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PATOGENI - SIMBIONTI - ENDOFITI: SINONIMI ALI SAMOSTOJNE
KATEGORIJE ORGANIZMOV?

Maja Jurc'

1ZVLECEK

Endofitne glive preras€ajo notranja tkiva rastlin in ne povzrocajo vidnih simptomov okuzb.
Raziskava endofitne glivne populacije v iglicah ¢rnega bora je potekala na dveh avtohtonih in
Sestih alohtonih rasti$éih ¢rnega bora v razdobju treh let. Skupaj smo izolirali 99 razli¢nih
glivnih taksonov ter dolocili 56 vrst. Med izoliranimi endofiti se pojavijajo vrste, ki so opisane
kot izraziti paraziti, fakultativni paraziti ali saprofit. Sest vrst je izrazitih parazitov, jasno
definiranih fakultativnih parazitov je sedem vrst, 34 vrst je opisanih kot saprofitov, ki se
pojavijajo predvsem na mrtvem rastlinskem materialu in v tleh. Celoten vzorec je bil okuzen
39% (2187 izolatov iz 5592 segmentov 1864 iglic). Definirali smo pojem saprofitov, patogenov
in simbiontov glede na rezultate nase raziskave.

Kljuéne besede: ¢&rni bor (Pinus nigra Arn.), endofitne glive, latentna okuzba, mutualisticna
simbioza, patogenost

ABSTRACT

PATHOGENS - SIMBIONTS - ENDOPHYTES: SYNONYMS OR INDEPENDENT
CATEGORIES (CLASSES) OF ORGANISMS?

Endophytic fungi are overgrowing inner tissue of plants without causing visible symptoms of
infection. Research on endophytic fungi in needles of Austrian pine was conducted on two
autochtonous and six alochtonous growing sites of Austrian pine in the period of three years.
Altogether 99 fungal taxa were isolated and 56 fungal species were determined. Among the
isolated endophytes the species appear which are described as distinctive parasites,
facultative parasites and saprophytes. There are six parasitic species, there are seven species
of clearly defined facultative parasites, 34 species are described as saphrophytes which occur
first of all on dead plant material and in the soil. The whole sample was infected 39% (2187
isolations from 5592 segments of 1864 needles). We define a therm of saprobs, pathogens and
symbionts with respect of the results of our research.

Key words: Austrian pine (Pinus nigra Amn.), endophytic fungi, latent infection, mutualistic
symbiosis, pathogenicity

1UVOD

Izraz 'endofit' (gr. endon: notri, notranji; gr. phyron: rastlina) se v mikoloski literaturi
pojavlja Ze ve¢ kot 100 let. De Bary je leta 1866 z njim oznaéil glive, katerih hife
preras¢ajo tkiva ali celice Zivih, avtotrofnih organizmov. De Bary je definiral glive, ki
Zivijo na povr§ju svojih gostiteljev, kot epifite, tiste, ki Zivijo v rastlinskih tkivih, pa
je imenoval endofite. Meja med obema skupinama ni jasna. Tako definiran izraz je
tudi presirok, saj vkljuduje tako patogene glive v rastlinah kot tudi vse prehode do
mikoriznih simbiontov. V sodobni mikologiji izraz endofit oznacuje glivo, ki Zivi v
tkivu navidez zdrave rastline. Endofiti torej povzro€ajo nevidne - nesimptomatiéne
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okuzbe (Carroll, 1986). Se natanéneje je endofite opredelil Petrini (1986), ki trdi, da
so v to skupino vkljuceni vsi organizmi, ki v doloeni fazi svojega razvojnega cikla
lahko naselijo notranja tkiva rastline, ne da bi povzrogali vidne poskodbe gostitelja.
Intenzivno raziskovanje endofitov v zadnjih letih je pokazalo, da se med jasno
oznacenimi skupinami gliv (epifiti, endofiti, paraziti, mikorize) pojavljajo tudi glive,
ki jih ne moremo uvrstiti v eno od omenjenih skupin ali, da ista vrsta nastopa kot
epifit, endofit, parazit in mutualistiéni simbiont. Tako se nekatere vrste gliv iz rodu
Fusarium npr. lahko pojavijo kot epifiti (Miller er al., 1985), endofiti (Leuchtman in
Clay, 1988) ali paraziti na jajcih ZuZelk (Carroll, 1987; 1991). Odpira se vpradanje
razlage pojmov saprofitov, parazitov in simbiontov glede na rezultate raziskav
endofitnih gliv.

2 MATERIALI IN METODE

Vzorce iglic smo nabirali s spodnjih vej 15-80 let starih dreves &rnega bora marca, junija in
oktobra, in sicer od marca 1993 do januarja 1995. Skupaj smo opravili $est vzoréenj na osmih
lokacijah (Sest alohtonih rasti$s: Kobjeglava /y=54 08800, x=50 75700 po Gaus-Krugerju/,
Vipava /y=54 19706, x=50 78672/, Veliko Trebelievo /y=54 80100, x=50 96250/, Benko /y=54
60450, x=50 83500/, Krnica /y=54 06250, x=50 90300/, Konjska dolina /y=54 60250, x=50
85300/, dva avtohtona rasti$¢a: Smolnik /y=54 34300, x=51 42100/, Dolina Krvavice /y=54
60700, x=50 84750/). Pri izbiri lokacij vzor€enja smo Zzeleli zajeti ¢im bolj razli¢na rastis¢a
&rnega bora v razli¢nih fitogeografskih obmocjih (Wraber, 1969).

V laboratoriju smo zbrane (1-8 let stare) iglice sortirali po letnikih in iz vsakega letnega
segmenta veje izbrali &tiri pare zdravih in nepo$kodovanih iglic, jih 30 min. spirali pod teko¢o
vodo, iz vsake iglice sterilno izrezali tri 3 mm dolge segmente (iz baze, sredine in vrha iglice),
jih povrginsko sterilizirali (Cabral et al., 1993) in polozili v petrijevke na gojis¢e (2% sladni agar:
Malt Extract, Biolife S.r.l., 20 g I, Agar Bios Special LL, Biolife S.r.l,, 20 g I"). V vsako
petrijevko smo polozili 12 segmentov ter jih gojili pri sobni temperaturi. Ce se trosigéa izraslih
gliv niso oblikovala, smo glive stimulirali z uporabo &rnih UV-lu¢i (Johnson in Booth 1983).
Rast gliv iz segmentov smo v prvih treh tednih pregledovali vsak dan, v naslednjih treh

mesecih pa enkrat na teden. Po treh mesecih smo sterilne kulture shranili pri +40C in jih
ob&asno pregledovali. identifikacijo taksonov gliv smo opravili na podlagi znacilnosti
laboratorijskih kultur, morfologije trosis¢ in trosov, ¢e so se le-ti oblikovali.

3 REZULTATI IN DISKUSIJA

Skupaj smo izolirali 99 razli¢nih taksonov glivnih endofitov; dolo¢ili smo 56 vrst, 30
taksonov smo dolo¢ili do ravni rodu in 13 le do vi§jih taksonomskih kategorij
(druZina, poddeblo). Celoten vzorec je bil okuZen 39% (2187 izolatov iz 5592
segmentov) (Jurc, 1996).

Med izoliranimi endofiti se pojavijajo vrste, ki so opisane kot izraziti paraziti,
fakultativni paraziti ali saprofiti. Sest vrst je izrazitih parazitov: (Cylindrocladium
scoparium Morg., Dothistroma pini Hulbary, Phoma lingam (Tode ex Schw.) Desm.,
Ramichloridium pini Hoog & Rahman, Rhizosphaera kalkhoffii Bub., Sphaeropsis
sapinea Dyko & Sutton). Jasno definiranih fakultativnih parazitov je sedem vrst:
(Alternaria alternata [Fr/ Keissler, Cenangium ferruginosum Fr., Digitosporium
piniphilum Gremmen, Kabatina sp., Truncatella hartigi (Tubeuf) Steyaert, Phomopsis
lokoyae Hahn, Phomopsis occulta (Sacc.) Traverso, Pezicula livida /Berk. et Br./
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Rehmenae). 34 vrst je opisanih kot saprofiti, ki se pojavljajo predvsem na mrtvermn
rastlinskem materialu in v tleh. Nekatere vrste so doslej nadli samo na listavcih
(Hypoxylon fragifirme /Scop./ Kickx, Phoma cava Schulz, Phoma eupyrena Sacc.,).
Nekatere vrste se pojavljajo kot paraziti pri Zivalih (npr. Exophiala jeanselmei
/Langeron/ McGinnis & Petrini) ali so jih doslej izolirali samo iz dolo&enih substratov
(npr. Pycnidiella resinae /Ehrenb. ex Fr./ Hohn., ki so jo izolirali samo iz smole
iglavcev).

Kako lahko razlagamo pojav, da glive, ki so opisane kot izraziti paraziti ali kot
fakultativni (pogojni) paraziti, Zivijo endofitno v gostiteljih, brez povzro¢anja vidnih
znamenj okuzbe? Po definiciji je parazit (syn. biotrof, nekrotrof) organizem, ki Zivi na
gostitelju ali v njem in pridobiva potrebna hranila iz gostitelja ali drugih Zivih
organizmov (Hawksworth et al., 1995). Patogen je parazit, ki je sposoben povzroditi
bolezen doloCenega gostitelja, ki se manifestira v vidnih simptomih okuZbe -
poskodbah in celo v propadu - sudenju gostitelja. Torej paraziti, ki smo jih izolirali iz
navidez zdravih iglic ¢rmega bora, Zivijo v iglicah svoje inkubacijsko obdobje. Tako
smo npr. izolirali parazita S. sapinea z ve¢ krajev (na lokacijjah: Vipava, 9.3.1994,
triletna iglica, vr8ni segment: shranjena v mikoteki GIS kot Ziva kultura LJUFu3 - 51
ter v mikoteki IMI 368260; Kobjeglava, 19.10.1993, stiriletna iglica - zadnji obstojeci
letnik iglic, bazni in srednji segment iglice; Benko, 7.3.1994, Sestletna iglica, bazni
segment). Za to glivo je znano, da okuZuje popke in mlade iglice ¢érnega bora in
povzrofa odmiranje terminalnih poganjkov gostitelja. Lahko sklepamo, da se je
okuzba pojavila v popku in na enoletnih iglicah, ni povzro€ila, tako kot bi pri¢akovali,
zakrnitev in suSenje enoletnih iglic in poganjka temvec je latentno Zivela Se 3-4 leta. O
dolgoletnih latentno - endofitnih obdobjih parazitov porogajo tudi drugi avtorji. Gliva
Rhabdocline parkeri Sherwood-Pike, Stone & Carroll, opisana kot parazitska,
povzroca latentne okuzbe duglazije, Zivi v navidezno zdravih 2 do 7 let starih iglicah,
okuzba je omejena na posamezne epidermalne celice, ki so s starostjo §tevilnejSe
(Stone, 1987). S staranjem iglice se njena kolonizacija nadaljuje in se trosi&Ca
pojavljajo takoj po odpadanju iglice (Sherwood-Pike ef al., 1986; Stone, 1987; 1988).
Glive torej ne moremo uvrstiti med patogene.

Fakultativni parazit pa ima sposobnost da ob&asno Zivi kot saprob, lahko ga gojimo na
parazitov verjetno tudi v endofitni fazi preZivlja svoje latentno obdobje. Gliva C.
ferruginosum potrebuje za optimalno rast relativno nizke temperature (pri 30°C ne
raste vec) in visoko relativno vlaznost substrata (med a,,; = 0,98 in a,, = 0,96) (Jurc

et al., 1996, v tisku), v iglicah ima optimalne razmere za svoj razvoj. V susnih
stresnih razmerah za gostitelja pa postane patogena (Jurc, 1986). Tudi drugi avtorji
porocajo da endofiti v stresnih okolis¢inah za gostitelja lahko kaZejo patogenost
(Millar, 1981; Andrews et al., 1985).

Simbioza (gr. symbiosis: skupno Zivljenje, soZitje) je definirana kot skupno Zivljenje
razliénih rastlinskih in Zivalskih organizmov, po novejsih avtorjih obsega parazitsko
(8kodljivo), komenzalsko (neSkodljivo) ter mutualistiéno (koristno) razmerje med
organizmoma v povezavi (Hawksworth er al., 1995). Mutualisti¢na povezava
poveduje sposobnost preZivetja, prehranjenost s hranili, reprodukcijo in rast obeh
udeleZenih organizmov. V mutualistiéno simbiozo med glivami in rastlinami uvri€ajo
mikorize (Gogala, 1971), lidaje in endofite (Carroll in Carroll, 1978). Ker se endofitne
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glive pogosto pojavljajo v rastlinah, ne povzrogajo pa vidnih poskodb gostiteljske
rastline, so prvi raziskovalci medsebojnih odnosov med endofitom in rastlino
domnevali, da Zivijo v mutualistiéni simbiozi (Carroll in Carroll, 1978). Stevilne
raziskave v zadnjih 20 letih so potrdile, da med nekaterimi endofitnimi glivami in
gostitelji obstaja simbiontsko razmerje. Dokazano je, da npr. endofiti iz druZine
Clavicipitaceae v travah tvorijo v tkivih svojega gostitelja fiziolosko aktivne
alkaloide. Ti predstavljajo kemijsko podlago simbiontske skupnosti obrambnega
mutualizma. V tovrstni simbiozi gliva varuje svojega gostitelja pred herbivori,
ZuZelkami in mikroorganizmi in tako tudi svoj Zivljenjski prostor in vir hrane (Clay,
1988; Jurc, 1994).

Najnovejde raziskave interakeij med glivami in gostiteljsko rastlino ponujajo
nedvoumne dokaze o njihovi mutualistiéni simbiontski Zivljenjski skupnosti. Chapela
in sod. (1993) ugotavljajo, da specifitne sestavine ekstrakta bukovega lubja
povzrodajo kalitev askospor endofita Hypoxylon fragiforme /Scop./ Kickx.
Mehanizem, ki omogoca prepoznavanje gostitelja imenujejo eklozija. Ta se sestoji iz
luS¢enja zunanje plasti askospore (eksosporija) in iz nabrekanja trosa ter spro§anja
kli¢ne pore. Prvo fazo, trajajofo nekaj milisekund, sprozijo monoglikol glukozidi
gostitelja, ki se verjetno veZejo na receptorje v steni ali membrani trosa in povzroéijo
hiter vdor vode v celico, nabrekanje in luigenje eksosporija. Aktivno vlogo v ekloziji
imajo snovi, ki jih izlo¢a gostitelj. Glivo H. fragiforme smo izolirali na lokaciji Benko
21.6.1993, iz srednjega segmenta enoletne iglice (v mikoteki GIS shranjena kot Ziva
kultura LJUFu3-32; v zbirki IMI 368257) ter na lokaciji Veliko Trebeljevo,
22.10.1993, iz baznega, srednjega in vrinega segmenta 5 let stare iglice.

Schulz in sod. (1995) raziskujejo bioti¢no aktivnost sekundarnih metabolitov ((R)-
melein, (-)-mikorizin A, (+)-kriptosporiopsin, 4-epi-etiosolid in drugi) endofitnih vrst
rodu Pezicula, ki so bili izolirani iz vej desetih vrst iglaveev in listavcev. Izolirane
snovi kaZejo fungicidne, herbicidne, algicidne in baktericidne aktivnosti. Sintezo teh
snovi v glivah povezujejo z mutualistiénim razmerjem gliv in gostiteljev in
prispevkom glivnega partnerja k inhibiranju rasti drugih gliv - parazitov gostiteljev, ki
konkurirajo za isti Zivljenjski prostor. V nasi raziskavi smo izolirali vrsto P. livida, na
lokaciji Dolina Krvavice, 21.10.1993, 29.6.1994 ter 10.1.1995, iz eno, dvo in triletnih
iglic, iz vrinih, srednjih in baznih segmentov (shranjena kot posuSena kultura v
mikoteki GIS LJUFul-266, 715; kot Ziva kultura LJUFu3 - 28,31). Torej, za nekatere
endofitne glive, ki smo jih tudi mi izolirali iz iglic ¢rnega bora obstajajo dokazi, da
imajo z gostiteljsko rastlino simbiontske odnose.

4 SKLEPI

Populacije endofitov, ki naseljujejo zelene, navidez zdrave iglice, predstavijajo
uravnoveseno skupnost dolo€enih vrst do tedaj, ko se spremenijo metabolne razmere v
iglici (na primer staranje iglic, posledice suSnega stresa). V iglicah torej nenehno
poteka spreminjanje glivnih populacij v odvisnosti od biokemijskih in fizioloskih
procesov v iglici. Iglice v prvi, endofitni fazi naseljujejo nepatogene vrste ali vrste, ki
so sicer opisane kot patogeni, v iglici pa Zivijo latentno in ne kaZejo patogenih
lastnosti. Lahko reéemo, da izraz endofit vkljuduje vse patogene in fakultativne
parazite, ki so v inkubacijski razvojni fazi bolezni. Bolezen se razvije le v dologenih
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razmerah, ki stimulirajo parazita ali slabijo gostitelja. Izrazi endofit, parazit in
simbiont se torej po pomenu prekrivajo. Isti organizem lahko oznadimo z vsemi tremi
izrazi, vendar ti veljajo le za posamezna obdobja v njegovem Zivljenjskem razvoju.
Uporaba teh izrazov je smiselna, saj prikazejo odnos glive do gostitelja, pri ¢emer je
izraz endofit najbolj Sirok.

Saprofiti so naklju¢ni endofitni prebivalei notranjih tkiv rastlin, iglice okuZijo skozi
stome ali direktno skozi epiderme listov ali iglic. Kak8en je njihov pomen za rastlino,
kak3ne so medsebojne interakeije gliv in gostitelja ter medsebojne interakcije navadno
vedjega Stevila endofitnih gliv, ki hkrati naseljujejo rastlinsko tkivo, ne vemo. Stevilne
raziskave doloCenih skupin ali posameznih vrst endofitnih gliv pa dokazujejo, da so te
lahko v simbiontskih odnosih z gostiteljsko rastlino.

Endofitna skupnost je pod vplivom nenehnega sukcesijskega razvojnega spreminjanja.
Starajoca tkiva porjavelih iglic, ki so e na vejicah, naseli nova skupnost gliv, ki je
sestavljena iz ve¢inoma saprofitnih vrst. V enem ali dveh mesecih po odpadanju iglic
prejénjo skupnost popolnoma nadomesti populacija glivnih saprofitov, znaéilnih za
opad.
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