Alzernaria alternata, Cladosporium cladosporioides, Epicoccum purpurascens
i Fusarium sp. [Ferreira i in. 2008].

Zréznicowanie gatunkowe endofitow drzew lesnych i ich znaczenie

SosNY. Rodzaj Pinus jest jednym z najliczniejszych i najwazniejszych gospodarczo drzew igla-
stych w naszej strefie klimatycznej. Pierwsze dowody kolonizacji endofitycznej przez bakterie
stymulujgce wzrost stwierdzono u sosny wydmowej (Pinus contorta Dougl. ex Loud.) [Shishido i in.
1995]. Opisany dla tego gatunku szczep Pw-2 wyizolowano z tkanek korzeni 3-letnich sadzonek.
Wstepna charakterystyka wykazata, ze nalezy on do gatunku Bacillus polymyxa (obecnie znany
jako Paenibacillus polymyxa). Korzystne dziatanie P. polymyxa Pw-2 oceniono przez zaszczepienie
nieskolonizowanych sadzonek sosny. W poréwnaniu do kontroli stwierdzono zwigkszenie suchej
masy pedu do 18%. Wykazano takze udziat szczepu Pw-2 w produkcji roslinnych hormonéw
wzrostu wytwarzanych w korzeniach, takich jak kwas indolo-3-octowy (IAA) i rybozyd dihydro-
azeatyny (DHZR - forma cytokininy) [Bent, Chanway 2001]. Badajgc paki drzew sosny zwyczaj-
nej (Pinus sylvestris 1.) rosngcych na stanowisku naturalnym w pétnocnej Finlandii, Pirctild i in.
[2000] wyizolowali bakterie, ktére zostaty zidentyfikowane jako Methylobacterium extorquens (szczep
DSM 13060). W kolejnych doswiadczeniach stwierdzono, ze szczep ten wytwarza pochodne
adeniny, ktére sg prekursorami w biosyntezy cytokinin, przez co przyczynia si¢ do znacznego
zwigkszenia masy ped6éw i korzeni sadzonek sosny zwyczajnej [Pirttild i in. 2004].
Drobnoustroje wykazujg takze zdolnos¢ syntezy enzymu nitrogenazy, ktéry katalizuje reduk-
cj¢ N, do NH;. Dla rozwoju roslin whasnie azot jest jednym z najbardziej istotnych pierwiastkow.
W zaleznosci od gatunku rosliny jego niedobory objawiajg stabym krzewieniem, z6tknigciem
lisci, watloscig i sztywnoscig tkanek. Na kuli ziemskiej ilos¢ azotu wigzanego biologicznic przez
drobnoustroje wynosi okoto 100-265 mln ton rocznie, z czego 150 mln ton przypada na mikroor-
ganizmy glebowe [Sawicka 1985; Subba Rao i in. 1985]. Bal i in. [2012] w tkankach p¢du sosny
Pinus contorta (>20 lat) rosngcych na ubogich w sktadniki odzywceze (ograniczony azot) obszarach
lesnych wyizolowali endofityczny szezep, ktéry byt zdolny do wzrostu na podtozu bez azotu. Szczep
ten zidentyfikowano jako nalezgcy do gatunku P. polymyxa. W dwdch kolejnych doswiadczeniach
sadzonki sosny zaszczepione tg bakterig byly w stanie zwigza¢ 30 i 66% azotu bezposrednio
z atmosfery, odpowiednio po 27 i 35 tygodniach od zaszczepienia [Anand i in. 2013]. Zaszczepione
rosliny byly wyzsze od kontroli 0 33%, a sucha masa pedu i korzenia byta wyzsza odpowiednio
0 78 i 165% w poréwnaniu do roslin nieskolonizowanych. Stymulowanie wzrostu ro$lin byto
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bezposrednio zwigzane z iloscig zwigzanego azotu. Szczep P polymyxa moze tworzy¢ kolonie
endofityczne w tkankach korzenia, pedu i w iglach. Takze u innego gatunku sosny: sosny gietkiej
(Pinus flexilis E. James) rosngcej w pigtrze subalpejskim Gér Skalistych na stanowiskach z ogra-
niczonym Zrédtem azotu, zidentyfikowano bakterie wigzace azot Gluconacetobacter diazotrophicus
[Carrell, Frank 2014]. W badaniach prowadzonych przez Moyes i in. [2016] przedstawiono
dowody na obecnosé wigtach Pinus flexilis diazotroficznych endofitéw bakteryjnych. Bakterie te
mogtyby dostarczy¢ do drzewostanéw sosnowych nawet 6,8-13,6 pg azotu/m? dziennie i okoto
1-2 mg azotu/m* w ciggu jednego roku [Moyes i in. 2016].

TopoOLE. Pierwsze odkrycie dotyczgce obecnosci diazotroficznego endofitu bakteryjnego u topdl
dotyczyto klonéw mieszarica Populus trichocarpa x P. deltoides, u ktérych stwierdzono obecnosé
Rhizobium tropici. Chociaz ten gatunek bakterii jest dobrze znany ze zdolnosci do wigzania azotu
u rolin stragczkowych [Perret i in. 2000], w tym przypadku opisano jego obecnos¢ u gospodarza
niebg¢dgcego rosling stragczkows. Dalsze badania wykazaty réznorodnos$é endofitycznych
zbiorowisk bakteryjnych dla innych gatunkéw topoli. W czgsci nadziemnej (liscie i gal¢zie)
mieszaficowych klonéw topoli wyizolowano bakterie nalezgce do 53 réznych rodzajéw, w tym
Curtobacterium, Plantibacter, Pseudomonas, Xanthomonas, Sphingomonas, Pedobacter, Methylobacterium
i Paenibacillus, a najliczniejszymi rodzajami we wszystkich klonach bylty Curtobacterium i Pseudomona
[Doty i in. 2005, 2009; Ulrich i in. 2008]. Inne korzystne oddziatywanie uktadu roslina-drobno-
ustréj wigze si¢ z przemianami prowadzgcymi do stymulacji wzrostu poprzez udziat bakterii
w syntezie hormonéw. Roslina gospodarza dostarcza tryptofanu, ktéry endofity przeksztatcajg
w auksyne¢ — kwas indolilooctowy. Takich obserwacji dokonali Doty i in. [2009] w odniesieniu
do przedstawicieli endofitéw bakteryjnych z rodzaju Burkholderia, Rahnella i Acinetobacter wyizo-
lowanych z miodych sadzonek topoli kalifornijskiej P #richocarpa. Taghavi i in. [2005, 2009] takze
wyizolowali kilka gatunkéw endofitéw z tkanek korzeni i pgdéw hybryd topoli, m.in. trzy szczepy:
Serratia proteamaculans 568, Enterobacter sp. 638 i Pseudomonas putida W619. Szczepy te kolonizo-
waly powierzchni¢ korzenia i tkanki wewnetrzne, co znacznie wptywalo na zwigkszenie biomasy
pedow [Taghavi i in. 2009]. Szczep Pseudomonas putida W619, badany pézniej przez Weyens i in.
[2012], stymulowal wzrost sadzonek topoli poprzez wytwarzanie hormonéw: IAA i cytokinin.

Znana jest rola topoli w procesie rekultywacji skazonego srodowiska. Z jej hybryd rosna-
cych w miejscu fitoremediacji w poblizu fabryki silnikéw w Genk w Belgii wyizolowano bak-
terie endofityczne nalezace do rodzaju Pseudomonas [Germaine i in. 2004]. Szczepy te badano pod
katem ich zdolnosci do solubilizacji fosforu, wytwarzania IAA i odpornosci na metale ci¢zkie.
Stwierdzono, ze szczepy kolonizujg komérki ksylemu i przestrzenie mi¢dzykomérkowe korze-
nia, todygi i lisci.

Ze wzgledu na wartos¢ gospodarczg topole sg bardzo intensywnie badane, a od momentu
sekwencjonowania genomu zainteresowanie wyjasnieniem interakcji bakteria x gospodarz na
poziomie molekularnym i genetycznym stale wzrasta [Schaefer i in. 2013, 2016].

SWIERKL. Pierwszy odnotowany endofit swierkowy, Pseudomonas sp. Ss2, zostat wyizolowany z ko-
rzeni mieszarica $wierka (Picea glauca (Moench) Voss x Picea engelmannii Parry) [Shishido, Chanway
2000]. Stymulowat on wzrost rosliny poprzez kolonizacj¢ ryzosfery oraz znacznie zwigkszat mase
korzeni, pedéw i wysokos¢ sadzonek. Chociaz byt izolowany z ryzosfery, byt tez w stanie skolo-
nizowac tkanki wewngtrze korzenia — zar6wno sadzonek uprawianych w szklarni, jak i w warun-
kach polowych [Shishido, Chanway 2000]. Po 4 miesigcach od zaszczepienia byt wykrywany we
wiosnikach korzeniowych, komérkach kory pierwotnej i tkankach przewodzacych. Mozna wywnio-
skowad, ze bakterie tego szczepu wnikajg do sadzonki $wierka przez przetchlinki korzeniowe
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i tworzg kolonie w tkankach korzenia i fodygi. Cankar i in. [2005] wykazali obecnosé endofit6w
bakteryjnych takze w nasionach swierka pospolitego (Picea abies L. Karst) rosngcego w réznych
lokalizacjach na obszarze w Stowenii (1200-1400 m n.p.m.). Endofity bakteryjne obecne byty
w okrywie nasiennej, bielmie i tkance embrionalnej. Wickszos¢ tych bakterii nalezata do rodzajéw
Pseudomonas i Rahnella, ktére znane sg ze swoich wasciwosci stymulujgcych wzrost roslin i wigza-
cych azot [Cankar i in. 2005].

INNE GATUNKI. Obecno$é endofitéw bakteryjnych odnotowano takze u innych gatunkach drzew
iglastych, takich jak daglezja zielona (Pseudotsuga menziesii) i zywotnik olbrzymi (Thuja plicata),
oraz drzew lisciastych: u debu (Quercus 1..) i wierzby (Sa/ix L.). Endofityczne szczepy bakte-
ryjne zidentyfikowane w tkankach todyg i igiet zywotnika nalezaly do rodzajéw Arthrobacter,
Bacillus, Burkholderia, Paenibacillus i Pseudomonas. Stwierdzono, ze szczep Paenibacillus amylolyticus
C3b wykazywat zdolnosci do wigzania azotu [Bal i in. 2012]. Doty i in. [2009] wyizolowali 10 szcze-
p6w endofitycznych bakterii z tkanek mtodych drzew wierzby (Sa/ix sitchensis). Zostaty one ziden-
tyfikowane jako nalezace do rodzajéw Acinetobacter, Herbaspirillum, Pseudomonas, Sphingomonas
oraz, Stenotrophomonas i podobnie jak w przypadku Zywotnika miaty zdolnos¢ przeksztalcania
azotu atmosferycznego do postaci uzytecznych biologicznie. Dwa z izolatéw pozyskanych z wierzby
— Herbaspirillum sp. WW2 i Pseudomonas sp. (WW6) — miaty geny #if, niezb¢dne do kodowania
enzyméw azotanowych [Doty i in. 2009]. [zolaty te [Doty i in. 2005, 2009] zostaty przetestowane
pod katem ich zdolnosci do stymulowania wzrostu innego zywiciela — daglezji ziclonej [Khan
i in. 2015]. Wykazano, ze zaszczepione sadzonki daglezji zwickszyty 0 48% biomasg¢ i 0 13% dtu-
gos$¢ korzeni, byly takze 0 16% wyzsze niz sadzonki kontrolne. Wyniki te wskazuja, ze endofi-
tyczne bakterie wierzby nie tylko kolonizujg tkanki wewnetrzne innego zywiciela (tu: daglezji),
ale takze znacznie wspierajg ich wzrost w srodowisku szklarniowym. Takie badania zwickszajg
wiedz¢ na temat endofitéw bakteryjnych, ktére moga by¢ cenne dla zwigkszenia produkcji sadzo-
nek w szkétkach lesnych.

Choroba wi¢dnigcia dgbéw wywotana przez infekcje grzybowe powoduje wiednigcie i na-
stepnie obumieranie drzew. Brooks i in. [1994] badali rol¢ bakterii endofitycznych w zwalcza-
niu wywotujgcego ja patogenu, grzyba Ceratocystis fagacearum. Wysungli oni hipotezg, ze ochrona
biologiczna poprzez zaszczepienie drzew endofitami moze by¢ uzytecznym i bezpiecznym dla
ekosystemu sposobem kontrolowania przebiegu choroby wiednigcia debéw. Kilka z izolatéw
nalezacych do rodzajéw Bacillus i Pseudomonas, po ocenie in vitro ich zdolnosci do ograniczania
rozwoju C. fagacearum, zostato uzytych do zaszczepienia roslin. Zdolno$¢ szczep6w Pseudomonas
do kontrolowania rozwoju patogenu wigdnigcia dgbu iz vive zostata potwierdzona zmniejsze-
niem liczby drzew chorych 0 50% i objawéw utraty korony o 17%. Opisane badania wskazuja,
ze wykorzystanie endofitéw bakteryjnych do ograniczania szkodliwych patogenéw réznych ga-
tunkéw drzew znajduje uzasadnienie i moze by¢ uzytecznym elementem zintegrowanej ochrony
drzew lesnych.

Podsumowanie

Wigkszos¢ badari prowadzonych nad endofitami drzew lesnych koncentrowata si¢ na réznorod-
nosci grzybéw, niewiele natomiast wiadomo na temat endofitycznych bakterii, a zwlaszcza ich
funkcji w tkankach drzew. Wiadomo, ze zdrowe ro§liny zawierajg bakterie endofityczne, ktére
znajdujg w nich niezb¢dng nisz¢ ekologiczng. W $wiecie roslin zapewne nie wystgpujg gatunki,
ktdre bytyby pozbawione organizméw endofitycznych [Strzelezyk 2001]. Informacje na temat
réznorodnosci i znaczenia endofitéw dla drzew lesnych sg nieliczne, ale te istniejace sugeruja,
ze zréznicowanie liczebnosci bakterii w tkankach réznych drzew jest znaczgce [Izumi 2011].
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Wrynikajg stad mozliwosci poznawcze, ktére powinny dotyczy¢ stabo poznanych zwigzkéw po-
mi¢dzy roslinami drzewiastymi a bakteriami, jak réwniez mozliwosci ich wykorzystania w gospo-
darce lesne;j.
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